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Raku metabolismi hindamine normoksias ja anoksias CO,-e jirgi Sf9 rakuliinis

Rakkude metabolismi on palju uuritud, kuid hiipoksilis-isheemilistes seisundites tekkivate
koekahjustuste mehhanismid ei ole tdnaseni selged. Mdodtes rakkudest eralduvat CO,-te on
voimalik saada hea iilevaade tsitraaditsiikli toimimisest, mis on bioenergeetiliselt keskne rada.
Ometi pole CO, modOtmisi varajasemalt eriti palju tehtud. Kéesolevas t00s uuriti erinevate
tsitraaditsiikli talitlust mdjutavate siisinikuallikate moju CO, eraldumisele rakkudest anoksias ja
normoksias. Anoksilistes tingimustes sdilis keskmiselt 10% normoksilisest CO, eraldumisest.
Sootmesse lisatud glutamiin vdhendas anoksilist CO, tootmist ning aeglustas selle taastumist
anoksiast normoksiasse iileminekul. Peamise siisinikuallikana gliikkoosi tarbinud rakkudes oli
anoksias CO, jddktootmine korgem ja taastumine peale anoksiat kiirem, mis tekitas liihiajalise
CO, viljaloogi iile baastaseme. Téhelepanuvdirsed olid fumaraadiga tdiendatud soGtmetel

kasvanud rakud, milles CO, tootmine reageeris vastupidiselt glutamiinile.

Mirksonad: CO.,, tsitraaditsiikkel, metabolism, reduktiivne stress, Sf9

CERCS kood: B470 Fiisioloogia

Evaluating metabolism through CO, production in normoxia and anoxia in Sf9 cell line.

Metabolism of cells is a thoroughly studied subject, but mechanisms producing hypoxic-
ischemic cell damage remain to be elucidated. Measuring CO, from the cells gives a good
overview of how the central energy metabolism pathway, citrate cycle works. Yet little research
measuring CO; has been done before on cell cultures. The effect of different carbon sources on
CO; production by the citric acid cycle was examined. On average 10% of CO; production was
retained in anoxia. Cells in media supplemented with glutamine produced less CO, in anoxia
(compared to average) and showed slower recovering from 30 min anoxia. Glucose on the other
hand, gave higher CO, production in anoxia and quicker recovery with a short CO, outburst after
restoring normoxic O,. Interestingly fumaric acid raised the anoxic CO, production and shortened

the recovery time from anoxia and might be studied further.
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Sissejuhatus

Koik elusorganismid koosnevad rakkudest, mida iseloomustavad paljunemine, kohanemine,
toitumine, kasvamine ning hingamine. Rakuhingamine on protsess, mis lubab dra kasutada
keskkonnas leiduvat energiat rakustruktuuride sdilitamiseks ja paljundamiseks. Aeroobse
rakuhingamise puhul on viimaseks oksiideeriaks hapnik, mis on iihtlasi hingamisahela viimaseks
elektronakseptoriks. Hingamisahel kasutab mitokondris tsitraaditsiiklis toodetud reduktiivset
joudu, et luua prootongradient, mida kasutatakse ATP siinteesiks. Just ATP kujul salvestatakse
enamus raku elutegevuseks vajalikust energiast ning hapniku puudmisel peab rakk kasutama teisi
strateegiaid, et elus piisida.

Kuna hingamine on elutegevuseks dérmiselt vajalik, siis on seda ka pdhjalikult uuritud.
Olulisus ilmneb ka rakuhingamise seotuses paljude haigustega nagu véhk, mitokondriaalsed
haigused, kesknidrvisiisteemi degeneratiivsed haigused jne. Rakuhingamisega seotud haigused
voivad olla seotud metaboolse regulatsiooni talitushdirega, mitokondriaalsete ja hingamisahela
ensiiimide mutatsioonide ja geeniekspressiooniga. Rakuhingamise modistmine on vajalik ka
paraku laialt levinud patoloogiates nagu infarkt ja insult, kus hapniku ligipdds rakkudeni on
takistatud tingituna verevarustuse hédiretest. Maailma tervise organisatsiooni andmete kohaselt
olid need kaks tervisehdiret ka koige levinumad surmapdhjused 2015. aastal
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/). Vidhese hapniku korral ei saa rakk
tavapdraselt toimida ning reaktsioonirajad reguleeritakse Umber kineetiliselt ja
geeniekspressiooni tasemel, et tagada rakkude elumus. Hapnikupuuduses aset leidvad
metaboolsed kohastumused pole kaugeltki mitte Ioplikult dra kirjeldatud ja nende parem
mdistmine voib anda uusi viljavaateid infarkti ja insuldi poolt pohjustatud isheemia reperfusiooni
kahjustuste leevendamiseks. Nende siisteemide tdpsem kirjeldamine on kasulik ka kasvajate
arengu paremaks moistmiseks ning teiste hapniku védhesusest voi hingamisahela talitushiirest
tingitud haiguste ravimiseks.

Kéesoleva t00 eemirgiks oli kirjeldada tsitraaditsiikli kohanemist hapnikupuudusega.
Teoreetilises osas antakse iilevaade uuritud tsitraaditsiikli tdhtsusest ja uuritud muutustest
metabolismis hapniku puuduses. Eksperimentaalses osas hinnati tsitraaditsiikli aktiivsust, mootes
rakkude poolt eraldatud CO,-te spetsiaalselt selleks tarbeks arendatud mddtesiisteemis.
Tsistraaditsiiklit mojutati lisaks hapniku kontsentratsiooni muutmisele erinevate siisinikallikate

lisamisega s66tmesse. To6 viidi 1ibi TU Bio- ja Siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mitokonder

Mitokondrid on kahekordse membraaniga, 0,75-3 pm suurused rakuorganellid
(Wiemerslage ja Lee, 2016). Mitokondri funktsioonide seas on Ca®" tasakaalu regulatsioon
(Nicholls, 2005), apoptoosi ja rakutsiikli kontroll ja palju muud. Uheks keskseks mitokondri
rolliks on energiametabolism ja rakuhingamine (Brand ja Nicholls, 2011). Lihas- ja nérvikude
soltub oksiidatiivsel fosforiiiilimisel saadavast ATP-st ja hapniku osarShust (pO), mille
langemine alla kriitilise piiri vOib tekitada podrdumatuid kahjustusi (Percy, 2014). Lahtuvalt
mitokondri kesksest rollist metabolismis on selle funktsioneerimisega seotud mitmed haigused
nagu vihk, mitokondriaalsed haigused, kesknirvisiisteemi degeneratiivsed haigused jne (Nunnari
ja Suomalainen, 2012; Warburg, 1956; Wu et al., 2007). Seetdttu on iiha olulisem hinnata uute
ravimite moju mitokondrile (Brand ja Nicholls, 2011; Lin ja Beal, 2006).

Okstidatiivse fosforiiiilimise puhul on keskse tdhtsusega nédhtuseks prootongradient
mitokondri membraanidevahelise ruumi ja mitokondri maatriksi vahel (mitokondri
membraanpotentsiaal), mida kirjeldati 1961 aastal Peter Mitchell’i poolt (Mitchell, 1961). Tegu
on elektrokeemilise  potentsiaaliga, mis luuakse prootonite ehk  vesinkioonide
kontsentratsioonigradiendi tekitamisel mitokondri sisemembraani erinevatel kiilgedel (Mitchell,
1961). Vesinikioonide kontsentratsiooni erinevus kummalgi pool mitokondri sisemembraani loob
elektrokeemilise potentsiaali, mis koosneb elektrilisest joust ja prootongradiendist (A ja ApH).
Seda potentsiaali kasutatakse dra ATP-siintaasi poolt, mis silinteesib ATP-d prootonite litkumisel
mitokondri maatriksisse.

Prootonite gradiendi loovad elektrone transportivad kompleksid, mis oksiideerivad
(eemaldavad elektroni) tsitraaditsiiklis siinteesitud NADH-i ja suktsinaati ja sellega kaasneb
prootonite  liikkumine  maatriksist =~ membraanidevahelisse  ruumi  (Garlid, 2004).
Redoksreaktsioonide ahela 16pus kantakse elektron hapnikule ning tekib vesi.

Prootongradient on reguleeritud respiratsiooni (O, redutseerimine), fosforiiiilimise (ATP
stinteesimine) ja prootonlekke (H" liikumine tagasi maatriksisse muul moel kui ATP siintaasi
vahendusel) poolt (Hafner er al., 1990).Selleks, et oksiidatiivne fosforiiiilimine toimuda saaks,

metaboliseerib rakk toitaineid nagu suhkrud, rasvad ja aminohapped.



1.2 Mitokondri metabolism

Selleks, et rakk saaks toota eluks vajalikku energiat peab ta seda keskkonnast omastama
1abi kataboolsete reaktsioonide, kus molekulide vahelised kdrge energiaga sidemed vahetatakse
vilja vdiksema vaba energiaga sidemete ehk tugevamate sidemete vastu ning tekitatakse
makroergilisi ithendeid, mis salvestavad endasse keskkonnast saadavate keemiliste {ihendite
sidemeenergia. Ladbi erinevate metabolismiradade saadakse suhkrutest, rasvadest ja
aminohapetest ihendid, mis suunatakse mitokondrisse, kus nad on substraadiks tsitraaditsiiklile,
mis toodab NADH-d ja suktsinaati elektrontransportahela toimimiseks. Gliikoliiiisis, mis on iiks
peamisi energiametabolismi radu 1dhutakse gliilkoos kaheks piliruvaadi (piiroviinamarjahape)
molekuliks, mille kdigus vabaneb summaarselt 2ATP-d, 2NADH-d (+vesi, +H", +soojus) (Berg
et al., 2002). Piiruvaat transporditakse mitokondrisse mitokondriaalse piiruvaadi transporteri
poolt (Vanderperre et al., 2015).

