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Mikroobikoosluste analiiiisi voimalikkus Eesti jimesoolevihi soeluuringus kasutatavatest

peitvere testi proovidest

Jamesoolevdhk on levinud korge suremusega vidhivorm, mille varaseks tuvastamiseks viiakse
1abi riiklikke sdeluuringuid. Sdeluuringutes kasutatakse peitvere teste, kus patsiendi viljaheitest
mdddetakse peitverd, mis on jadmesoolevihi esinemise tunnuseks. Samas on arvukad uuringud
ndidanud, et jimesoolevédhki pddevatel inimeste soole mikroobikooslus erineb tervete inimeste
omast markimisvéadrselt. Lisaks peitverele voiks mikroobide analiilisimine peitvere testi tuubidest
aidata jimesoolevdhki varem ja tdpsemalt tuvastada. Antud t60s piiliti vilja selgitada, kas
peitvere testi tuubidest on vdimalik mikroobikoosluse DNAJ eraldada ning sekveneerida, kui
selle jaoks kasutada modifitseeritud DNA eraldamise protokolli. Katsete kédigus selguski, et
mikroobse koosluse tuvastamine on peitvere testidest voimalik. Tulevikus oleks vaja katsetesse

kaasata suurem valim, et teha statistiliselt olulisi jareldusi.
Mirksonad: mikrobioom, jamesoolevihk, peitvere test, 16S rRNA geeni sekveneerimine
CERCS: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Possibilities for microbiome analysis from fecal occult blood tests used in the screening of

colorectal cancer in Estonia

Colorectal cancer is a form of cancer with a high rate of mortality. National screening programs
are using fecal occult blood tests to diagnose cancer at an early stage. Meanwhile, the gut
microbial community has been shown to be different between colon cancer patients and healthy
controls. Therefore, it would be helpful if both occult blood and microbes could be detected and
analysed using the same test tube to improve colon cancer diagnostics. The aim of the study was
to find out if it was possible to detect microbial DNA from a fecal occult blood test tube if a
modified extraction protocol was used. The experiments showed that the analysis of microbes

was possible. A larger sample size should be included in future studies.
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KASUTATUD LUHENDID

ACS — Ameerika Vihiliit (American Cancer Society)

ATR — ataxia-telangiectasia ja Rad3-ga seotud kinaas (ataxia-telangiectasia and Rad3-related

kinase)

BER - ldimmastikaluse véljaldikereparatsioon (base excision repair)

CIMP — CpG saarekesi metiileeriv fenotliiip (CpG island methylator phenotype)

CIN - kromosomaalne ebastabiilsus (chromosomal instability)

DSB - kaheahelaline katkestus (double-strand break)

EPEC — enteropatogeenne Escherichia coli (enteropathogenic Escherichia coli)
ETBF — enterotoksigeenne Bacteroides fragilis (enterotoxigenic Bacteroides fragilis)
FAP — perekondlik adenomatoosne poliipoos (familial adenomatous polyposis)

FIT — immunohistokeemiline peitveretest (fecal immunohistochemical test)

FOBT - peitveretest (fecal occult blood test, FOBT)

gFOBT - guajakimeetodil pohinev peitveretest (guajac-based fecal occult blood test)
GWAS - iilegenoomne assotsiatsiooniuuring (genome-wide association study)

HCA — heterotsiikliline amiin (heterocyclic amine)

HDI — inimarengu indeks (Human Development Index)

HNPCC - pirilik mittepoliipoosne kolorektaalvahk (hereditary non-polyposis colorectal cancer)
ICL — ahelatevaheline ristside (interstrand cross-link)

iFOBT - immunokeemiline peitveretest (immunochemical fecal occult blood test)
MAP — MUTYH-seoseline poliipoos (MUTY H-associated polyposis)

MAPK — mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas (mitogen-activated protein kinase)



MMR — DNA valepaardumiste parandamine (DNA mismatch repair)

MSI — mikrosatelliitide ebastabiilsus (microsatellite instability)

NOC — N-nitrosoiihend (N-nitroso compound)

NRPS — mitteribosomaalne peptiidisiintetaas (nonribosomal peptide synthetase)
OTU - operatiivne taksonoomiline liksus (operational taxonomic unit)

PJS — Peutzi-Jeghersi stindroom (Peutz-Jehgers syndrome)

PKS - poliiketiidi siintetaas (polyketide synthetase)

ROS - reaktiivsed hapnikuiihendid (reactive oxygen species)

SNP — iihenukleotiidiline poliimorfism (single nucleotide polymorphism)

