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VHL geeni puudulikkus viib neerurakkudes reduktiivse stressini

VVon Hippel-Lindau (VHL) siindroom on périlik haigus, mida pShjustavad mutatsioonid VHL
geenis. VHL haigust pddevatel inimestel esineb kdige tihedamini heledarakulist neeru
kartsinoomi (ccRCC). VHL-puudulikkus viib rakkudes hiipoksia indutseeritud faktori (HIF-1)
kuhjumiseni. Kuna ccRCC cei ole seletatav ainuiiksi HIF-1 signaaliraja aktivatsiooniga, siis
uuriti kdesolevas t66s (1) kui palju sdltuvad VHL-puudulikud inimese neerurakud
tsitraaditsiiklist ja hingamisahelast, (2) mil maéral esineb VHL-puudulikes rakkudes
reduktiivset stressi ja (3) millised voimalused on selle vidhendamiseks. Kéesolev uurimist6o
nditab, et VHL-puudulikes rakkudes ilmneb reduktiivne stress, mida iseloomustab korge
NADH/NAD* suhe. Reduktiivse stressiga kaasneb O tarbimise ning CO; tootmise
vihenemine, mis viitab tsitraaditsiikli ja hingamisahela vihenenud aktiivsusele. Reduktiivset
stressi vdahendasid VHL-puudulikes rakkudes gliikoosi eemaldamine ning piiruvaadi voi

resasuriini lisamine s6dtmesse, mis suurendasid tsitraaditsiikli ja hingamisahela aktiivsust.

Marksonad: VHL, neeru kartsinoom, HIF-1, reduktiivne stress, hingamine

CERCS koodid: B470 Fiisioloogia, P330 Bioenergeetika

Reductive stress in VHL deficient renal cells

Von Hippel-Lindau (VHL) is a hereditary cancer syndrome, caused by mutations in the VHL
gene. Patients suffering from VHL syndrome frequently develop clear cell renal cell carcinoma
(ccRCC). It is well known that loss of VHL leads to the accumulation of HIF-1. However,
ccRCC cannot be explained solely by activation of the HIF-1 pathway. To better understand
underlying mechanisms, VHL deficient human renal cells were used as a model for ccRCC.
Cellular respiration was monitored by measuring activities of citric acid cycle and electron
transport chain. In addition, reductive stress and ways to mitigate it were studied. Present study
shows that VHL deficiency leads to reductive stress in the RCC model that is characterised by
increased NADH/NAD™ ratio and impaired citric acid cycle and electron transport chain
activities as measured by CO- production and O2 consumption, respectively. Reductive stress
was mitigated by glucose depletion and supplementation with pyruvate or resazurin which
augmented citric acid cycle and electron transport chain activities.

Key words: VHL, ccRCC, HIF-1, reductive stress, respiration.
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KASUTATUD LUHENDID

ccRCC- heledarakuline neerurakuline kartsinoom
CBS- tsiiklilise AMP vastuselementi siduv valk
DNP- 2,4-dinitrofenool

EPO- eriitropoetiin

ETA- elektrontransportahel

FADH2- flaviin adeniini dinukleotiid

FIH- HIF-1-te inhibeeriv faktor

GAPDH- gliitseeraldehiiiid-3-fosfaadi dehiidrogenaas
GLUT1- gliikoosi transporter 1

GPD1- gliitserool-3-fosfaat dehiidrogenaas 1
G3PS- gliitserool-3-fosfaat siistik

HIF- hiipoksia indutseeritud faktor

HKC8- inimese neeru proksimaaltuubuli rakud
HRE- hiipoksiale reageeriv element

KO- knock-out

LDHA- laktaadi dehiidrogenaas A

MAS- malaat-aspartaat siistik

MDH1- malaadi dehiidrogenaas 1

MT- metsiktiilip

PDK1- piiruvaadi dehiidrogenaasi kinaas 1

PHD- proliiiil-4-hiidroksiilaas



ROS- hapnikku sisaldav reaktiivne osake
SDH- suktsinaadi dehiidrogenaas

Sirt3- sirtuin 3

TCA tsiikkel- tsitraaditsiikkel

VHL- Von Hippel Lindau

VEGEF- vaskulaarne endoteeli kasvufaktor



SISSEJUHATUS

Von Hippel-Lindau (VHL) siindroom on périlik haigus, mida pdhjustavad mutatsioonid VHL
geenis (Binderup, 2018). VHL geeni pealt siinteesitud valgul, pVHL-il, on oluline roll HIF-1
(hiipoksia indutseeritud faktor 1) regulatsioonis. HIF-1 aitab rakul toime tulla hapnikupuuduse
chk hiipoksiaga. VHL valgu puudulikkus pohjustab HIF-1 kuhjumise (Calzada, 2010; Maxwell
jt., 1999) mille tagajdrjeks on pseudohiipoksiline seisund. Kuna vihirakud on kohanenud
hiipoksilise keskkonnaga, siis on neil ka HIF-1 iilesreguleeritud. HIF-1 signaaliraja
aktivatsioon vihirakkudes mdjutab angiogeneesi, eriitropoeesi ning raku metabolismi
(Boutheliera ja Aragones, 2020; Calzada, 2010). Siiamaani on VHL siindroomiga seotud
uurimist6od ning ravitaktikad keskendunud peamiselt HIF-1 ja VEGF (vaskulaarne endoteeli
kasvufaktor) raja osade inhibeerimisele. Moistagi on VHL-HIF-VEGF rada VHL siindroomi
véljakujunemises oluline, kuid HIF-1 raja inhibeerimine vo0ib pdhjustada mitmeid

korvaltoimeid.

VHL haigust pddevatel inimestel arenevad elu jooksul erinevad vidhkkasvajad, millest kdige
tihedamini esineb just ccRCC-d (heledarakuline neerurakuline kartsinoom) (Seizinger jt,
1988). See on ka iiks peamine surmapohjus. ccRCC ei ole seletatav ainuiiksi HIF-1 signaaliraja
aktivatsiooniga ja seetdttu on oluline uurida ka teisi molekulaarseid ja ainevahetuslikke
mehhanisme. Vastavate radade mdjutamine vdimaldaks jouda uute ravimeetoditeni, mille
eesmdrk on parandada VHL haigust pddevate patsientide elukvaliteeti ning elumust.
Reduktiivne stress on seotud redutseerivate ekvivalentide (nt NADH ja NADPH) kuhjumisega,
mis on viimasel ajal palvinud mérkimisvéarset tdhelepanu teaduskirjanduses (Cortés-Rojo jt.,

2020; Xiao ja Loscalzo, 2020), kuna sellel on oluline roll reaktiivsete hapniku iihendite tekkes.