Piiruvaat oksiideeritakse atsetiiiil-CoA-ks (atsetiilil-koensiitim-A) ja CO,-ks PDC (ingl
pyruvate dehiidrogenase complex) poolt, ja eraldub 1 NADH. Selle pdérdumatu reaktsioon jérel
ei padse polaarne atsetiiiil-CoA enam ldbi membraani ja kasutatakse tsitraaditsiiklis. Lisaks
voidakse mitokondrisse transportida juba tsiitosoolis redutseeritud molekulid 1dbi malaat-
aspartaat vaheti voOi liilitada nende reduktiivne potentsiaal elektrontransportahelasse lébi

gliitserool-fosfaat ahela.

1.2.1 Tsitraaditstikkel

Alves et al. kirjeldab tsitraaditstiklit kui cantus firmus (ladina keeles 'kindel laul'), mille
peale on loodud kogu iilejdédnud organismi metabolism (Alves et al., 2015). Laialt levinud vaade
tsitraaditsiiklist kui tihesuunalisest energiat tootvast katabolismist on primitiivne, kui ei arvestata
tsiiklist véljuvate eelithenditega. Raku elus piisimiseks vajab ta metabolismiradu, mis toodaksid
energiat, eelithendeid teiste makromolekulide siinteesiks ja substraate teiste oluliste funktsioonide
jaoks (Vander Heiden er al., 2009). Seetdttu peab peab tsitraaditsiiklit nidgema kui
kataplerootiliste (lihendite véljumine biosiinteesiks) ja anaplerootiliste (tsiiklile {ihendite
tootmine) reaktsioonide tasakaalulist seisundit (Owen et al., 2002). Kuna tsitraaditsiikkel
vahendab nii rakkude energiavajadust ldbi NADH oksiideerimise, kui ka raku kasvamiseks
vajalike metaboolseid eelasmolekule, siis mdlemad protsessid mojutavad tsiikli tasakaalulist

seisundit ja selle kiirust.



Tsitraaditsiikli otsustavaks reaktsiooniks on tsitraadi moodustamine atsetiiiil-CoA’st ja
oksaloatsetaadist. Esimest siinteesitakse piiruvaadi dehiidrogenaasi poolt, B-oksiidatsioonis, vaba
atsetaadi  ligeerimisel vOi osadest aminohapetest. Oksaloatsetaati saadakse malaadi
okstideerimisel, aspartaadi deamineerimisel ja piiruvaadi karbokstileerimisel (Alves et al., 2015).
Peale nende anaplerootiliste reaktsioonide on moned olulisemad anaplerootilised reakstsioonid
toodud joonisel 1. Imetajates on gliikoos ja glutamiin kaheks peamiseks anaplerootiliseks
toitaineks, mis tsitraaditsiiklit toetavad ja seeldbi energia ning anabolismi vajadusi rahuldavad

(Cantor ja Sabatini, 2012).

Glikoos Rasvhapped
4 x
: Piiruvaat Maloniitil-CoA

' CO, > €O, 7

Atsetiitil-CoA

Atsetuil-CoA
\ /—\‘ /4\ Oksaalatsetaat
Tsitraat _

Aspartaat — Oksaalatsetaat \

Asparagiin (‘ Isotsitraat

MaI{at CO, '__4 NH;

Feniitlalaniin L o-Ketoglutaraat=— Glutamaatﬁx— Glutamiin

Tirosiin i
Suktsintil-CoA N
Suktsinaal Histidiin
4 Proliin
Valiin Arginiin
Isoleutsiin
Metioniin

Joonis 1: Tsitraaditsiikli anaplerootilised ja kataplerootilised reaktsioonid. Modifitseeritud Owens
et.al., 2002 jargi.

1.3 Hiipoksia

Erinevates olukordades voivad rakud kogeda hiipoksiat ehk madalat hapniku taset.
Suurima osa hapnikust tarvitab rakus mitokonder oksiidatiivsel fosforiiiilimisel, mis on pdhiline
ATP tootmise viis (Solaini et al., 2010). Hiipoksia pérsib seda rada ja 16puks vdib ATP puudus

viia rakusurmani (Santore et al., 2002).

10



1.3.1 NADH

Oksiidatiivset fosforiiiilimist seob metaboolsete protsessidega mitokondris olev NADH,
mis kannab elektronid hingamisahela esimesele kompleksile (Osellame et al., 2012). Kuna NAD"
on kataboolsetes radades elektroni akseptor, siis gliikoliilisi ja tsitaraaditsiikli toimimiseks on
vajalik tema oksiideeritud vorm ja seetdttu hoitakse NADH/NAD™ suhe rakus madalana (Sun et
al., 2012). Tsiitosoolis paikneva NAD" varu on fosfofruktokinaasi korval peamine gliikoliiiisi ja
seetottu ka mitokondrisse joudva piiruvaadi reguleerija (Stanley et al, 1997). NADH tase
tsiitosoolis hoitakse madal tdnu malaat-aspartaat vahetile, mis redutseerib NADH-d kasutades
oksaalatsetaadi malaadiks, mis transporditakse mitokondrisse, kus malaat liilitub tsitraaditsiiklisse
(Chen et al., 2015; Nielsen et al., 2011). Teine variant, kuidas rakud NADH-d oksiideerivad on
1abi laktaadi dehiidrogenaasi, mis redutseerib piiruvaadi laktaadiks hiipoksia olukorras ja ka
vahirakkudes aeroobsel gliikoliiiisil (Fan et al., 2011; Spriet et al., 2000).

Kuigi madal NADH tase mitokondris voib rakule olla kahjulik, kuna viitab tsitraaditsiikli
alatalitlusele, on samuti ohtlik vdga kdrge NADH tase. Kdrge NADH tase viib mitokondri
membraanpotentsiaali {iles, mis omakorda takistab elektronide litkumist hingamisahela
komplekside vahel, kuna see protsess on seotud prootonite liikumisega elektrokeemilise
gradiendi vastu. Korge NADH taseme juures, mis tekib nditeks hapniku puuduses, kuna
tsiitokroom c¢ oksilidaasil (hingamisahela kompleks IV) puudub substraat (hapnik), vdivad
elektronid hingamisahelast liikuda teistele {ihenditele (Sun et al., 2012). Nii tekib olukord, kus
madala hapniku juures tekivad redoksreaktiivsed iihendid (paardumata elektroniga molekulid),
mis vdivad reageerida valkude, lipiidide ja muude struktuursete molekulidega ja sellega raku
elutegevust héirida (Murphy, 2009). NADH ja suktsinaadi kogunemist hiipoksias on juba ammu
taheldatud ja see pidurdab tsitraaditsiikli toimimist (Chouchani et al., 2014; Foster et al., 2005;
Taegtmeyer, 1978)

Reageerimine hapniku puudusele toimub mitmefaasiliselt (kiire ja aeglane kohanemine).
Kiirema kohanemise puhul mingivad rolli reaktsioonitasakaalud, allosteerilised tasakaalud ja
nende toimuvate muutuste tttu reageerivad enstiiimid nagu AMPK (AMP-aktiveeritud proteiini
kinaas)(Solaini et al., 2010). AMPK on heterotrimeerne kompleks, mis koosneb kataliiiitilisest o
subtihikust ja kahest regulatoorsest subiihikust B ja y (Viollet ef al., 2009). Pikemajalise hiipoksia

korral on peamine raku metbolismi regulaator hiipoksiast indutseeritud faktor (HIF - ingl
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Hypoxia Inducible Factor) (Semenza ja Wang, 1992), mis suurendab anaeroobse gliikoliitisi

aktiivsust ja vidhendab mitokondrite arvukust ja osakaalu energiatootmises.

1.3.2 AMPK - AMP-aktiveeritud proteiini kinaas

Hiipoksia mdjutab metabolismi biokeemiliste reaktsioonide tasakaalu (metaboliitide
kontsentratsioonid), ensiiiimide aktiivsuse ning taseme kaudu (Solaini et al., 2010). Madal
hapniku kontsentratsioon vihendab hingamise kiirust esiteks 1dbi COX-i (tslitokroom c oksiidaas)
mittekiillastava hapniku kontsentratsiooni ja teiseks ldbi COX-i allosteerilise modulatsiooni
(Chandel et al., 1996). See tingib prootograndiendi vihenemise ning viheneb ATP siintees ldbi
oksiidatiivse fosoriilatsiooni. ATP ja AMP kontsentratsioonide suhtele rakus reageerib AMPK.
AMP seondumine y subiihikule aktiveerib AMPK (Viollet et al., 2009). Adeniilaadi kinaaside
erilise aktiivsuse tottu hoitakse reaktsioon 2ADPe AMP+ATP peaaegu alati tasakaalulises
seisundis, mis tottu AMP/ATP suhe reageerib ADP/ATP suhtest umbes kaks korda kiiremini ja
teeb AMP-st tundliku indikaatori raku energiavajadusest (Hardie ja Hawley, 2001). AMPK liilitab
sisse kataboolsed rajad nagu gliikoliiis (ja gliilkoosi omastamine) ning liilitab vilja ATP-d
tarbivad anaboolsed rajad nagu rasvhapete, glilkogeeni ja valkude siintees (Towler ja Hardie,
2007).