Treg — regulatoorne T-rakk (regulatory T-cell)



SISSEJUHATUS

Kolorektaalvdahk ehk jdmesoolevihk on iiks levinumaid vdhivorme maailmas, olles
esinemissageduselt teiste vihivormide seas kolmandal ning véhisurmade arvu poolest neljandal
kohal (Arnold et al., 2017). Epidemioloogiliste uuringute pdhjal ennustatakse, et aastaks 2030
voib vihijuhtude arv lddnepirase elustiili ning rahvastiku iildise vananemise tottu tousta 60%
vorra (Krigul et al., 2021). Vihi tekke riskifaktoriteks on lisaks geneetilistele eeldustele ka paljud
elustiilist ning keskkonnast tulenevad tegurid. Erinevates uuringutes on selgunud, et pohilisteks
mittegeneetilisteks riskifaktoriteks jamesoolevihi puhul on iilekaalulisus ning passiivne elustiil,
suitsetamine, suurenenud alkoholitarbimine ning samuti kiudainetevaene ja palju rafineeritud
suhkruid ning eeltdddeldud (liha)toite sisaldav ,lddneparane* dieet (Sawicki et al., 2021). Lisaks
sellele médngivad riskiteguritena rolli ka inimese sugu (on leitud, et meestel on suurem tdendosus
kolorektaalvdhki haigestuda), vanus ning ka sotsiodkonoomiline staatus — tile 2/3 koigist
maailmas tuvastatud jamesoolevihi juhtudest ning 60% selle pdhjustatud surmadest esinevad
just korgelt arenenud riikides (Arnold et al., 2017, Dekker et al., 2019). Tdendoliselt ongi selle
pohjuseks nendes piirkondades levinud lddnepérane elustiil ja toitumisharjumused ning vananev
rahvastik, nagu eelnevalt mainitud. Arvukad wuuringud on ndidanud, et jdmesoolevéhki
pddevate inimeste soole mikroobikooslus erineb tervete inimeste omast mérkimisvaérselt ning
nende véljaheiteproovidest on tuvastatud bakteriperekondi ja -litke, mida tervetel inimeste
proovides iildiselt ei esinegi. See annab pdohjust jareldada, et soole mikrobioomi analiiiisimine on
oluline etapp jdmesoolevihi varase tuvastamise protsessis.

Kéesolevas t00s piiliti vélja selgitada, kas peitvere testi tuubidest on vdimalik
mikroobikoosluse DNAd eraldada ja kooslust tuvastada, kasutades selleks 16S rRNA geeni
V3-V4 piirkondade sekveneerimist. Tulevikus voiks eelistatult {ihest ja samast peitvere testist
eraldada nii mikrobiaalset DNA-d kui ka peitverd parandades nii véhidiagnostikat.
Bakalaureusetd on valminud geenitehnoloogia bakalaureusedppekava raames Tartu Ulikooli
loodus- ja tippisteaduste valdkonna genoomika instituudi Eesti geenivaramu teaduskeskuse
mikrobioomika uurimisgrupis. T66 metoodilise osa katsed viidi ldbi Tartu Ulikooli loodus- ja
tappisteaduste valdkonna molekulaar- ja rakubioloogia instituudis biotehnoloogia dppetoolis