Kéesoleva uurimistdd eesmérk on vilja selgitada, kas VHL-puudulikes neerurakkudes esineb
reduktiivset stressi ja testida erinevaid viise selle vihendamiseks. VHL-puudulikud neerurakud
voimaldavad uurida ccRCC molekulaarseid mehhanisme in vitro. Teoreetilises osas antakse
tilevaade VHL puudulikkusest tingitud RCC-st, hiipoksiast, raku hingamisest ning
reduktiivsest stressist. Eksperimentaalses osas hinnati VHL puudulike ja metsiktiitipi (MT)
rakkude hingamist ja mdddeti NADH/NAD* suhe. NADH/NAD™ tasakaalu mdjutamiseks
kasutati nelja erinevat moodust: gliikkoosivaba s6dde, resasuriin, piiruvaat voi DNP (2,4-

dinitrofenool). T66 teostati TU Bio- ja Siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 VHL puudulikkusest pohjustatud heledarakuline neerurakuline kartsinoom

Neeruvihi esinemissagedus on viimaste aastakiimnete jooksul tousnud. 2020. aastal sai
maailmas esmakordse neeruvihi diagnoosi 431 288 inimest, millest histoloogiliselt umbes 90%
moodustas neerurakuline kartsinoom, peamiselt just ccRCC (70%) (Bukavina jt., 2022).
Neerukasvajatest koige levinum on seega cCRCC (Makhov jt.,, 2018). Viiekiimnel kuni
kaheksakiimnel protsendil ccRCC-d pddevatest inimestest on leitud mutatsioone VHL geentis.
VHL on tuumorsupressorgeen, mis paikneb 3. kromosoomi liithikeses dlas. Mutatsioonid selles
geenis pohjustavad VHL siindroomi, mis on kasvajaid pdhjustav autosomaalne dominantne
parilik haigus. Selle stindroomi puhul on kirjeldatud erinevaid tuumoreid: silma vdrkkesta ja
kesknirvisiisteemi hemanigoblastoomid, pankrease neuroendokriintuumorid, tsiistadenoomid
ja tsiistid, heledarakuline neeruvdhk, neerutsiistid jm (Calzada, 2010; Maher jt., 1991;
Seizinger jt., 1988). Just ccRCC on iiks sagedasemaid surmapdhjuseid VHL siindroomi
pddevate patsientide seas (kuni 70%) (Calzada, 2010). Nagu eelpool mainitud, siis on VHL
tuumorsupressorgeen (Maher jt., 1991), aga teisalt on sellel valgul (pVHL-il) tsentraalne roll
hapniku kontsentratsiooni tajumisel ning hiipoksia raja kdivitamisel (Calzada, 2010; Hudler ja
Urbancic, 2022). Kui VHL geeni regulatsioon on puudulik, siis pohjustab see mitmete
onkogeensete radade aktivatsiooni nagu eriitropoees, gliikoliiiis ja kontrollimatu angiogenees
ehk veresoonte kasv (Calzada, 2010). Viimase tottu on VHL siindroomi tuumorid
hiipervaskulaarse iseloomuga. ccRCC-d on keeruline ravida, sest see ei allu traditsioonilisele
kiiritus- ja keemiaravile, mistdttu on uudsete ravivoimaluste véljatootamine ddrmiselt

asjakohane (Makhov jt., 2018).

1.2 Hiipoksia, pseudohiipoksia ja HIF-1 signaalirada

Hapniku (O2) homoostaasi sdilitamine on elusorganismide jaoks hddavajalik, mistottu toimub
juba rakutasemel O kontsentratsiooni tajumine ning vajadusel raku elutegevuse
korrigeerimine (Semenza, 2000). Lisaks hiipoksiale korraldatakse raku ainevahetus {imber ka
VHL geeni/valgu puudulikkuse korral normaalse hapniku taseme juures (Bouthelier ja
Aragonés, 2020; Kaelin, 2002). Olukorda, kus rakk aktiveerib hiipoksia vastusega seotud
valgud hapniku kontsentratsioonist soltumatult, nimetatakse pseudohiipoksiaks (Calzada,
2010).
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Hiipoksia voi VHL geeni inaktivatsioonist pohjustatud pseudohiipoksia korral on olulisel kohal
heterodimeerne transkriptsioonifaktor HIF-1 (Wang jt., 1995), mis tavaliselt koosneb HIF-1a
(kuid ka HIF-2a ja HIF-3a) ja HIF-1B subiihikust (Bouthelier ja Aragonés, 2020; Kaelin,
2002). Antud t66 kontekstis keskendutakse just HIF-la ja HIF-1p heterodimeersele
kompleksile, mis on seotud akuutse hiipoksia vastusega (Serocki jt., 2018). Normoksia ehk
normaalse hapniku kontsentratsiooni juures hiidroksiileeritakse HIF-1a valk. HIF-1a alaiihiku
poolestusaeg on vaid paar minutit, sest hiidroksiileeritud HIF-1o tunneb dra VHL, mis suunab
HIF-1a lagundamisele (Hubbi ja Semenza, 2015). Hiipoksia tingimustes vdheneb hapnikust
sOltuv hiidroksiileerimine. Selle tulemusena pidurdub HIF-1a lagundamine. HIF-1a kuhjub,
siseneb tuuma ning seostub HRE (hiipoksiale reageeriv element) jdrjestusega geenide
promootorites ja moodustab kompleksi HIF-1p subiihikuga (Bouthelier ja Aragonés, 2020;
Calzada, 2010). See viib mitmete hiipoksia poolt reguleeritud geenide aktivatsioonini (nt
VEGF, EPO, GLUTI1, PDK1, LDHA). Niiteks eriitropoetiin (EPO) ja vaskulaarne endoteeli
kasvufaktor (VEGF) kontrollivad eriitropoeesi ja angiogeneesi (Bouthelier ja Aragonés, 2020).
HIF-1 kontrollib ka metabolismi 1dbi gliikkoosi transporter 1 (GLUTI1), piiruvaadi
dehiidrogenaasi kinaasi 1 (PDK1) ja laktaadi dehiidrogenaas A (LDHA) geenide ekspressiooni.

Ainevahetuse regulatsioon on oluline ka kdesoleva t66 kontekstis.

40 »
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Joonis 1. HIF-1 signaalirada. Normoksias toimub HIF-1a hiidroksiileerimine proliiiil-4-hiidroksiilaasi (PHD) ja
HIF-1 inhibeeriva faktori (FIH) poolt. Seejérel toimub seondumine VHL valguga, mis viib HIF-1a alaiihiku
lagundamiseni proteosoomi poolt. (Pseudo)hiipoksia korral liigub HIF-1a rakutuuma, kus ta seondub hiipoksiale
reageeriva elemediga (HRE-ga) ning moodustab kompleksi HIF-1p alaiihikuga ja transkriptsiooni koaktivaatorite
p300/tsiiklilise AMP vastuselementi siduva valguga (CBS-iga). HIF-1 kompleks aktiveerib mitmete geenide
ekspressiooni. Modifitseeritud Ikeda ja Kakeya, 2021 jérgi. Joonis koostatud programmis BioRender.
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1.3 Mitokonder ja HIF-1 méju hingamisele

Mitokonder on organell, mida leidub enamustes imetajate rakkudes (Nazaret jt., 2009). Eriti
palju leidub mitokondreid rakkudes, mis vajavad oma elutegevuseks palju energiat (nt lihas-,
maksa- ja neerurakud). Mitokondrite peamine iilesanne on toota orgaanilistest ithenditest
energiakandjat, adenosiintrifosfaati (ATP) (Nazaret jt., 2009). Ehituslikult on mitokondrid
ebaharilikud seetdttu, et neil on 2 membraani, mis jaotavad mitokondri neljaks osaks: vilimine
membraan, membraanidevaheline ruum, sisemine membraan ning maatriks (McBride jt., 2006;
Nazaret jt., 2009). Mitokondris toimuv energia tootmine koosneb kolmest peamisest etapist:
tsitraaditsiikkel (TCA tsiikkel), elektrontransportahel (ETA) ja ATP siintees (Nazaret jt., 2009).