Piiruvaadi dehiidrogenaas (PDH) aktiivsust negatiivselt reguleeriv PDH kinaas (PDK) on
aktiivne raku korge reduktiivse potentsiaali juures kui NADH/NAD" ja atsetiitil-CoA/CoA suhted
tousevad (Hansford ja Cohen, 1978). NADH ja atsetiiiil-CoA mdjutavad PDH aktiivsust ka

E.‘ Tstitosool
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Atsetiitl-CoA, —————» MalonUill-CoA.

Glikoliiiis A ;
‘/L?ktaat .E : Atsiil-CoA
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Joonis 2: AMPK mdju rasvhapete metabolismile. Punktiiriga jooned tdhistavad inhibitoorset méju.
Lithendid: ACC, atsetiiiil-CoA karboksiilaas; AMPK, AMP-aktiveeritud proteiini kinaas; CPT-1, karnitiin
palmotiiiil transferaas 1; CPT-II, karnitiin palmotiiiil transferaas; CAT, karnitiin atsetiiiil transferaas;
PDHa, aktiivne fosforiiiilimata piiruvaadi dehiidrogenaas. Modifitseeritud Stanley et al., 1997 jargi.



otseselt (Hansford ja Cohen, 1978). AMPK kaudu suureneb [-oksiidatsioon, mis varustab
mitokondrit atsetiiiil-CoA-ga ja seeldbi inhibeerib PDH vahendusel toimuvat siisiniku voolu
(joonis 2; Stanley et al., 1997). Aktiivse anaeroobse gliikoliilisi kaudu koguneb rakus laktaat, mis
hakkab lopuks raku pH-d alla viima (Solaini ja Harris, 2005). Alternatiivne vdimalus on, et

hapniku puuduses aitab malaadi dehiidreerimine fumaraadiks oksiideerida tsiitosooli NADH-d

(Wiesner et al., 1988).

1.3.3 HIF - hiipoksiast indutseeritud faktor

Hiipoksiale reageerimisel ja metabolismi {imberseadistamisel, kohanemaks madala
hapniku kontsentratsiooniga, on keskne roll HIF wvalgul. HIF-1 heterodimeer koosneb
hapnikutundlikust alfa subiihikust, mis koos beeta subiihikuga on vdimeline seostuma DNA-le.
Normaalse hapniku kontsentratsiooni korral HIF-1a hiidroksiileeritakse proliiiil-hiidroksiilaaside
poolt, kasutades a-ketoglutaraati. Hiidrokstileeritud HIF-1a interakteerub VHL (ingl von Hippel—
Lindau tumor suppressor) valguga, mis HIF-la ubikvitineerib ja suunab lagundamisele
proteasoomide poolt (Semenza, 2003). Hiipoksia olukorras ei toimu HIF-1a hiirdoksiileerimist ja
stabiilne HIF seondub HRE (ingl hypoxia response element) jirjestusele, mis paiknevad mitmete
gliikoosi transporterite, gliikoliilisi ensiilimide ja metabolismi reguleerivate geenide ees
(Semenza, 2007). HIF stabiliseerimises on olulised ka tsitraaditsiikli vaheilihendid ja reaktiivsed
hapniku tihendid (ROS-id) (Lin et al., 2008; Pan et al., 2007). HIF-1 aktiveerib ka PDK, mis
inhibeerib PDH t66d, reguleerides seelébi tsitraaditsiikli substraadi kittesaadavust ja hingamise
aktiivsust (Kim et al., 2006). See on oluline, et sdilitada ATP siintees 14bi gliikoliiiisi ja vihendada
rakule kahjuliku ROS-i teket (Kim et al., 2006). Samuti suurendab HIF-1 mitokondrite
autofaagiat, vihendades mitokondrite hulka ja seelibi ROS-ide teket ja rakusurma (Zhang et al.,

2008).

1.3.4 Tsitraaditslikkel anoksias

Tsitraaditsiikkel toimib ka anoksias kui rakkude juures puudub hapnik (Scott ez al., 2011),
kuid siiani pole veel selge kuidas. Mdned omadused nagu suktsinaadi ja NADH kogunemine on
kiill {ipris universaalsed ndhtused, kuid mehhanismid, mis neid seisundeid hoiavad voi
tasakaalustavad pole veel tdielikult teada. Néiteks on kirjeldatud, et glutamiin on oluline substraat

tsitraaditsiiklisse ja o-ketoglutaraadi ning aspartaadi lisamine vdhendab isheemia reperfusiooni
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kahjustust 14bi anaeroobse tsitraaditsiikli toimimise ATP siinteesiks (Scott et al., 2011; Weinberg
et al., 2000).

Olukorras, kus HIF1 on indutseeritud, toimub tsitraadi ja lipiidide siintees peamiselt
glutamiinist 1dbi reduktiivse karboksiileerimise (Filipp ef al., 2012; Gameiro et al., 2013; Metallo
et al., 2011). Samas on kirjeldatud ka olukorda, kus glutamiini panus tsitraaditsiikli
vahetihenditesse on viike (Chouchani et al., 2014). Samas uurimistd0s on kirjeldatud isheemias
suktsinaadi kogunemist fumaraadist 1dbi suktsinaadi dehiidrogenaasi, kui olulist mehhanismi
isheemia reperfusiooni kahjustuse tekkes. Fumaraadi kogunemisesse panustab aspartaat ldbi
malaat aspartaat vaheti ja piiriini nukleotiid tsiikli (Chouchani et al., 2014). Peale hiipoksiat
mitokondris leiduvad vaheiithendid on olulised ka ROS-i pdhjustatud kahjustuste tekkel.
Isheemiajérgses mitokondris tekkis vihem ROS-i kui substraadiks oli suktsinaat ja rohkem kahju

tegi rakule glutamaat ja malaat (Madungwe et al., 2016).

1.3.5 Pentoosfosfaadi rada

Pentoosfosfaadirada (PPP) on oluline rakkude antioksiidatiivse kaitse, nukleotiidide ja
lipiidide stinteesi jaoks (Jiang et al., 2014). Mitmete védhirakkude puhul on PPP rada oluliselt iiles
reguleeritud, et tagada anaboolsed reaktsioonid ja redokstasakaal (Lucarelli ef al., 2015; Patra ja
Hay, 2014). Anoksia olukorras toimub raja kiirust limiteeriva ensiitimi G6PD (ingl glucose-6-
phosphate dehydrogenase) gliikosiileerimine, mis suurendab gliikoosi suunamist PPP rajale (Rao
etal.,2015).

On vodimalik, et hiipoksilistes tingimustes aitab gliikkoosi metabolism 1dbi PPP raja
stabiliseerida HIF-i (Osada-Oka et al., 2010). Varasemalt on néidatud, et oksiidatiivse PPP raja
inhibeerimine siidamerakkudes aitab vdhendada isheemia reperfusiooni kahjustust (Zuurbier et

al., 2004).

1.4 Hiipoksia ja normoksia piir

Hapniku kontsentratsioon ohu kées kiillastunud 37° C vees on umbes 200 pM
((Reynafarje et al, 1985). Keharakud on enamasti oluliselt madalama hapniku
kontsentratsiooniga tingimustes sdltudes nii koetiiiibist kui fiisioloogilisest seisundist (Solaini et
al., 2010). Sissehingatavas ohus on hapniku osardhk umbes 160 mmHg, kuid alveolaarsete

kapillaaride vere hapniku osardhk on umbes 104 mmHg (Brahimi-Horn ja Pouysségur, 2007).
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Erinevates kudedes voib hapniku osardhk varieeruda vahemikus 25 mmHg kuni 0.4 mmHg
(Brahimi-Horn ja Pouysségur, 2007). Rakkudest eraldatud mitokondrite puhul on mdddetud
hapniku osardhk 50%-se hingamise juures ~0.19 mmHg, kuid néiteks endoteelirakkude puhul on
see 0.45-0.60 mmHg (Gnaiger et al., 1995). Hiipoksias indutseeritud transkriptsioonifaktori
HIF1-a puhul on rakukultuuride puhul kirjeldatud selle aktivatsiooni 5% (40 mmHg) hapniku
juures ning enamus hiipoksiakatseid on tehtud 1-2% (8-16 mmHg) hapniku juures, kus HIF1-a
tase rakutuumas tOuseb mairgatavalt juba mone tunni jooksul (Brahimi-Horn ja Pouysségur,

2007).

1.5 Rakuhingamise uurimine

Rakuhingamise uurimisel voib katseid teha erinevatel struktuuritasemetel nagu eraldatud
mitokondrid, rakukultuurid, koekultuurid vdi tervikorganism. Vastavalt uuringu eesmérgile tuleks
valida kdige sobivam variant. Loetletud jirjekorras kasvavad ka iildistuse tasemed ning selleks, et
oelda midagi tidpsemalt molekulaarsete mehhanismide kohta, mis rakuhingamist loovad,
kasutatakse enamasti mitokondreid ja rakukultuure. Nende kahe lihenemise vordlus on toodud

Tabel 1: Mitokondrite ja rakkudega tootamise eelised ja puudused. Modifitseeritud Brand ja Nicholls, 2011
pohjal.