aastal 2019.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kolorektaalvihk

1.1.1. Haiguse kirjeldus ja riskifaktorid

Kolorektaalvidhk ehk soolevihk on jimesoole voi kdérsoole epiteelist alguse saanud vidhkkasvaja,
kirjanduses kisitletaksegi neid iildiselt eelmainitud tihise nimetuse all. Kolorektaalvidhk on teiste
vihivormide seas maailmas esinemissageduselt kolmandal ning vihisurmade arvu jérgi neljandal
kohal (Arnold et al., 2017). Statistika nditab, et meestel on suurem risk kolorektaalvdhki
haigestuda, samuti suureneb vihirisk tildiselt vanusega (Dekker er al., 2019). Nagu teistegi
vihivormide puhul, on kolorektaalvdhi tekkimise risk suurem, kui selleks on geneetilised
eeldused. Inimesel, kelle perekonnas pole soolevihki esinenud ja kes on iile 50 aasta vana, on
soolevihki haigestumise risk 5-6%. Samas tduseb risk 20%-ni, kui inimese ldhisugulasel on
kolorektaalvihk esinenud (Mikita ef al., 2012). Haiguse kujunemisel méngivad rolli ka erinevad
keskkonnategurid. Palju on uuritud nditeks punase liha tarbimise seost soolevihi tekkega
(Slattery et al., 1998; Chan et al., 2011). Punase liha kantserogeenset mdju seletatakse nii
heterotstikliliste amiinidega (heterocyclic amines, HCA), mis tekivad liha kuumutamisel korgel
temperatuuril, kui N-nitrosotihendite (N-nitroso compound, NOC) tekkega jimesooles (Chan et
al., 2011). Paljud NOC-d liigituvad kantserogeensete ainete alla ning need tekivad siis, kui
jamesoolebakterid dekarboksiileerivad liha so0mise tagajirjel jdmesoolde joudvaid
aminohappeid nitroseeriva iithendi juuresolekul (Bingham, Hughes and Cross, 2002). Punases
lihas sisalduv heem toimib rauaallikana soolebakterite nitraadireduktaasile, mis omakorda
mingib suurt rolli NOC tootmises (Cross, Pollock and Bingham, 2003). On ka leitud, et
suhkrurikaste ja rafineeritud toitude tarbimine suurendab soolevihi riski (Slattery et al., 1998).
Riskifaktoritena kasitletakse ka suitsetamist, suurenenud alkoholitarbimist ja rasvumist (Botteri

et al., 2008; Kyrgiou et al., 2017; Dekker et al., 2019).

1.1.2. Levimus maailmas ja Eestis

Kolorektaalvdhi juhtumid moodustavad iile maailma koigist diagnoositud véhijuhtumitest 10.2%
ning enamasti on see levinud korge inimarengu indeksiga (Human Development Index, HDI)

riikides (Bray et al., 2018). Erinevate prognooside jirgi kasvab kolorektaalvdhi iilemaailmne



koormus 2030. aastaks ligikaudu 60%, tuues kaasa 2,2 miljonit uut haigusjuhtu ja 1,1 miljonit
vihisurma (Arnold et al., 2017). Kolorektaalvéhi iilemaailmne levimus varieerub piirkonniti
iisna laialt ning haigust saab kasutada sotsiaalmajandusliku arengu néitajana, kuna véhijuhtumite
arv touseb {ildiselt koos HDI kasvamisega (Bray ef al., 2018). Samas on ndha ka trendi, kus
korge HDI-ga riikides (nditeks USA-s, Jaapanis ning Prantsusmaal) on nii kolorektaalvihi
esinemine kui selle pohjustatud surmajuhtumite arv hoopis languses (Arnold et al., 2017; Bray et
al., 2018). Kuigi pole tépselt teada, mis selliseid langustrende pdhjustab, tuleneb see tdenidoliselt
osaliselt sellest, et korgelt arenenud riikides avastatakse vahki liha varem ja suudetakse seda ka

edukamalt ravida ja ennetada (Arnold et al., 2017).

Kuigi iildiselt seostatakse soolevéhi suuremat riski vanuse kasvamisega, siis on viimastel aastatel
tousutrendis kolorektaalvdhi esinemine just noorte inimeste seas (Vuik et al., 2019). Euroopa
ritkides kasvas aastatel 2004-2016 soolevéhi haigusjuhtumite arv 20-29-aastaste inimeste seas
aastas keskmiselt 7,9%, kusjuures aastatel 1990-2004 oli sama niitaja vaid 1,7% aastas (Vuik et
al., 2019). Samas uuringus ndidati kolorektaalvdhi esinemise kasvutrendi ka 30-39-aastaste ning
40-49-aastaste inimeste seas, kuid kasvutrend oli kdige drastilisem just noorimas vanusegrupis.
Kuigi tousutrendi pdohjused on teadmata, mingib sealjuures tdendoliselt rolli {iha kasvav
iilekaaluliste noorte hulk (Vuik ef al., 2019). Kuigi erinevaid faktoreid on ilmselt veel vaja
uurida, siis on korrelatsiooni tlilekaalulisuse ning kolorektaalvéhi juhtumite kasvu vahel ndidatud
nditeks Kanada noorte tdiskasvanute seas (Patel ja De, 2016). Samuti vdivad vdhijuhtude kasvu

noorte seas pohjustada suitsetamine, alkoholi tarbimine ja vidhene fiiiisiline aktiivsus (Vuik et al.,

2019).