Tsitraaditsiikkel, tuntud ka kui Krebsi tsiikkel, toimib mitokondri maatriksis ning see koosneb
mitmetest omavahel seotud reaktsioonidest (Joonis 2) (Infantino jt., 2021; Martinez-Reyes ja
Chandel, 2020). Tsitraaditsiiklis toodetakse redutseerivaid ekvivalente (NADH, flaviini
adeniini dinukleotiid (FADH2), orgaanilised happed), guanosiin trifosfaati (GTP-d) ning
siisinikdioksiidi. Uhe FADH; molekuli tootmine leiab aset suktsinaadi oksiideerimisel
fumaraadiks (Martinez-Reyes ja Chandel, 2020). Kokku kolme NADH molekuli tootmine

toimub kolmes erinevas reaktsioonis:

1) isotsitraadi oksiidatiivne dekarboksiileerimine a-ketoglutaraadiks - 1 NADH molekul;

2) a-ketoglutaraadi oksiidatiivne dekarboksiileerimine suktsiniitil-CoA-ks - 1 NADH
molekul;

3) malaadi dehiidrogenisatsioon oksaalatsetaadiks - 1 NADH molekul (Martinez-Reyes ja
Chandel, 2020).

Redutseerivad ekvivalendid on korge energiaga elektronide kandjad ja nendelt liiguvad
elektronid tsitraaditsiikli vahendusel ETA-sse. ETA asub mitokondri sisemembraanis (Greene
jt., 2022; McBride jt., 2006) ning koosneb neljast kompleksist (Martinez-Reyes ja Chandel,
2020). Tsitraaditsiiklis toodetud redutseerivad ekvivalendid kasutatakse dra just ETA 1 ja Il
kompleksi poolt, milleks on vastavalt NADH dehiidrogenaas ja suktsinaadi dehiidrogenaas
(SDH) (Martinez-Reyes ja Chandel, 2020). NADH ja FADH: kannavad elektrone
tsitraaditsiiklist ETA-sse, mille kdigus NADH oksiideeritakse NAD'-iks ja FADH, FAD*-iks.
Elektrone hingamisahela komplekside vahel kannavad ubikinoon ja tsiitokroom C. Elektronide
liilkumise tulemusena pumbatakse samal ajal prootoneid mitokondri membraanide vahelisse

ruumi. See tekitab mitokondriaalse membraanipotentsiaali (Greene jt., 2022), mis on vajalik
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raku peamise energeetilise ekvivalendi, ATP, tootmiseks. Tekkinud membraanipotentsiaali
kasutab dra ATP siintaas, mille kaudu liiguvad prootonid tagasi mitokondri maatriksisse ning
ADP+P; reaktsiooni kdigus siinteesitakse ATP+H20 (Greene jt., 2022; Infantino jt., 2021).

Gliikoliiiisi kéigus tehakse gliikoosist pliruvaat. Hapniku olemasolul konverteeritakse piiruvaat
enamasti atsetiiiil-CoA-ks, mis siseneb tsitraaditsiiklisse (Infantino jt., 2021). Nagu eelnevalt
mainitud, toimub HIF-1 kuhjumisel tavapirase raku metabolismi iimberprogrammeerimine
(Bouthelier ja Aragonés, 2020). HIF-1 aktiveerib gliikoosi transporterite (nt GLUTI1) ja
gliikoliititiliste ensiliiimide geenide transkriptsiooni, mis suurendavad gliikoosist piiruvaadi
tootmist (Ikeda ja Kakeya, 2021). HIF-1a m&jutab ka LDHA ja PDK1 geenide ekspressiooni
(Bouthelier ja Aragonés, 2020; Ikeda ja Kakeya, 2021). Hiipoksia ja VHL puudulikkus
suurendavad LDHA ekspressiooni, mis vahendab piiruvaadist laktaadi tootmist (Bouthelier ja
Aragonés, 2020). Reaktsiooni kidigus oksiideeritakse NADH NAD™-iks. Laktaadi raja
aktivatsiooniga suureneb ka hapnikust soltumatu ATP tootmine (gliikoliiiis). HIF-1a
indutseerib PDK1-e, mis inhibeerib piiruvaadi dehiidrogenaasi (PDH) kompleksi (Infantino jt.,
2021). Selle tulemusena véheneb atsetiiiil-CoA sisenemine tsitraaditsiiklisse ja tsitraaditsiikli
aktiivsus (Bouthelier ja Aragonés, 2020). Lisaks vdahendab HIF-1 hingamisahela kompleks 1
(NADH dehiidrogenaasi) (Infantino jt., 2021) ja kompleks Il (SDH) aktiivsusi. SDH on oluline
ensiiim ka tsitraaditsiiklis (Bouthelier ja Aragonés, 2020). Koik need metaboolsed muutused

loovad eelduse reduktiivseks stressiks.
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Joonis 2. HIF-1 mdju raku metabolismile. HIF-1 indutseerib laktaadi dehiidrogenaasi (LDH), mille tulemusena
toodetakse piiruvaadist laktaat. HIF-1 aktiveerib PDK-1-te, mis inhibeerib PDH-d, mistottu viheneb atsetiiiil-Co-
A sisenemine tsitraaditsiiklisse. HIF-1 inhibeerib suktsinaadi dehiidrogenaasi (SDH), mis on oluline ensiiiim nii
tsitraaditsiiklis kui ETA-s. Modifitseeritud Martinez-Reyes ja Chandel (2020) jérgi. Joonis koostatud programmis
BioRender.

1.4 Reduktiivne stress

Raku tiheks peamiseks redokspaariks on NAD" ja NADH. Nad toetavad raku elutegevust ja
energia tootmist — NAD" toetab gliikoliiiisi ja tsitraaditsiiklit, NADH annab elektrone ETA-sse
(Bouthelier ja Aragonés, 2020; Xiao ja Loscalzo, 2020). Kuna tegu on asendamatute
ithenditega, siis seostatakse nendevahelise tasakaalu kadumist mitmete protsessidega nagu
véhk ja vananemine (Xiao ja Loscalzo, 2020). NADH kuhjumine pSdhjustab rakus reduktiivset
stressi ning viib hapniku olemasolul reaktiivsete hapnikuiihendite tekkeni (Xiao ja Loscalzo,
2020). Kui NADH osakaal iiletab loomuliku tasakaalu, siis hakkab NADH kdorge
kontsentratsioon pidurdama selle tekkega seotud reaktsioone tsitraaditsiiklis (ilmneb
produktinhibitsioon). Produktinhibitsioon on oluline reguleerimismehhanism biokeemilistes
reaktsioonides, mis tagab pdorduvate reaktsioonide tasakaalu ja toimimise soodustatud suunas.
Tsiitosooli ja mitokondri NAD(H) on omavahel tihedalt seotud. Kuna NAD(H) ei ole voimeline
labima mitokondri membraani, siis transporditakse selle ekvivalente malaat-aspartaat stistiku

(MAS) ja gliitserool-3-fosfaat (G3PS) siistiku abil. Korge NADH pidurdab tsitraaditsiikli to6d
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(Martinez-Reyes ja Chandel, 2020) ja redutseerib ETA, kuna elektronide peamised kandjad
ETA-s (ubikinoon ja tsiitokroom C) on enamuses redutseerunud ja seetdttu on ka kompleks I
ja kompleks Il inhibeeritud (Chouchani jt., 2014; Murphy, 2009). Selle tulemusena ei ole ETA
voimeline rohkem elektrone vastu votma. Selle eelduseks on omakorda kompleks IV
(tsiitokroom-c oksiidaas) voi ATP-siintaasi inhibitsioon, mistdttu ei toimu enam elektronide

liikumist O-le.