Isoleeritud mitokondrid Terved rakud
Eelised Puudused Eelised Puudused
Kiillaltki lihtne ja héasti Puudub rakuline kontekst | Fiisioloogiline relevantsus; | Kompleksem ja rohkem
kirjeldatud; sobilik interaktsioonid teiste raku | vGimalusi tdlgendamise
mehhanismide uurimiseks; osadega sédilivad vigadeks; puudub
ei ole mojutatud tsiitosooli organismi kontekst
poolt
Lihtne isoleerida Isoleerimine on valikuline |Pole mitokondri Raske v6i voimatu
erinevatest tdiskasvanud ja pohjustab kahjustusi; isoleerimisest tulenevaid isoleerida tiiskasvanud
looma kudedest osadest kudedest keeruline |artefakte; rakuliinid alluvad | looma kudedest
kitte saada geneetilistele
manipulatsioonidele
Reagente ja substraate saab | Teadlane peab ise valima |Rakk kohandab Paljud reagendid ja
otse lisada; teadlasel on kohased tingimused mitokondrile sobiliku substraadid ei paase rakku,
tingimuste tile kontroll keskkonna piirates voimalikke katseid;
teadlane valib rakuvilised
substraadid, hormoonid ja
tingimused
Meetodid on iildiselt hédsti | Olemasolevad meetodid Plaadipdhised analiiiisid Mitmed meetodid pole
paigas ja kirjeldatud nduavad suuri proovi voimaldavad viaikeste piisavalt spetsiifilised v6i
koguseid; mitokondrid koguste voi iiksikute kvantitatiivsed
erinevatest rakutiitipidest rakkude mootmist
voivad agregeeruda
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tabelis 1. Hingamisest tuleneva hapniku kontsentratsiooni analiilis annab meile informatsiooni,
millisel médral tootab elektrontransportahel. Nagu varem mainitud, on see vdimalik tdnu tihedale
seosele prootongradiendi ja hapniku redutseerimise vahel (Hafner ja Brand, 1991; Porter ja
Brand, 1995). Hapniku signaali md6tmisel on hiljem oluline andmed korrigeerida ja arvestada 1)
sensori reageerimise ajaga 2) gaaside lekke ja tlihja moOtmise signaaliga 3) nulljoone
nihkumisega ajas (Gnaiger et al., 1995).

Pohiliseks hapniku kontsentratsiooni modtmise tdoriistaks on olnud Clark’i elektrood
(Chance ja Williams, 1955; Gnaiger et al., 1995), kuid hapniku mddtmiseks on kasutatud ka
optilisi meetodeid (Gerencser et al., 2009; Gnaiger et al., 1995; Vajrala et al., 2014; Wu et al.,
2007). Tsitraaditstiklit uurides korreleeruvad selle aktiivsusega tavaliselt ka hapniku tarbimine,
CO; eraldumine, mitokondri membraanipotentsiaal ja ATP siintees (Alves ef al., 2015). See-eest
anoksiat uurides ei ole hapniku modtmine vdimalik ning mitokondri membraanipotentsiaali ja
ATP tootmine on héiritud. Selleks, et paremini mdista, mis toimub mitokondris tuleb kasutada
teisi meetodeid, niiteks CO, eraldumise mootmist.

Hingamise uurimistddde vordlusel tuleb tdheldada arvestatavat varieeruvust eri guppide
toode tulemuste vahel. Tulemusi voivad mdjutada seejuures kasutatud mudellooma liik ja vanus,

anoksia madr erinevates mudelites ja ka erinevused andmete kogumisel (Solaini ja Harris, 2005).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To6 eesmargid

Antud t00 eesmédrk oli hinnata kéttesaadavate siisinikuallikate moju rakkude CO,
eraldamidele ja seeldbi ka raku metabolismiradadele nii normoksias kui anoksias. Lisaks oli t66
eesmirk kirjeldada kittesaadavate siisinikuallikate moju CO, eraldumise kineetikale normoksia
taastamisel peale 30.-ne minutilist anoksiat.

2.2 Meetodid
2.2.1 Too rakkudega

Katsetes kasutati uitodlase Spodoptera frugiperda munasarjarakkude rakuliini Sf9

(ATCC® CRL-1711"). Rakud kasvatati iiles 8.8 cm suurustes Petri tassides seerumivabas
rakusootmes Ex-Cell420 (Sigma-Aldrich), millele oli lisatud penitsilliin (40 U/ml) ja
streptomiitsiin (40 pg/ml) (Smart Media). Rakke inkubeeriti 27° C juures atmosfddri CO,
kontsentratsiooniga inkubaatoris. 16 tundi enne katset eemaldati rakkude pealt vana soode ja
suspendeeriti liles s66tmes, milles toimus CO, mddtmise katse. 8ml s6ddet koos ~20 miljoni
rakuga tosteti seejirel Petri tassi, kuhu oli eelnevalt sisestatud autoklaavitud klaasist plaat 83 mm
diameetriga. Rakkude loendamiseks kasutati eelnevalt Countess™ (Invitrogen) rakuloendurit.
Seejdrel inkubeeriti rakke 16 tundi 27° C juures, dhu CO, kontsentatsioonil (0.04%). Vahetult
enne katset lisati 40pul (10mg/ml) karboanhiidraasi (Sigma-Aldrich) selleks, et saavutada CO, ja

bikarbonaadi kiire tasakaal kogu katse viltel.

2.2.2 S66tmed

Erinevad so6tmed rakkude hingamisaktiivsuse modtmiseks tehti DMEM (D5030,
Dulbecco Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®) sootme baasil, milles puudus gliikoos, 1-
glutamiin, fenoolpunane, Na-piiruvaat ja Na-bikarbonaat. pH 6.8 stabiliseerimiseks lisati liitrile
DMEM so66tmele 20ml (1M) HEPES puhvri lahust (Capricorn). Vastavalt katsele, lisati s06tmele
erinevaid siisinikuallikaid. Kasutatud so6tmed on toodud tabelis 2. Iga s66tmega sooritati
vihemalt kolm korduskatset. Erinevad siisinikuallikad valiti nende erinevate tsitraaditsiiklisse
sisenemise radade kaudu. Kasutatud siisinikuallikate tsitraaditsiiklisse sisenemisteede lihtsustus

on toodud joonisel 3.
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Tabel 2. Toos kasutatud s66tmed ja nende kontsentratsioonid.

C-allika konts.

C-allika nimetus

C-allika konts.

C-allika nimetus

-C -C allikad 5,5mM D-gliikkoos, 4mM L- | Taissdode
(oomesse s duamin 1 1M No-

puruvaat
5,5mM D-gliikoos | 5.5 mM gliikoos  |25mM D-gliikoos 25 mM gliikoos
(Smart Media)
5,5mM D-gliikoos ja|Gliikoos+glutamin | 4mM L-glutamiin (Capricorn | Glutamiini s66de
4mM L-glutamiin scientific)
5,5mM D-gliikoos ja|Gliikkoos+piiruvaat | ImM Na-piiruvaat (NPY-B, | Piiruvaadi s66de
ImM Na-piiruvaat Capricorn)
5,5mM D-gliikoos ja|Gliilkoos+fumaraat | 4mM L-glutamiin ja 1mM  Glutamiin+piiruvaa

4mM Na-fumaraat

Na-piiruvaat

t

4mM L-valiin (Sigma- | Gliikoos+valiin  |[4mM  Na-fumaraat (Alfa| Fumaraadi s6de
Aldrich) ja 5,5mM D- Aesar)
gliikoos
Gliikoos
Piiruvaat
co,
Fumaraat——»Malaa

Tsitraaditsukkel

Suktsintil-CoA

«— Glutamaat €+— Glutamiin

Valiin

Joonis 3: Katsetes kasutatud C-allikate otsesed sisenemisteed tsitraaditsiiklisse. Jimedas kirjas
on mirgitud kasutatud toiteallikad.
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2.2.3 CO, modtmissiisteem

Modtmised tehti siisteemis, kus tile rakkude voolav gaas suunati CO; analiisaatorisse Li-
7000 (LiCor, Lincoln, Ne) (joonis 4). ~99% N, (AGA, Eesti) ja 460-480 ppm CO, (AGA, Eesti)
gaasisegu valmistati 10 1 gaasiballooni rohu juurde 10 bar’i, kasutades standartseid 50 1, 200 bar
gaasiballoone (AGA, Eesti). O, lisati gaasisegule kapillaari kaudu ja kontsentratsioon saavutati
reguleeritava veesamba vasturdhuga. Anoksias ithendati O, toru lahti (O, jidkkontsentratsioon oli
alla 3 ppm-i). “Normoksia” olukorras oli hapniku kontsentratsioon gaasisegus ~1.75%. Balloonist
tulev gaas suunati kambri ees asuvasse niisutajasse, kus gaasisegu kiillastus veeauruga veesargi
temperatuuri juures, mis koikide katsete puhul oli 27° C. Peale niisutajat sai gaas litkuda 14bi

kapillaari, kas modtmiskambrisse vOi referentskambrisse (roostevabast terasest toru).