Hiipoksia ja pseudohiipoksia viivad NADH kuhjumiseni, kuna inhibeeritakse ETA t66d
(Bouthelier ja Aragonés, 2020). Kéesoleva uurimistdo tiheks eesmirgiks on teada saada, kas
VHL-puudulikes neerurakkudes on vdimalik reduktiivjdudu vihendada kasutades aineid,
millel on mdju NADH/NAD™ suhtele elus rakus (resasuriin, DNP ja piiruvaat). Lisaks testiti,
kas gliikoosi eemaldamine s6dtmest voiks olla {iks viis, kuidas vdhendada reduktiivset stressi.
Resasuriin on vidrv, mis redutseeritakse rakus NADH abil tsiitoplasmaatiliste voi
mitokondriaalsete reduktaaside poolt resorufiiniks (Lavogina jt., 2022). DNP on aine, mis
héirib mitokondriaalse prootongradiendi teket ja ATP siintaasi t66d, mistdttu viheneb ATP
tootmine ning suureneb mitokondriaalne vajadus NADH jirele (Adamczuk jt., 2022). Kuna
HIF-1 ekspressioon vihendab piiruvaadi sisenemist tsitraaditsiiklisse ja seelébi tsitraaditsiikli
aktiivsust (joonis 2), siis on piiruvaadi lisamise eesmérk (1) vihendada tsiitosooli reduktiivset
stressi 1dbi piliruvaat — laktaat reaktsiooni ning (2) suunata rakud kasutama rohkem

tsitraaditsiiklit ja ETA-t.
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2. PRAKTILINE OSA

2.1 To6 eesmirgid

T606 tildine eesmérk on teada saada, kas VHL-puudulikes neerurakkudes esineb reduktiivset
stressi ja testida erinevaid viise selle vihendamiseks.

T606 spetsiifilisemad eesmirgid on:

e Mootes elusrakkude poolt tekitatud gaasivoole, hinnata samaaegselt reduktiivset
joudu tootvate (tsitraaditsiikkel, CO2 voolu mddtmine) ja tarbivate (hingamisahel, O
voolu modtmine) protsesside tasakaalu, et teada saada kui palju séltuvad VHL-
puudulikud rakud tsitraaditsiikli ja hingamisahela aktiivsustest;

e Hinnata kas VHL-puudulikes (KO, knock-out) inimese neerurakkudes on korgem
reduktiivne stress, kui metsiktiiiipi (MT, metsiktiiiip) neerurakkudes;

e Teada saada, kas VHL KO rakkude potentsiaalselt kdrgemat reduktiivjdudu on
voimalik vihendada eemaldades kasvukeskkonnast gliikoos vai lisades piiruvaat,

DNP voi resasuriin.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakukultuur

HKCS8 (inimese neeru proksimaaltuubuli rakud) MT kui ka CRISPR meetodi alusel loodud
VHL puudulikud rakuliinid olid Kingitus professor Sir Peter J. Ratcliffe poolt. MT rakke
késitleti kui terveid neerurakke ning VHL puudulikke rakke kui ccRCC mudelit. Rakke
kasvatati MEM (minimaalne hiddavajalik s66de, inglise keeles minimum essential medium)
(Capricorn, MEM-STA) s66tmes, kuhu oli lisatud 10% FBS-i (veise loote seerum, inglise
keeles fetal bovine serum) (Gibco™, 10270106) ning 1x penitsilliin streptomiitsiini lahust
(Gibco™, 15140122), mis sisaldas 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke
kasvatati 100 mm Petri tassides ning hoiti inkubaatoris, kus temperatuur oli 37°C ja CO2
sisaldus 5%. Koik rakukultuuri protseduurid viidi l&bi laminaari all.

Katsetele eelneval paeval vaadeldi rakke mikroskoobi all. Rakkudelt aspireeriti s6ode, misjérel
pesti rakke 1x PBS-iga (fosfaatpuhverdatud soolalahus, inglise keeles phosphate buffered
saline). Seejarel lisati tassile triipsiin-EDTA (0.25%) (etiileendiamiintetradddikhape) (Gibsco,
25200056) ning tassid asetati viieks minutiks inkubaatorisse. Kui rakud timardusid ja hakkasid

tassi kiiljest lahti tulema, lisati rakkudele seerumiga MEM s66de. Rakud suspendeeriti ning
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koguti kokku 15 ml tuubi. Rakke tsentrifuugiti 5 min 960 rpm-i juures ning resuspendeeriti

sobivas koguses. Rakkude lugemiseks kasutati NanoEntek EVE rakuloendurit.

2.2.2 NADH/NAD* suhte md6tmine

Rakusisese NADH/NAD* suhte modtmiseks kasutati EnzyChrom NAD'/NADH
mootmiskomplekti (BioAssay Systems, E2ND-100). MT ja VHL puudulikud HKC8 rakud
kiilvati 6-auguga plaadile nii, et igas augus oli 400 000 rakku 2 ml-s s66tmes. Jargmisel paeval
pesti rakke 1x PBS-iga ja MEM kasvusoode vahetati DMEM (ThermoFisher, A1443001)
(Dulbecco modifitseeritud Eagle'i so6de, inglise keeles Dulbecco's modified eagle medium)
katsesootme vastu. Inkubatsiooniaeg oli 4 tundi. Katses kasutatud DMEM s66de on glutamiini,
gliikkoosi ja fenoolpunase vaba baassoode, kuhu lisati 10% FBS, 1x PenStrep ning erinevas

kombinatsioonis siisiniku allikaid (Tabel 1).

Tabel 1. So6tmesse lisatud siisiniku allikate 15pp-kontsentratsioonid.

Siisiniku allikas (mM) Taissoode Gliikoosi vaba Glutamiini vaba | Piruvaadiga
soode soode soode

Gliikoos (Gibco™, 55 X 55 55
A2494001)
Glutamiin (Sigma Aldrich, | 4 4 X 4
G7513)
Piiruvaat (Gibco™, X X X 3
11360070)

DNP (25 uM) (Sigma-Aldrich, D198501) ja resasuriini (10 uM voi 50 uM) (Sigma-Aldrich,
R7017) katsetes oli inkubeerimise aeg DMEM tdisso6tmes 1 tund. Negatiivse kontrollina
kasutati rotenooni (0,5 uM, 1h) (Abcam, ab143145). Inkubatsiooni aja méddudes pesti rakke
uuesti 1x PBS-iga ning NAD™ ja NADH eraldati rakkudest vastavalt tootja protokollile.
Protokoll pdhineb LDH kataliiiisitud reaktsioonil, kus laktaat on substraat, mille tulemusena
NAD" redutseeritakse NADH-ks. Saadud NADH redutseerib MTT (3-(4,5-dimetiitil-2-
tiasoliiiil)-2,5-difeniitil-2H tetrasoolium bromiid) reagendi ning lahuse védrvus, mida
moddetakse 565nm lainepikkusel, on proportsioonis raku NADH/NAD™ suhtega.

Liihidalt, rakud koguti kokku 1,5 ml Eppendorfi tuubi ning tsentrifuugiti (200 xg) 4°C juures
5 minutit. Seejérel aspireeriti rakkudelt ettevaatlikult s66de ning lisati 100 ul kas NAD" vai
NADH ekstraktsioonipuhvrit. Rakud liiiisiti kiilmutamise ja sulatamise tehnika abil (kiilmutus

-80°C juures ja sulatus toatemperatuuril). Parast rakkude liiiisimist asetati tuubid 60°C juurde

14



5 minutiks. Seejdrel lisati tuubidesse 20 pl puhverlahust ning 100 pl vastupidist
ekstraktsioonipuhvrit. Rakususpensiooni tsentrifuugiti 5 minutit (750 xg). 96-kannulise plaadi
eraldi aukudesse pipeteeriti 40 ul NAD™ standardit v3i uuritavat proovi. Vahetult enne valguse
neeldumise mootmist lisati proovidele 80 pl toolahust, mis koosnes MTT-st, laktaadist, ensiiim
A-st ja B-st. Valguse neeldumise muutus moddeti 565 nm lainepikkusel ajapunktides 0 ja 15

minutit.

2.2.3 Hingamiskatse-eelsed tegevused rakukultuuridega

100 mm Petri tassi pdhja asetati autoklaavitud klaasketas (Pilkington Microwhite), mis kaeti
0.1% Zelatiiniga. Tassile kiilvati 8x10° rakku ning lasti kinnituda {ile66. Uks tund enne raku
hingamise mootmist pesti rakke 1x PBS-iga ja rakkudele pipeteeriti bikarbonaadi vaba HEPES
(4-(2-hiidroksiiiiletiiiil)-1- piperasiinetaansulfoonhape) (20 mM) (Sigma Aldrich, H0887)
puhverdatud DMEM (Sigma-Aldrich, D5030) s6odet, millele oli lisatud siisinikuallikad
(gliikoos ja/vdi glutamiin) vastavalt tabel 1 vilja toodud skeemile. Seejarel asetati Petri tass
tunniks ajaks 37 °C 0% CO2 inkubaatorisse. Vahetult enne katse ldbiviimist lisati so6tmesse ka
karboanhiidraasi (Sigma-Aldrich, C2624) (5 mg/ml), et saavutada CO: ja bikarbonaadi kiire

tasakaal kogu katse viltel.

2.2.4 Rakuhingamise m6dtmine reaalajas
Rakuhingamise mddtmiseks kasutati innovaatilist seadet, mis on vilja téotatud Tartu Ulikoolis
Agu Laisa juhitud taimefiisioloogia t66grupi poolt. Hingamisahela ja tsitraaditsiikli aktiivsuste
samaaegne hindamine on keeruline. Kui O2 mdotmiseks on kasutusel Clark-i elektroodid,
Oroboros ja Seahorse aparaadid, siis CO2 modtmine on olnud siiamaani voimalik ainult 1dbi
kaudsete hinnangute. Gaasivoolude modtmisseade voimaldab samaaegselt moota Oz ja CO-
gaasivoolusid ning hinnata reduktiivset joudu tootvaid (tsitraaditsiikkel) ja tarbivaid protsesse
(hingamisahel) elusas rakus reaalajas. CO> tootmine peegeldab tsitraaditsiikli t66d ja O2
tarbimine hingamisahela t66d.
Rakkude hulga midramiseks moddeti tsiitokroomide b ja ¢ ning tsiitokroom oksiidaasi optilised
neeldumised. Need on hingamisahela ensiitimid, mis neelavad valgust spektri sinises alas. Raku
hingamise tulemused normaliseeriti tsiitokroomide neeldumise maksimumile (418...420 nm).
Optilise neeldumise modtmiseks kasutati spektromeetrilist kera, kuhu asetati klaasketas.
Mootmine toimus neljas etapis:

1. tihi kera,

1. Kkera koos klaaskettal olevate rakkudega,
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2. kera koos klaaskettal olevate rakkudega + 500 ul sd6det,

3. tiihi kera.
Uleliigne soode eemaldati ja klaasketas asetati rakuhingamismasina kambrisse. Klaaskettale
pipeteeriti uuesti 500 ul s6odet, et tagada piisav niisutus. Kamber suleti ning kambris siilitati
tihtlane temperatuur (37°C), normoksiline hapniku kontsentratsioon ja niiskustase.
Baashingamise jaoks teostati viis modtmistsiiklit, kus iga tsiikkel kestis 5 minutit. Pérast
viiendat tsiiklit voeti klaasketas kambrist vélja, iileliigne so0de eemaldati ning lisati vastavalt
kas resasuriini (10 uM/ 50 uM), DNP-d (25 uM) voi piiruvaati (3 mM) sisaldav tdissdode.
Seejarel moddeti kaheksa tsiiklit, iga tsiikkel kestis taaskord 5 minutit.
Rakukultuuri katsed, optilise neeldumise mddtmised ning s66tme vahetused teostas t66 autor,
gaasivooludega seotud mdotmised ning vastava andmeanaliilisi teostas taimefiisioloogia

spetsialist Hillar Eichelmann. Joonis 3 tulemused on teostatud koos Hans Vellamaga.

2.3 Tulemused

2.3.1 Hingamisahela ja tsitraaditsiikli inhibitsioon VHL-puudulikes neerurakkudes

Raku hingamise iseloomustamiseks kasutati unikaalset masinat, mis vOimaldab jilgida
samaaegselt reduktiivset joudu tootvate (tsitraaditsiikkel, CO2 voolu mddtmine) ja tarbivate
(hingamisahel, O2 voolu modtmine) protsesside tasakaalu. VHL puudulikes neerurakkudes,
kus esineb HIF-1 iileekspressioon, oli tdissootmes oluliselt madalam O tarbimine ja CO:
eraldumine vorreldes MT rakkudega. See viitab VHL puudulike rakkude tsitraaditsiikli ja
hingamisahela madalamale aktiivsusele vorreldes MT rakkudega. Jargmiseks tehti katsed
tingimustes, kus siisinikuallikaks oli ainult gliikkoos voi glutamiin. Glutamiini véljajdtmine
sO0tmest vihendas hingamist mdlemas genotiiiibis umbes 50% vorreldes tdissodtmega. Samas
gliikoosi viljajatmine tdstis hingamist VHL-puudulikkes rakkudes ja vihendas MT rakkudes.