Gaasi suunamine toimus elektromagnetilise klapiga, mis sulges mdotmiskambrist véljuva

.N, ja CO, balloon
. Hapniku balloon 14
. Reduktor
. O, kapillaar ? 5
. Reguleeritav 3
veesammas 4
. Niisutaja
Referentskamber 13
-L’ll

. M&dtekamber 2 _:_ 7

. Veesark 6
10.Termostaat 1
11.Elektromagnetklapp 12

12.Jaakuivati
13.Veetilga koguja
14.CO, anallisaator

a kB WN P

@
w

O 0w ~Nm

10

Joonis 4: CO2 hingamise mdotmise siisteem.
gaasivoolu selleks ajaks, kui mdddeti referentsjoont, ja referentskambri selleks ajaks, kui moddeti

modtmiskambrist tulevat gaasi. Kui moddeti mddtmiskambrist tulevat gaasi, siis referentskambris
gaas seisis ning kui moddeti referentskabrist tulevat gaasi siis seisis gaas mootekambris. Kambrid
labinud gaas liikus sealt edasi kuivatisse, milleks oli jddvette (0° C) termostateeritud roostevabast
terasest toru (gaasi veeauru rohk oli ~6 mbar). Enne analiisaatorit oli lisatud ka veetilga koguja,
viltimaks vee joudmist analiisaatoritesse siisteemi rikke korral. CO; analiisaator Li-7000 todtab

eristaval viisil, vorreldes mdddetavat gaasi referentsgaasi suhtes, milleks oli puhas N». Tulenevalt
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aeglasest gaasivoost ja viikestest erinevustest gaaside kontsentratsioonis oli iilimalt oluline, et
siisteem oleks hermeetiline ja isoleeritud atmosfairist. Rakkudega klaasplaadi sisestamiseks lahti

kiiva modtmiskambri metallservad olid seetdttu mééritud vaakumiérdega (dpiezon® -Fett N).

2.2.4 Hingamise Km mééiramine

Selleks, et tuvastada rakkude elutegevuseks sobiv hapniku kontsentratsioon tehti rida
katseid erineva hapniku kontsentratsiooniga, mis vdimaldaks leida hingamise Km (Michaelise
konstant, hapniku kontsentratsioon reaktsiooni %2 maksimaalkiiruse juures) ja Vmax (reaktsiooni
maksimaalkiirus). Nende kontsentratsioonide juures olev hapniku teoreetiline kontsentratsioon

rakkude juures arvutati valemiga.
Valem ] [OZ #M]sb‘b‘tmes: [ 02 IJ M ]pinnal _[ RV] * vO2

Kus [O>uM]pima 0n kambris olev hapniku kontsentratsioon, [R,] on rakkudel oleva sdo6tmekihi
difusioonitakistus hapnikule ja vo, on hingamisest tulenev hapniku tarbimise kiirus. Hapniku
tarbimise kiirus nmol/cm?/s arvutati neelduva O, jirgi valemiga 2.

pbpm

Valem 2: v(oz)(nmol/cmz/s) =Vgaas*m

Kus vg.=536 nmol/cm?/s on gaasivoolu kiirus iile klaasplaadi ja ppm on mdddetud CO, signaal,
millest on lahutatud 0 hapniku juures olev CO; signaal (eeldatud on 1:1 suhet CO, eraldumise ja
O, neeldumise vahel rakkude hingamisel). Hapniku kontsentratsiooni ja neeldumise kiiruse
graafiku jargi leiti kdige parema sobivusega mittelineaarne ldhend, mille pealt tuletati Km ja
Vmax. Katseteks valiti ~1.75% hapnikuga gaasisegu, sest sellise kontsentratsiooni juures oli
rakkude hingamine hapniku neeldumise jdrgi praktiliselt platool (ldhedal maksimaalkiirusele)

ning madal hapniku kontsentratsioon lihtsustab {iihtlasi ka hapniku tarbimise modtmist.
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2.2.5 Katse ilesehitus

Rakkude elutegevuses tekkiva CO2 modtmine 5.5 mM glilkoosiga s66tmes

80+
70
60 -

cl1 501

CO2 (ppm)

|\

I/ W—

Sy

300 800 1300 1800 2300 2800

-1200 -700

aeqg (s)

Joonis 5: 5.5 mM gliikoosiga so6tmes moddetud Sf9 rakkude CO2 signaali graafik. A - rakkude sisestamine
modétekambrisse; B - 100 sekundit referentskambri m6dtmine; C.1 - referentsi métmise ajal kogunenud CO2-e
tekitatud piik moédtmiskambrile liilitumisel; C.2 - mdétmiskambri statsionaarne CO2 signaal; D - hapniku
eemaldamine (anoksia); E - esimene referentskambri mootmine anoksias; F - normoksia taastamine; G -
rakud voetakse vilja, katse 16pp.

Rakkudega klaasplaat vdeti Petri tassist vélja, sodde kallati klaasi pealt maha ning klaas
sisestati modtekambrisse, kus lisati 500 pl sama sdddet, milles rakud olid kasvanud. Arvestades
klaasile jaanud soodet ja lisatud so6odet oli s66tmekihi paksus rakkude peal ~0,12 mm.
Katseobjekti sisestamisel suleti mdotmiskamber (joonis 5, A) ja moddeti modtekambrist viljuvat
CO; signaali 100 sekundit. Peale seda hakkas siisteem tegema tsiikleid, kus 100 sekundit mdddeti
referentskambri CO, signaali (joonis 5, B) ja 200 sekundit mddtekambri signaali (joonis 5, C).
Peale neljandat tsiiklit 200. sekundil kambrivahetust ei toimunud, vaid eemaldati hapnik (joonis
5, D). Peale hapniku eemaldamist oodati 300 sekundit (joonis 5, E), enne kui siisteem jille saja ja
kahesaja pikkuseid tsiikleid tegema hakkas. Peale 30. minutit anoksiat tehti samasugune vahetus
normoksia peale tagasi (joonis 5, F) ja mdddeti veel 25 minutit rakkude CO, eraldumise
taastumist. Seejérel voeti klaasplaat mootekambrist vélja ja asetati tagasi Petri tassi (joonis 5, G).
Referentsi mootmisel modtekambris gaas seisis ja rakkude elutegevuse tottu kogunes sinna CO».
Referentsilt mddtekambrile iileminekul tekis mddtetulemustes CO; seisupiik (joonis 5, C.1), mis
nditab modtekambrisse kogunenud CO. kontsentratsiooni samal ajal, kui registreeriti
referentskambri signaali. Seega siisteem mdddab nii integraalselt (ehk kumulatiivselt ajaperioodi
jooksul, mil gaasivool 14bi mddtekambri on peatatud) kui diferentsiaalselt (kontsentratsioon iile
rakkude voolanud gaasis, joonis 5, C.2). Kapillaari kaudu lisatava hapniku tottu oli CO,
kontsentratsioon rakkudeni joudvas gaasisegus vordeliselt seotud sellega, kui palju hapniku

gaasisegule lisati. Lahutades rakkudeta sootmes moddetud CO, signaal rakkudega sO6tmes
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mdddetud sigaalilt saadi tegelik CO, eraldumine rakkudest (joonis 5). Ajaline nihe rakkudeta ja
rakkudega so6tme CO, kontsentratsiooni muutumises hapniku eemaldamisel ja lisamisel

voimaldas hinnata rakkude reageerimise kiirust hapniku kontsentratsiooni muutustele (lisa 2).

2.2.6 Tsiitokroomi optilise neeldumise modtmine

Tsitraaditsiikkel on otseselt seotud hingamisahelaga, kus toimub O, neeldumine. Kuna
hingamisahela ensiitimid cyt-b ja -c (tstiitokroomid b ja c¢) ning tsiitokroomi oksiidaas neelavad
valgust spektri sinises alas, siis normaliseeriti hingamisaktiivsus 418...422 nm lainepikkusega
valguse neeldumise maksimumi suhtes rakuplaadil. Mddtmised sooritati kerakujulises valgete
seintega kambris, mida valgustati kahe LED valgusallikaga. Valgusallikate emissiooni
maksimumid olid 408 ja 455 nm ja need katsid oma spektriga nii referentsala (395...400 nm ja
465...470 nm), cyt-b ja -c neeldumismaksimumi (418...422 nm) kui tsiitokroomi oksidaasi
neeldumisvahemiku (435...450 nm). Optilise kambri kasutegur oli umbes 98%, seega ldbis
valgus kambrisse asetatud rakuplaati umbes 10 korda, vdimendades neeldumissignaali mérksa
suuremaks kui rakkude optilise neeldumise modtmisel kiivetis. Optilisest klaasist (1 mm
paksusega, 83 mm ldbimddduga) valmistatud nummerdatud, kaalutud ja teada neeldumisega plaat
asetati koos rakkude ja kaasatuleva soomtekogusega optilise kambri ekvaatorile mddtmiseks.
Valguse neeldumine registreeriti CCD (ingl Charge Coupled Device) spektro-radiomeetriga
PS2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA) fiiberoptilise kaabli kaudu.