Selle tulemuseks oli sarnane hingamise aktiivsus mdlemas genotiilibis (Joonis 3 A-B).
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Joonis 3. Hingamisaktiivsus tdissd6tmes ning gliikoosi v3i glutamiini vabas so6tmetes MT ja VHL puudulikes
neerurakkudes moddetud CO> ja O voolude pdhjal. Joonistel on toodud keskmine + standardmdéteviga (SEM).
Tulemused analiiiisiti paaritu t-testiga koos Welchi korrektsiooniga. Grupi suurus on nédidatud tulpade peal
numbritena. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ****P<0.0001.

2.3.2 VHL puudulikes neerurakkudes esineb gliikoosist soltuv reduktiivne stress

Uks t66 hiipoteesidest oli, et tsitraaditsiikli supressioon vdib viia kdrgema reduktiivse stressini
VHL puudulikes rakkudes. Saadud tulemused néditasid, et VHL puudulikes rakkudes on
tdissootmes 2-4 korda kdrgem NADH/NAD™ suhe vdrreldes MT rakkudega. See efekt on
gliikkoosist sdltuv, kuna gliikkoosi eemaldamine taastas VHL-puudulikes neerurakkudes
NADH/NAD" suhte. Rotenooni, mis inhibeerib hingamisahela kompleks I t66d ja NADH —
NAD" reaktsiooni, kasutati negatiivse kontrollina (Joonis 4A). Rotenoon tdstis NADH/NAD*
suhet MT rakkudes. Saadud tulemused viitavad asjaolule, et VHL puudulikes rakkudes esineb

reduktiivne stress.
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Joonis 4. NADH/NAD* suhe MT ja VHL puudulikkes neerurakkudes tdisso6tmes, glitkoosi vabas so6tmes (4 h)
voi pliruvaadi (3 mM, 4h), resasuriini (50 uM, 1h) ning DNP (25 uM, 1h) lisamise korral. Rotenooni (0.5 uM, 1h)
kasutati negatiivse kontrollina. Joonistel on toodud keskmine + standardmddteviga (SEM). Tulemused analiiiisiti
tihefaktorilise ANOVAga (dispersioonanaliiiis). Kui ANOVA oli statistiliselt oluline, rakendati Tukey’s (HSD)
post hoc testi, et kontrollida millised grupid ja mis suunas omavahel erinevad. Grupi suurus on ndidatud tulpade
peal numbritena. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001, ns - mitteoluline

2.3.3 Piiruvaat ja resasuriin vihendavad reduktiivset stressi VHL-puudulikes

neerurakkudes

Selleks et teada saada, kas VHL KO rakkude korgemat reduktiivjoudu on voimalik vihendada,
kasutati kolme erinevat reagenti. Nendeks olid DNP, piiruvaat ja resasuriin, mis on voimelised
vihendama rakusisest NADH/NAD™ suhet 14bi erinevate toimemehhanismide. NADH/NAD*
suhte mddtmine nditas, et piiruvaat ja resasuriin vihendasid NADH/NAD™ suhet VHL-
puudulikes rakkudes vdrreldes kontrolliga. DNP mdju NADH/NAD™ suhtele ei olnud
statistiliselt oluline (Joonis 4 A-B).

Reduktiivjou vdhenemist kinnitas ka hingamisaktiivsuse mddtmine, kus piiruvaadi, DNP voi
resasuriini lisamine suurendas O tarbimist ja CO eraldumist VHL puudulikes rakkudes
vorreldes MT rakkudega (Joonis 5 A-F). See mdju oli eriti selgelt vdljendunud 3 mM piiruvaadi
ja 10 puM resasuriini lisamisel. Saadud tulemused nditavad, et piiruvaat ja resasuriin

viahendavad reduktiivset stressi VHL puudulikes rakkudes.
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Joonis 5. Hingamisaktiivsus MT ja VHL puudulikes neerurakkudes mdddetud CO; ja O, voolude pohjal, kui
s66tmesse on lisatud piiruvaat (3 mM) (A-B), DNP (25 uM) (C-D) vdi resasuriin (10 uM ja 50 uM) (E-F).
Joonistel on toodud keskmine + standardmddteviga (SEM). Tulemused analiidisiti kas paaritu t-testiga koos
Welchi korrektsiooniga (A-D) vdi iihefaktorilise ANOV Aga (dispersioonanaliiiis) (E-F). Kui ANOVA oli
statistiliselt oluline, rakendati Tukey’s (HSD) post hoc testi, et kontrollida millised grupid ja mis suunas
omavahel erinevad. Grupi suurus on néidatud tulpade peal numbritena. *P<0.05, **P<0.01

2.4. Arutelu

Kaelin (2002) ning Bouthelier ja Aragonés (2020) toovad vélja, et VHL-puudulikes rakkudes
esineb ka normaalse hapniku taseme juures mitmeid metaboolseid muutuseid, mis tavapéraselt
toimuvad hiipoksia tingimustes. Kooskdlas varasemate tulemustega (Favier jt., 2009; Hakimi

jt., 2016; Shuch jt., 2013), mis on saadud VHL puudulike kasvajate uurimisel, néitavad
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kédesoleva t66 tulemused, et VHL-puudulike neerurakkude metabolism on nihkunud aeroobse
gliikoltilisi suunas. Seda iseloomustab vdhenenud hapniku tarbimine ja siisihappegaasi
tootmine. Kéesolev t06 uudsus tuleb vélja leius, et VHL puudulikkus on seotud gliikoosist
tingitud reduktiivse stressiga. Reduktiivset stressi VHL puudulikes neerurakkudes hinnati 14bi
NADH/NAD* suhte, mis ccRCC mudelis on tdusnud. Vihenenud hingamine ja suurem
NADH/NAD?* suhe lubab oletada, et ETA ei ole voimeline elektrone vastu votma, kuna enamus
raku NADH-st tarbitakse just mitokondris (Zhao jt., 2011).

Gliikoos ja glutamiin on olulised siisinikuallikad raku ainevahetuses. Nende eemaldamine
sO0tmest voimaldab hinnata glitkoosi voi glutamiini panust tsitraaditsiiklisse ja ETA-sse.
Téissootmes (s66tmes, kuhu on lisatud nii glutamiin kui gliikoos) hingasid VHL-puudulikud
neerurakud oluliselt vihem kui MT neerurakud. Uhtlasi oli nendes rakkudes tdusnud ka
NADH/NAD" suhe. See-eest glutamiini eemaldamine s66tmest (sodtmes on ainuke
stisinikuallikas gliikoos) vdhendas hingamist mdlemas genotiilibis umbes 50% vdrreldes
tdissootmega. Saadud tulemuste pdhjal voib jéreldada, et HKCS8 neerurakud ei ole voimelised
glilkoosi tsitraaditsiiklisse siseneva siisinikuallikana markimisvairselt kasutama ning
kasutavad oma ainevahetuses olulisel méairal glutamiini. Vaatamata sellele, et VHL puudulikes
rakkudes on gliikoosi transport, gliikoliiiitilised enstiimid ja gliikoliiiis tlesreguleeritud,
takistab PDK1 aktivatsioon piiruvaadi sisenemist tsitraaditsiiklisse (lkeda ja Kakeya, 2021).
Glutamiin ei panusta ainult tsitraaditsiikli toimimisse 1dbi glutamiin — glutamaat — a-
ketoglutaraat raja ning selle kaudu redutseerivate ekvivalentide tootmisesse. Glutamiin on
oluline ka rasvhapete siinteesis, mis toetavad vdhirakkude kasvu. Ka Altman jt (2016) toovad
vélja, et vahirakkudes, kus HIF-1 on Kkonstitutiivselt aktiivne, on glutamiin peamine
stisinikuallikas rasvhapete siinteesil. Praeguseni ei ole teada kas ja kuidas mojutab reduktiivne
stress VHL puudulikes rakkudes rasvhapete siinteesi, mis on tulevikus {iks vdimalik

uurimissuund.