Sooritati kolm paari modtmisi. Esiteks tiithi kamber, teiseks kamber koos rakuplaadil
olevate rakkude ja so6tmega ja kolmandaks lisati kindel kogus s6ddet (500 pl). Igas paaris on
kaks mdotmist: kinnine kamber, kus mdddeti kogu neeldumine ja teiseks avatud kamber kaetud
musta karbiga — registreeris valguse, mis sattus otse detektorisse (ilma rakuplaati labimata) ja mis
lahutati moddetud signaalist maha. Viimase modtmisena mdddeti spektroradiomeetri pimevool,
mis lahutati samuti signaalist maha. Kolmanda ja teise paari vahest saame sodtme neeldumise.
Kuna me teame rakkudega kaasatulevat s66tme kogust (kaalumise teel 0.2....0.3 g) saame
nendest kolmest paarist vahena kétte rakkude neeldumise. Valguse neeldumine on kalibreeritud 1
mm’ musta ruudu suhtes. Seega optiline neeldumine rakkude pealt oli vastavalt vordeline x mm?
musta pinnaga, mis neelaks antud lainepikkuste vahemikus. Erineva rakuarvuga saadud optilised

mootmised on esitatud lisas 1.
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2.2.7 Andmete kogumine ja to6tlus

Hingamise signaalid registreeriti arvutiga, kasutades 12-bit A/D konverterit ADIO 1600
(Kontron, San Diego, CA). Siisteemi opereeriti programmiga RECO (Fast-Est, Tartu, Estonia).
Esmane andmetodtlus toimus programmis RDA (Fast-Est, Tartu, Estonia) ja edasine t&otlus
Excelis. Rakkude CO, eraldumise ja optilise neeldumise ning CO, eraldumise ja rakkude arvu

vahelised regressioonanaliiiisid tehti programmis RStudio.
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2.3 Tulemused
2.3.1 S19 rakkude hingamise Km

Erinevate hapniku kontsentratsioonide juures saadud hapniku tarbimise kiirused on
paigutatud graafikule joonisel 6. Hapniku kontsentratsioonist sdltuvat hapniku tarbimise kiirust
Vmax*[OZ]

viljendab joonisel punane joon, mida kirjeldab vorrand V=—————= V.. tdhendab
Km+[0,]

reaktsiooni maksimaalset kiirust, kui hapniku kontsentratsioon on kiillastav (st. reaktsiooni kiirus
ei ole piiratud substraadi saadavusega). Km on antud katsete jargi hapniku kontsentratsioon, mille
juures kulgeb hapnikku tarbiv reaktsioon poole kiirusega maksimaalsest (Vmax). Katseteks valitud
1.75% hapnikuga gaasisegu oleks andnud rakkude juures hapniku kontsentratsiooniks 18.29 pM
ja hapniku tarbimise kiiruseks seega 12.83 pmol/cm?/s. Valitud hapniku kontsentratsiooni

lugesime oma katsetes normoksiliseks.

Hingamise kiiruse soéltuvus hapniku kontsentratsioonist

14

12 -

V_ =13.6 pmol/cm?/s
Km=1.1 uM

[O2] pmol/cm2/s
»
|

0 I I I I I I I I I
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[O2] (M)

Joonis 6: Hapniku tarbimise kiiruse s6ltuvus hapniku kontsentratsioonist. ¢
on erinevate katsetega saadud hingamise kiirused vastavatel hapniku
kontsentratsioonidel.



2.3.2 Optilise neeldumise ja rakkude hulga lineaarne regressioon

Rakkude poolt eraldatud CO, moddtmisel saadi hingamise aktiivsuse graafikud, mis
kirjeldasid hingamise kiirust (joonis 5). Mddtekambris registreeritud hingamisaktiivsus
normaliseeriti sama rakuplaadi optilise neeldumise suhtes, mis on korrelatsioonis moddetud
rakkudes leiduvate mitokondrite hulgaga. Et hinnata, kuidas on rakukultuuri optiline neeldumine
seotud hingamise aktiivsusega ning selgitamaks, kas tegu on piisavalt hea rakumassi

indikaatoriga, koostati lineaarse regressiooni mudelid nende tunnuste vahel.

Regressioonanaliilis nditas (joonis 7), et optilises kambris méédratud rakumass on paremas

vastavuses hingamisaktiivsusega kui rakkude arv enne klaasile kiilvamist (R? vdértused vastavalt

0.96 ja 0.87).
A: CO2 eraldumise ja optilise neeldumise B: CO2 eraldumise ja rakkude arvu
seose lineaarne mudel seose lineaarne mudel
B - 2 - ‘
g g 2 g
8 g
g 8 1 2 8 1
E S
= 2
° ke
T 9 4 y=0.18869-+0.84984x T o |
e W R*2=0.9742 s o
o4 o y=0.94036+1.16943x
Q Q R*220.9246
o o _| Q 9 —
o - o -
T T T T T T T I T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40
Optiline neeldumine (mm2) Rakkude arv (min)

Joonis 7: Lineaarsed mudelid rakkude CO; hingamise prognoosimiseks. ® - katsete punktid.
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2.3.3 Rakkudest eralduva CO, modtmine normoksias

Kodige suuremat hingamisaktiivsust niitasid normoksias rakud (joonis 6), mis kasvasid
sootmel, kus peamiseks siisinikuallikaks olid korraga glutamiin ja gliikkoos (0.99 ppm/mm?).
Koige viaiksem hingamisaktiivsus registreeriti rakkudes, mis kasvasid glilkoos+fumaraat s66tmes
(0.45 ppm/mm?). Ilma tidiendava siisinikuallikata so6tmes (sodde, mis sisaldab raku
elutegevuseks vajalike aminohapete baassegu) oli hingamisaktiivsus 0.51 ppm/mm?. Enamus
siisinikuallikate kombinatsioonidest andsid hingamisaktiivsuse vahemikus 0.45 ja 0.56 ppm/mm®.

CO2 eraldumine normoksias
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Joonis 8: Optilise neeldumise jéirgi normaliseeritud rakkude hingamine erinevates sootmetes normoksias.

Keskmisest korgemat hingamisaktiivsust nditasid rakud korge gliikoosisisaldusega (25 mM)
sootmes (0.62 ppm/mm?) ja glutamiiniga tiiendatud sootmes (0.72 ppm/mm?). Suurem CO,
eraldumine viitab aktiivsemale tsitraaditsiiklile ja Tthtlasi ka suuremale hingamisahela
aktiivsusele, mida viljendab O, neeldumine (seda antud katses ei registreeritud). Kdige suuremat
hingamisaktiivsust nditasid rakud seega sd6tmetes, kuhu oli lisatud nii gliikkoosi kui glutamiini,

mis varustavad tsitraaditsiiklit substraatidega erinevate sisendite kaudu.
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2.3.4 Rakkudest eralduva CO, mddtmine anoksias

Ootuspiraselt vihenes hapniku eemaldamisel gaasivoost rakkude poolt viljutatud CO;
kogus ehk langes hingamisaktiivsus. Rakkude hingamine reageeris erinevates séotmetes hapniku
eelmaldamisele ja lisamisele erineva kiirusega. CO, eraldumise reageerimise aja erinevus
hapnikutaseme muutusele leiti CO, eraldumise languse ja O, kontsentratsiooni languse
keskpunktide vahena (CO, kontsentratsiooni muutus vastab O, kontsentratsiooni muutusele) ja
normaliseeriti hingamise kiiruse suhtes (lisa 2). Hapniku eemaldamisele reageerisid kdige
aeglasemalt rakud, mis kasvasid peamise siisinikuallikana glutamiini sisaldavatel so6tmetel (34-
39 s) (joonis 9). Ulejiianud sd6tmetel kasvanud rakkude reageerimine anoksiale jdi vahemikku
14-26 s. Sootmetes, kus rakkude hingamisaktiivsus reageeris anoksiale suhteliselt aecglaselt esines
tihti ka suur varieeruvus, mis raskendas s60tme koostise moju statistilise olulisuse hindamist

hapniku kadumisele reageerimises (lisa 4).

CO2 eraldumise reageerimise aeg hapniku eemaldamisele
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Joonis 9: CO; eraldumise reageerimise aeg hapniku eemaldamisel.

Normoksias keskmisest madalamat hingamisaktiivsust pdhjustanud sé6tmetes jéi anoksias
jargi umbes 10% normoksililsest hingamisaktiivsusest (joonis 10). Glutamiiniga tdiendatud
sO0tmetes (glutamiin ja glutamiintpiiruvaat) oli anoksiline hingamisaktiivsus 6-7%
normoksilisest aktiivsusest. Gliikoosiga tdiendatud sootmetes oli CO2 eraldumine 14-15%
normoksilisest baastasemest samas kui gliikkoosi ja glutamiiniga tdiendatud s66tmes oli see 9%
(glutamiin vdhendab gliikoosi aktiveerivat moju CO, eraldumisele). Ka tdissodtmes (sisaldab

glikkoosi, glutamiini ja piiruvaati) kasvanud rakud sidilitavad anoksias 9% normoksilisest
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baasaktiivsusest ja ImM piiruvaat praktiliselt mdju ei avalda. Positiivselt mdjub anoksias CO»
eraldumisele kasvamine fumaraadiga tdiendatud s66tmetel. S66tmes, kus peamine siisinikuallikas
oli fumaraat oli anoksiline hingamisaktiivsus CO, alusel mdddetuna 16% ja gliikoos+fumaraat
s00tmes (tundub, et nende modju osaliselt liitub) 20% normoksilisest tasemest. Valiini lisamine
gliikoosi sisaldavale so6tmele ei omanud positiivset mdju kuigi valiin voib tsitraaditsiiklisse

siseneda siiktsiniiil-CoA kaudu.

CO2 hingamine anoksias
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Joonis 10: CO; hingamine anoksias. ppm% - anoksia ja normoksia suhe. ppm/mm?2 - optilise neeldumise
jirgi normaliseeritud hingamine (ppm) anoksias.

Anoksias eristusid hingamise intensiivsuse jargi kaks gruppi. S66tmetes, kus puudus gliikkoos jéi
hingamisaktiivsus 0.041-0.05 ppm/mm? vahemikku (joonis 10). Ulejisinud s66tmete puhul jii
hingamisaktiivsus vahemikku 0.07-0.09 ppm/mm?® Seost normoksia ja anoksia hingamise

intensiivsuse vahel ei tuvastatud.
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2.3.6 CO, eraldumise taastumine peale anoksiat

Anoksiast taastumisel (iileminek anoksiast normoksiasse) oli glutamiinil negatiivne mdju
CO, eraldumisele. See toimus aeglasemalt sdOtmetes, mida tdiendasid glutamiin voi
glutamiin+piiruvaat (vastavalt 34 s ja 29 s) (lisa 4). Gliikoos neutraliseeris glutamiini moju suurel
maidral tuues taastumise 11 sekundi peale. Lisanditeta s66tme puhul oli taastumine 10 s ja
gliikoosiga sootmes alla 10 sekundi alla. Fumaraadil paistis olevat positiivne mdju
hingamisaktiivsuse taastumisele, mis voimaldas rakkudel praktiliselt samaaegselt hapniku peale
tulemisega CO, eraldumine taastada. Glutamiini ja glutamiintpiiruvaat kombinatsiooni
sisaldavad so6tmed olid erilised ka teisest aspektist. Nendes sodtmetes ei esinenud anoksiast
normoksiasse iileminekul lithiajalist CO, viljalooki (baastasemest suuremat CO, eraldumist)

nagu teiste sodtmete puhul vaid taastumine oli sujuvam (joonis 11).
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Joonis 11: CO2 eraldumise taastumine peale 30 minutit anoksiat erinevates sé6tmetes.
Viljaloogi integraal (CO, kumulatiivne eraldumine viljalodgi véltel) normaliseerituna

raku massi suhtes oli praktiliselt sama (~15 ppm/mm?). Taastumine vdorreldes baastasemega
(normoksiline aktiivsus enne anoksiasse minekut) oli kdigil keskmiselt iile 92%. Gliikoos+valiin,
glutamiini, 25 mM gliikoosi ja glutamiin+piiruvaat tdiiendusega sdotmetes taastus hingamine 95%
- 100% ulatuses. Kdige kehvemat taastumist néitasid rakud, millel oli olnud korge baasaktiivsus

st. rakud, mis kasvasid tdisso0tmes (taastumine 92.6%) ja gliikoostglutamiin sé6tmes
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(taastumine 92.1%). Teiste s06tmetes oli hingamine isegi suurenenud baastasemega vorreldes,

kusjuures fumaraadiga tidiendatud s66tmes moodustas hingamine ~107% baastasemest (lisa 3).
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ARUTELU

Rakkude elutegevuse kiigus eralduva CO, mddtmine iseloomustab ennekdike
tsitraaditsiikli toimimist, kuna sinna kuulub kolm dekarboksiileerimisreaktsiooni, mille
korvalproduktiks on CO,. Lisaks tsitraaditsiiklile eraldub CO, ka pentoosfosfaadiraja tihes
reaktsioonis, kuid kéesoleva t60 metoodikaga ei ole vdimalik tuvastada eraldunud CO,
biokeemilist piritolu. Ulejdinud CO, produtseerivate biokeemiliste reaktsioonide panus CO,
tootmisesse rakkudes on tdendoliselt marginaalne. Kuna tsitraaditsiiklisse sisenevad
siisinikiihendid on hésti kirjeldatud, siis lisasime rakkude kasvusdotmesse vastavaid iihendeid, et
tuvastada tsitraaditsiikli toimimist normoksia ja anoksia tingimustes.

Sootmes, kus puudusid tdiendavad C-allikad peale standardse aminohapete segu, jdi
hingamisaktiivsus 0.51 ppm/mm’* juurde. Selle taseme juures oli CO, eraldumine ka enamuse
lisatud siisinikallikate puhul. Voib arvata, et silisinikuallikad, mis ei omanud moju CO,
eraldumisele ei tdiendanud tsitraaditsiikli toimimist olulisel mééral. Kdige rohkem suurendasid
CO; eraldumist ja eelduste kohaselt ka tsitraaditsiikli aktiivsust s66tmed, kuhu oli lisatud nii
glutamiin kui gliikoos, mis on kaks peamist tsitraaditsiiklit toetavat siisinikuallikat 1dbi piiruvaadi
ja a-ketoglutaraadi (Cantor ja Sabatini, 2012). Madalam CO, eraldumine glutamiini ja pliruvaadi
kombinatsiooniga tdiendatud sddtmes vois tuleneda sellest, et 1 mM piiruvaat oli 16 tunni
jooksul, mis katsele eelnes, juba suures osas éra tarbitud ja ei toetanud tsitraaditsiikli toimimist.
Samas omas piiruvaat metabolismile siiski mdju, vidhendades CO, eraldumist glutamiin+piiruvaat
tdiendusega s06tmes. Samuti vois pliruvaadiga tdiendatud s66tmetes ndha anoksiast taastumisel
omapérast taastumise diinaamikat. Kdrge gliitkoosi kontsentratsiooniga (25 mM) ja glutamiiniga
tdiendatud soOtmetes esines minimaalsest aktiivsusest suurem hingamisaktiivsus, mis viitab
sellele, et need tihendid suurendavad tsistraaditsiikli substraatide saadavust.

Hapniku eemaldamisel saab tsitraaditsiikli toimimisele kdige suuremaks takistuseks
redutseeritavate iihendite nagu NAD" ja NADP" puudus, kuna oksiidatiivne fosforiiiilimine
lakkab hapniku puuduses to6tamast ning reduktiivset jou tarbimine vdheneb (Sun et al., 2012).
Voimalik, et suurema hingamisaktiivsusega sdotmetes kestis CO, eraldumine just seetottu
kauem, et rakkude NADH ja NADPH kontsentratsioonid hoiti pidevalt madalal ja neile sai
hapniku kadumisel kauem elektrone kanda. Hingamisaktiivsus langes aeglaselt glutamiini
sisaldavates s6ddetes, mis viitab glutamiini olulisele mdjule NADH tasakaalule. Lahtudes sellest,

et NAD" puudusel tekkiv raku iileredutseerumine pirdudab tsitraaditsiikli toimimist ja sellega
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CO, eraldumist, siis v3ib spekuleerida, et glutamiini siisinikuallikana kasutavad rakud ei ldhe nii
kiiresti reduktiivsesse stressi, kui néiteks gliikoosi tarbivad rakud.

See, et kdigi sootmete puhul sdilis anoksias CO, tootmine teataval mééral viitab sellele, et
isegi hapniku puudumisel jatkub rakus toitainete oksiideerimine kas tsitraaditsiiklis voi
pentoosfosfaadi rajas (vOoi mdlemas). Anoksias oli CO, eraldumine alati baastasemest vdiksem,
mis viitab reduktiivse stressi tsitraaditsiiklit inhibeerivale mojule (reduktiivset stressi otseselt
kdsolevas to0s ei hinnatud). Baastasemega vdrreldes sidilis CO, eraldumine suuremal miidral
rakkudes, mis kasvasid fumaraadi ja gliikoosiga tdiendatud s66tmetel. Glutamiiniga tdiendatud
sootmetel oli tdheldatav keskmisest madalam hingamisaktiivsus anoksias baastasemega
vorreldes. PGhimotteliselt on voimalik, et gliikoosiga tdiendatud s66tmes eraldub mérkimisvadarne
osa CO,-e pentoosfosfaadi raja kaudu. Seda toetab fakt, et anoksias inhibeeritakse PHD-d, mis
takistab gliikoosil tsitraaditsiikli kaudu CO,-ks oksiideeruda (Kim et al., 2006; Stanley et al.,
1997).

Fumaraat mojutas positiivselt CO»-e eraldumise jadkaktiivsust anoksias kui ka hingamise
taastumise kiirust lileminekul anoksiast normoksiasse. Voimalik, et see tuleneb vOimest vastu
votta lleliigset reduktiivjdudu ning sellega vdhendada reduktiivjdu inhibeerivat moju
tsitraaditsiikli aktiivsusele.

Kuna glutamiin ei ole otseselt pentoosfosfaadi raja substraadiks siis on tema panus CO,
tootmisesse anoksias on viiksem ja soltub eelkdige tsistraaditsiikli aktiivsusest. Vastuoluline on
aga asjaolu, et glutamiini juuresolekul vdheneb ka gliikoosi mdju CO, eraldumisele. Kui
glutamiini kasutataks 1dbi reduktiivse karboksiileerimise lipiidide siinteesiks vdiks NADPH
vajaduse tottu kasvada ka pentoosfosfaadi raja kaudu tulev CO, hulk, kuid siin me seda ei nie,
kuna antud t66s puuduvad andmed CO--e biokeemilise péritolu kohta (Filipp et al., 2012;
Gameiro et al., 2013).