Gliikoosi eemaldamine sodtmest (sd0tmes on ainuke siisinikuallikas glutamiin) suurendas
hingamist (CO2 ja O2) ja vihendas reduktiivset stessi (NADH/NAD™ suhe) VHL puudulikes
rakkudes ning mdodetud parameetrid sarnanesid MT rakkudele. See tulemus tekitab kiisimuse,
et kui tdissootme ja glutamiiniga sd6tme ainuke erinevus on gliikkoosi sisaldus, siis kuidas
panustab gliikkoos hingamisse ja reduktiivse stressi tekkesse? Glitkoosi panus reduktiivsesse
stressi viitab korgemale reduktiivsele stressile just tsiitosoolis, kus leiab aset gliikoosi

metabolism. Kuna mitokondri sisemembraan on ldbimatu NADH-le, siis on tsiitosooli ja
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mitokondri NAD(H) varud omavahel iihendatud stistik-mehhanismide kaudu. Selleks, et
gliikoliitis saaks toimida, vajab GAPDH (gliitseeraldehiitid-3-fosfaadi dehiidrogenaas)
tstitosoolis NAD™-i. Esiteks toimub NADH oksiidatsioon tsiitosoolis MDHI1 (malaadi
dehiidrogenaas 1) kaudu, mis on MAS siistiku komponent (Hanse jt., 2017). Teiseks vahendab
seda GPDI1 (gliitserool-3-fosfaat dehiidrogenaas 1), mis on G3PS siistiku komponent (Ou jt.,
2006). MAS ja G3PS vahendavad redutseerivate ekvivalentide transporti NADH kujul 14bi
mitokondri membraani. Selle tulemusena regenereeritakse tsiitosoolset NAD™-i, mida
kasutatakse gliikoliiiisis, ja ETA saab omakorda kasutada gliikoliiiisi kdigus toodetud NADH-
d. Selleks, et NADH ei kuhjuks tsiitosoolis, kasutab rakk kas eelpool nimetatud siistikuid voi
LDH-d. LDH reaktsiooni kéigus toodetakse piiruvaadist laktaat vahekorras iiks iihele. Ka
reaktsioonis vajalik NADH okstideeritakse NAD"-ks iiks iihele. Kui gliikoliiiisis tekkinud kaks
NADH-d oksiideeritakse ainult 1ibi LDH, siis kasutatakse selle reaktsiooni tulemusena dra
molemad tekkinud piiruvaadi molekulid, mistdttu puudub vaba piiruvaat ja NADH, mis saaksid
siseneda tsitraaditsiiklisse ja hingamisahelasse. NADH oksiideerimine LDH poolt taastoodab
NAD"-i, mis on vajalik gliikoliilisi toimimiseks. See vdimaldab gliikoliiiisil hingamisahelast
soltumatult edasi toimida ja toota ATP-d. See-eest siistikud tagavad NAD(H) transpordi ja
tsitraaditsiikli t60, kuna piiruvaat saab siseneda tsitraaditsiiklisse. Jargnevad reaktsioonid
illustreerivad produktide teket: 1) Glilkoos — 2 Laktaat = 0 NADH-d + 2 ATP-d, 2) Gliikoos
— 2 Piiruvaati = 2 NADH-d + 2ATP-d. Suure tdendosusega tekitab gliikkoos kdrge reduktiivse
stressi tsiitoplasmas, mis omakorda redutseerib 1dbi siistik-mehhanismide dra mitokondri. Seda
hiipoteesi toetavad tulemused, kus VHL puudulikes rakkudes gliikoosi eemaldamine,
pliruvaadi vOi resasuriini lisamine, mis kdik avaldavad toimet tsiitoplasmas, suurendavad
hingamist ning vihendavad reduktiivset stressi. Meie t60grupi esialgsed andmed nditavad, et
toendoliselt toimib resasuriin ennekdike just tslitoplasmas. Seetdttu on pdhjust arvata, et
suunates rakud tarbima NADH-d on vdimalik VHL-puudulikes rakkudes normaliseerida
NADH/NAD" suhe ja vabastada mitokonder (tsitraaditsiikkel ja ETA) inhibitsiooni alt. Kuidas
gliikoos pohjustab mitokondri reduktsiooni ning kuidas gliikoliiis mojutab hingamist on
lahtised kiisimused, mida on edaspidi vOimalik uurida kasutades MAS ja G3PS radade

inhibiitoreid.

Kuna VHL puudulikkus tekitab olukorra, kus HIF-1 on pidevalt aktiivne, siis on piiruvaadi
sisenemine tsitraaditsiiklisse vdhenenud. IImselt leevendab piiruvaat tsiitosooli reduktiivset
stressi 1dbi piiruvaat — laktaat reaktsiooni, kus NADH oksiideeritakse NAD™-iks.

Transportides laktaati rakust vélja sootmesse, vabaneb rakk iileliigsest reduktiivsest joust.
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Suure tdendosusega vabastab see tsitraaditsiikli pidurduse alt ja taastub elektronide liikumine

ETA-s.

Piiruvaadi efekt ja ETA inhibitsioon on seletatav ka alternatiivse teooriaga, kus kompleks I
atsetiileerimine viib ETA pidurduseni. Tavatingimustes konverteeritakse piiruvaat atsetiiiil-
CoA-ks, mis siseneb tsitraaditsiiklisse. Teadaolevat viahendab kdrge NADH tsitraaditsiikli
aktiivsust (millele viitavad ka kédesoleva t66 tulemused) ning selle tulemusena kuhjub atsetiitil-
CoA. Seda atsetuiiilrithma kasutatakse, et atsetiileerida mitokondri enstiiime. Atsetiileerimine
inhibeerib nende t66d. Néiteks Sirt3 (Sirtuin 3) on deatsetiilaas, mis eemaldab mitokondri
ensiitimidelt atsetiililriihma ja taastab nende aktiivsuse. Korge NADH inhibeerib Sirt3 t66d
(Cortés-Rojo jt., 2020; Hirschey jt., 2011; Zhang jt., 2021). Seega viib atsetiiiil-CoA ja NADH
tasemete tous olukorrani, kus mitokondriaalsed ensiiimid on atsetiileeritud ja nende t60
inhibeeritud. Varasemad tulemused niitavad, et lilekaalulisus (nt tingitud gliikkoosirikka toidu
tarbimisest) pohjustab kompleks I inhibitsiooni, kuna see on atsetiileeritud (Zamora-Mendoza
jt., 2018). Kuivord kompleks I on peamine ETA komponent, mis oksiideerib NADH NAD*-
iks ja aitab taastada NADH/NAD" tasakaalu, siis selle inhibitsioon tdstab NADH/NAD™ suhet
ja suurendab reduktiivset stressi (Korge et al., 2016). Tekib positiivne tagasiside ahel, kus
korge NADH pdhjustab kompleks 1 atsetiileerimise, mis omakorda tdstab NADH-d. VHL
puudulikes neerurakkudes vihendab piiruvaat tsiitosooli NADH taset, selle tulemusena
viheneb ka mitokondri redutseeritus. See omakorda viib potentsiaalselt Sirt3 aktivatsioonini,
mis deatsetiileerib ja aktiveerib mitokondri ensiilimid. Seega oleks kdesoleva uurimistoo
tulemustest ldhtuvalt huvitav edaspidi teada saada, kas VHL puudulikes rakkudes on
mitokondriaalsed ensiilimid atsetiileeritud ning kuidas mojutab piiruvaadi lisamine

atsetiileeritust ja Sirt3 taset.