Glutamiin mojutab tdendoliselt siiski oluliselt anoksias raku metabolismi, sest normoksia
taastamisel on CO, peale tulek oluliselt aeglasem nendes sd6tmetes, kus esineb glutamiini. Voib
oletada, et glutamiini kaudu piisib anoksias mitokondri [NADH] korgem kui teistes sootmetes,
mis ei lase tsitraaditsiiklil kiirelt t66le hakata normoksia taastamisel. Samas on vdimalik ka teine
stsenaarium, kus tsistraaditsiikli toitmisel glutamiiniga koguneb mitokondrisse vihem reduktiivse
potentsiaaliga vaheilihendeid, mistdttu normoksilise hapniku kontsentratsiooni taastamisel on

tsitraaditsiiklile saadaval vdhem oksiideeritavat substraati ja seetdttu ndeme aeglasemat CO»

32



eraldumist. Sellise stsenaariumi puhul vdiks eeldada, et iileminekul anoksiast normoksiasse tekib
vidhem oksiidatiivset stressi, kuna vabu elektrone on vihem. Glutamiinile vastupidise efektiga on
fumaraat, mille toimel oli normoksias hingamisaktiivsus vordlemisi madal, anoksias
jadkhingamise osakaal suhteliselt suur ja taastumine kiire. Kui glutamiin on anaplerootiline
tsitraaditsiikli substraat siis tundub, et fumaraat mdjutab tsitraaditsiikli kataplerootilisi
reaktsioone ja vdhendab mitokondri reduktiivset potentsiaali. Kindlasti on hingamisaktiivsuse
taastumise kiirus soltuv ka mitokondrivélistest teguritest nagu gliikoliiiitilise raja ensiitimid
aktiivsus ja laktaat-piirivaat tasakaal, mis on omakorda mojutatud hapniku kontsentratsioonist ja
mitokondriaalsest redokstasakaalust.

Hingamise osaline taastumine baastasemega vorreldes peale anoksiat vois tuleneda
rakkude kahjustumisest niiteks anoksias koguenenud reduktiivse jou vOi normoksiasse
iileminekul tekkinud oksiidatiivse stressi tottu. Samuti vOib eeldada, et anoksias toimub
mitokondrite hulga vdhenemine, kuna HIF-1 aktiveerib mitofaagiat (Zhang et al, 2008).
Téissootmes ja gliikoost+glutamiin tdiendusega soOtmes korget hingamisaktiivsust ndidanud
rakud paistsid anoksiale tundlikumad ja taastusid sellest halvemini. Normoksia taastamisel vdisid
kahest punktist tsitraaditsiiklit toitvad substraadid hingamisahela iile koormata suure hulga
vabade elektronidega, mis hingamisahelast pdésemisel voivad viia rakku kahjustavate reaktiivsete
hapnikuiihendite tekkimiseni (Madungwe et al., 2016).

Katseteks wvalitud Sf9 rakuliin pole ideaalne mudel inimese rakkude metabolismi
uurimiseks. Kéesolevas t60s tehti valik selle kasuks, kuna tal on suur hingamisaktiivsus, mis
lihtsustas TUTI teadlaste poolt ehitatud CO, ja O, voogude analiiiisisiisteemi testimist loomsetel
rakukultuuridel. Edaspidi soovime analiilisida inimese ja teiste imetajate rakuliine, kus on
eemaldatud olulised hiipoksiaregulatsiooniga seotud faktorid (ndit HIF-1 ja VHL), et paremini
moista kuidas regulatoorsed mehhanismid metabolismi (sh. Hingamisaktiivsust) timber
kujundavad. Kéesolevas t60s saadud tulemused on iildistatavad metodoloogilisest aspektist, mis
tahendab, et sarnast katseskeemi saab kasutada ka teistes rakutiiiipides tsitraaditsiikli aktiivsuse ja

hapnikupuuduse koosmdjude hindamiseks.
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KOKKUVOTE

Antud magistritoo tulemused nditavad, et rakus sdilib ka anoksia tingimustes toitainete
okstideerimine CO»-ks sdltumata toitainetest. Samuti leidis kinnitust, et rakk vajab tsitraaditsiikli
efektiivsemaks toimimiseks rohkem kui iihte tsitraaditsiikli substraadina toimivat siisinikuallikat.
Stisinikuallikate valikust ja kdttesaadavusest sdltub, kuidas tsitraaditsiikkel anoksiast taastumisel
toole hakkab. Gliikoosi ja glutamiini erinev mdju tulemustele tekitab kiisimuse nende kahe
metaboliidi radade kattuvustest ja omavahelisest mdjust anoksias. Et metabolimivorgustikud on
viaga suured ja kompleksed tuleks edaspidi kasutada metabolismi mudeldamist kui tdoriista,
millega leida asjakohased ja spetsiifilised reaktsioonid, mis aitaksid neid kattuvusi anoksias
kirjeldada.

Kui glutamiiniga so0tme aeglane CO, eraldumise taastumine tuleneb kogunenud
reduktiivsest potentsiaalist (NADH ja tsitraaditsiikli vaheiihendid), mis kasutatakse ennem &dra kui
CO,-te tootvad reaktsioonid saavad toole hakata siis voiks eeldada ka suuremat hapniku tarbimist
kui teistes sodtmetes. Selle kontrollimiseks tuleks samaaegselt mddta hapniku tarbimist, mis on
ka edaspidistes katsetes plaanis.

S9 rakkude vdimalike anoksias toimivate metabolismiradade kirjeldamine viib parema
moistmiseni ka inimese rakkudes vdimalikest radadest. Koigi vdimalike radade tidpsem
kirjeldamine annab vdimaluse paremini sekkuda ka terapeutiliselt olukordades, kus rakkude
elumus tuleb sidilitada ka anoksilistes tingimustes vOi ennetada rakkude suremist hapniku
taastmisel. Antud t66 ei olnud aga oluline ainult tulemuste poolest, vaid aitas lihvida meetodit,

millega oleks ka inimese rakkudel voimalik hingamist modta.
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Evaluating metabolism through CO; production in normoxia and anoxia in Sf9 cell
line.

Hans Vellama

Abstract

Cells get their energy from nutrition and respiration. Citrate cycle uses carbon rich
metabolites to create reductive potential which can be used to synthesise ATP through oxidative
phosphorylation. In doing so, cells produce CO, and consume O,. When oxygen is absent,
oxidative phosphorylation no longer works, but citrate cycle still does. As the reductive potentsial
is not fully used it accumulates and causes reductive stress. Recently it has emerged that the
reductive stress plays a key role in producing damage in pathologies like ischemia reperfusion
injury.

While measuring oxygen to understand metabolism is common, then measuring of CO; is
quite rare. This study was focused on measuring CO, emission from Spodoptera frugiperda cell
line SfY to evaluate the metabolic activities of the citric cycle in normoxia and anoxia.
Experiments were done in media with selectivly chosen carbon sources.

For all different culture media the cells gave of some amount of CO, in 30 minute anoxia.
The remainig portion of CO, emission was in correlation with the media used to grow the cells
in, but not with the respiration rate in previous normoxia. The two main carbon sources for cells,
glutamine and glycose together gave the best CO, emission in normoxia, but had very different
influences on anoxic CO, emission and the recovery from anoxia when used separately. Cells in
media suplemented with glycose gave higher CO, emission in anoxia and created a short peak in
CO; emission when respiration was restored with normoxic O,. Glutamine on the other hand
lowered the CO, production in anoxia and didn’t create a CO, peak when oxygen was restored.
This sugests that the reductive potentsial is high in those cells and the citric acid cycle cannot
resume work before this potential is used. The least effective recovery was mesured in media

where cells respired the the best, having both glycose and glutamine in it.
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Lisa 1

Erineva rakkude arvuga tehtud optilise neeldumise mdotmised.
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Joonis 12: A — Erineva rakkude arvu optiline neeldumine (mm’ musta) vahemikus 395-470 nm. B — Rakkude arvu
ja optilise neeldumise vaheline seos (y teljel - optiline neeldumine, x teljel - rakkude arv).
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Lisa 2

CO; iileminekuaegade mddtmine normoksiast anoksiasse ja anoksiast normoksiasse.

CO2 langus hapniku eemaldamisel
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Joonis 13: CO2 hingamise iileminekuaegade mo6tmine normoksiast anoksiasse ja anoksiast
normoksiasse. — ilma rakkudeta 5.5 mM gliikoosi sé6de (S). — 5.5 mM gliikoosi s66de rakkudega (R). —
tegelik CO2 hingamine (T =R - S)
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Lisa 3

So6de

Tabel 3: CO2 hingamise andmed (sulgudes on médtmiste standardviga)

ppm/mm? ppm/mm?anoksias anoksia/normoksia

Taastumise %

Taissoode

0.93 (0.04)

0.083 (0.01)

0.09 (0.01)

92.6 (2.96)

-C allikad

Glutamiin

25 mM gllikoos

5.5 mM glilkoos

|
:

Fumaraat

0.51 (0.032)

0.72 (0.029)

0.62 (0.02)

0.48 (0.02)

0.49 (0.00)

0.050 (0.00)

0.041 (0.003)

0.088 (0.01)

0.071 (0.008)

0.07 (0.01)

0.10 (0.01)

0.06 (0.00)

0.14 (0.02)

0.15 (0.02)

0.16 (0.02)

101.0 (2.5)

97.0 (1.9)

98.3 (0.18)

101 (2.28)

107 (3.3)

’
'
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Lisa 4

Tabel 4: CO2 reageerimine hapniku kontsentratsiooni muutusele (sulgudes on médtmiste

standardviga)
Soide CO, piik O, taastamisel Hapniku maha v6tmisel Hapniku taastamisel
ppm/mm? t(C0O2)-t(02) t(CO3)-t(02)
. 24.69 18.17 10.24
poElLe (3.41) (1.25) (3.52)

Glutamiin ja puruvaat

Glukoos ja glutamiin

Glikoos ja plruvaat

Taissdode

Glukoos ja fumaraat

35.84 29.08
(1.78) (3.94)

24.37 33.99 11.00

26.71 13.83 8.33

23.51 38.50 15.34

24.90 22.99 -0.80

l
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