DNP on “lahutaja” voi “lihistaja” (inglise keeles uncoupler). Lahutajad on lipiidides
lahustuvad ndrgad happed, mis kannavad prootoneid voi tekitavad prootonite liikumise
vOimaluse ldbi membraani tagasi mitokondri maatriksisse ja sellega védhendavad
prootongradienti. Selle tulemusena peab rakk kasutama rohkem NADH-d, et taastada
prootongradienti. Antud t66 tulemused niitavad, et DNP suurendab VHL-puudulike
neerurakkude hingamist, kuid ei vihenda reduktiivset stressi. Need tulemus viitavad sellele, et
prootonite litkumine 1dbi mitokondri sisemembraani ei ole piisav, et vihendada reduktiivset

stressi. See paistab omakorda viitavat voimalusele, et VHL-puudulikes rakkudes on ETA
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pidurdus eelkdige realiseerunud komplekside I-1V tasemel, mistSttu puudub prootongradiendi

manipuleerimisel statistiliselt oluline moju raku hingamisele.

VHL silindroom on ténaseni ravimatu haigus. Seda pddevatel inimestel on oluliselt lithem
keskmine eluiga kui iildpopulatsioonil. Antud uurimistd6 laiendab praegust arusaama VHL
puudulike neerurakkude metabolismist ning annab sisendit edasiste teemade uurimisse.
Reduktiivset stressi seostatakse mitmete muude patoloogiliste protsessidega nagu oksiidatiivne
stress, insuliinresistentsus ja rasvhapete puudulik ainevahetus (Cortés-Rojo jt., 2020; Xiao ja
Loscalzo, 2020). Too kidigus selgus, et reduktiivse stressi vihendamine suurendab VHL
puudulike neerurakkude hingamist. Reduktiivse stressi terapeutiline tdhtsus ccRCC puhul on
tulevaste uuringute teema. Arvatavasti vdimaldab NADH/NAD™ suhte vihendamine ccRCC
korral suurendada mitokondriaalset hingamist. See voib olla terapeutiliselt kasulik, kuna
suunab kasvaja metabolismi vdihem pahaloomulise metaboolse profiili suunas (nt eemale

aeroobsest gliikoliiiisist).
Antud uurimist66 tulemustest vaib jareldada, et:

1) VHL puudulikes rakkudes on tsitraaditsiikkel ja ETA vidiksema aktiivsusega;

2) VHL puudulikes rakkudes esineb reduktiivne stress, mis véljendub kdrgemas
NADH/NAD?* suhtes ja vihenenud hingamisaktiivsuses;

3) VHL puudulikes rakkudes on reduktiivne stress ja hingamise aktiivsus gliikoosist
soltuvad;

4) Reduktiivset stressi on voimalik vdhendada gliikkoosi eemaldamisega ning kasutades

pliruvaati voi resasuriini.
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KOKKUVOTE

Antud uvurimistdo kéigus selgus, et VHL-puudulikel neerurakkudel on nii tsitraaditstikkel kui
hingamisahel vidiksema aktiivsusega vorreldes MT neerurakkudega. Sellele viitavad CO3
eraldumise (reduktiivjoudu tootvad protsessid) ja Oz tarbimise (reduktiivjoudu tarbivad
protsessid) mootmised. Kui rakus on palju NADH-d, siis inhibeeritakse tsitraaditsiikkel, et
reduktsioon veel suuremaks ei ldheks. Seega oli t60 iiks eesmirk hinnata, kas VHL-puudulikes
rakkudes esineb reduktiivset stressi. Saadud tulemused niitavad, et VHL-puudulikkes
rakkudes esineb reduktiivne stress, mis viljendus tdiss6otmes 2-4 korda korgema
NADH/NAD" suhtega vorreldes MT rakkudega. Eelmainitud moju oli gliikoosist sdltuv, kuna
glikoosi eemaldamine normaliseeris VHL-puudulikes rakkudes NADH/NAD® suhte.
Korgemat reduktiivjdudu prooviti vihendada ka kasutades piiruvaati, DNP-d ja resasuriini.
Need ained osalevad reaktsioonides, mis tarbivad NADH-d. NADH/NAD" suhte m33tmine
nditas, et piiruvaat ja resasuriin vidhendasid VHL puudulike rakkude NADH/NAD™ suhet
vorreldes kontrolliga, samas DNP mdju NADH/NAD™ suhtele ei olnud statistiliselt oluline.
Reduktiivse stressi vdhendamine (gliikoosi eemaldamine ning piliruvaadi voi resasuriini
lisamine) tostsid VHL puudulike neerurakkude tsitraaditsiikli ja hingamisahela aktiivsusi.
Need tulemused pakuvad vélja uudse ldhenemise kuidas oleks voimalik muuta VHL puudulike

vihkkasvajate metaboolset profiili.
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Reductive stress in VHL deficient renal cells

Andria Hiiva

Summary

Von Hippel-Lindau (VHL) disease is an autosomal hereditary cancer syndrome, caused by
mutations in the VHL gene. Patients suffering from VHL disease develop multiple tumours,
most frequently ccRCC (clear cell renal cell carcinoma). VHL protein has a central role in
hypoxia (oxygen deprivation) response and HIF signalling. Loss of VHL causes a
pseudohypoxic state characterised by accumulation of HIF-1 and up-regulation of hypoxia
related genes. ccCRCC cannot be explained by the effects of HIF signalling alone, and resistance
to conventional therapies necessitates the need for deeper understanding of underlying
mechanisms. Reductive stress is defined as a condition characterised by an increased NADH
to NAD" ratio. It is unclear whether VHL deficient ccRCCs encounter reductive stress. In the
present study human-derived renal proximal tubular cells (HKC-8 cell line) were used as a
model of normal renal cells and their VHL-deficient counterparts as a model for ccRCC.

The results show that VHL deficiency leads to reductive stress characterised by increased
NADH/NAD" ratio, decreased citric acid cycle (TCA) and electron transport chain (ETC)
activities. Reductive stress was alleviated by glucose depletion and supplementation with
pyruvate or resazurin, a redox-reactive agent. This study demonstrates that reductive stress is
a part of the phenotype associated with VHL-deficiency in renal cells and indicates that the
reversal of reductive stress can enhance respiration. The current evidence highlights potential

strategies for altering the metabolic profile of VHL-deficient tumours.
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