Eestis diagnoositakse iga aasta umbkaudu 900 kolorektaalvdhi esmasjuhtu, paigutades selle nii
naiste (12% koigist véhijuhtudest) kui ka meeste (11% kdigist vihijuhtudest) puhul
esinemissageduselt kolmandale kohale (Mikita et al., 2012, Innos et al., 2018). Eestis on
esmashaigestumine koige korgem {lile 70-aastaste seas ja nditeks 2011. aastal oli PShja-Eesti
Regionaalhaiglas esmakordselt vihiga haiglaravil 329 patsienti, kelle keskmine vanus jii 69,9
aasta juurde (Ménnik et al., 2014). Eestis sureb kolorektaalvidhki aastas ligikaudu 400 inimest ja
diagnoosiga patsiendi elumus on umbes 40% (Mikita et al., 2012). Nagu ka teiste vahitiilipide
puhul, varieerub patsiendi ellujidimise tdendosus vastavalt haiguse arengustaadiumile ning on

suurim, kui vihk avastatakse algstaadiumis. Eestis esinevatest kolorektaalvihi esmasjuhtudest on



ligikaudu 40% algstaadiumis, 27% patsientidest esinevad juba ka kaugmetastaasid (Ménnik et

al., 2014).

1.1.3. Patogenees

Kolorektaalvdhi areng on mitmeetapiline protsess ning enamik vihkkasvajaid kujuneb vilja
sooleepiteeli diisplastilistest poliilipidest (Ménnik et al., 2014; Dekker et al., 2019; Johnston and
Carey, 2020). Ligikaudu 40,5%-1 arenenud riikide rahvastikust esineb elu jooksul iiks vdi enam
jame- vO1 pérasoole adenoomi, kuid ainult 5-6%-l patsientidest kujuneb vilja vdhkkasvaja
(Ménnik et al., 2014). Kuigi tegu on kompleksse haigusega, mille puhul on teada erinevaid
klassifikatsioone, siis joonistub kolorektaalvéhi patogeneesis vilja kolm pohilist mehhanismi
(Joonis 1), mille aluseks on vdetud genoomis esinevate kordusjirjestuste ehk mikrosatelliitide
ebastabiilsus. Suurem osa ehk 70-90% véhkkasvajatest progresseeruvad traditsioonilise
adenoomi-kartsinoomi jada jérgi (adenoma-carcinoma sequence), 10-20% juhtudest saavad
alguse sakilise servaga adenoomidest ja 2-7% vihijuhtudest kujunevad vélja mikrosatelliitide
ebastabiilsuse tulemusel (Dekker et al, 2019). Adenoomi-kartsinoomi jada iseloomustab
normaalse vOi diisplastilise sooleepiteeli samm-sammulist arenemist vihkkasvajaks (Leslie et al.,
2002). Sellise kujunemismustriga vihkkasvajatele on iseloomulik kromosomaalne ebastabiilsus
(chromosomal instability, CIN), mis voib avalduda muutustena kromosoomide arvus ja/voi
iilesehituses (Miiller, Ibrahim and Arends, 2016). Tavaliselt algab CIN fenotiilibi
vialjakujunemine mutatsiooniga apc (adenomatous polyposis coli) geenis, millele jargneb RAS
aktivatsioon vOi tuumorsupressori TP53 funktsiooni kadumine (Dekker et al., 2019).
Normaaltingimustes moodustab multifunktsionaalne APC valk tsiitoplasmas kompleksi
B-kateniiniga ning margistab selle lagundamiseks (Fodde et al., 2001). Selle funktsiooni
kadumisel suureneb tsiitoplasmas [-kateniini hulk, mis rakutuuma liikumisel interakteerub
transkriptsioonifaktoritega ning reguleerib seeldbi muuhulgas rakkude jagunemist,
diferentseerumist ning apoptoosi (Jazi and Najafi, 2017). Lisaks on APC oluline ka
kromosoomide normaalseks lahknemiseks mitoosi kdigus (Fodde et al., 2001). RAS aktivatsioon
kdivitab rakkudes mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi (mitogen-activated protein kinase,
MAPK) signaalraja, mis toob kaasa rakujagunemise intensiivistumise ja vdhendab apoptoosi

(Ahlquist et al., 2008).



A

B

Adenoma-carcinoma pathway
(70-90%)

Serrated neoplasia pathway
(10-20%)

Microsatellite instability
(2-7%)

FAP Sporadic Traditional Sessile Lynch syndrome
serrated serrated
Germline APC KRAS and BRAF Germline mytation in MMR
APC mutation BRAF mutation genes
mutation mutation
KRAS and MGMT MSH2,6
BRAF
SMAD4 MLH1 MLH1,3
TP53 cIMp PMS2,6
h 4 h 4 h 4 h 4 h 4

Microsatellite instable
colorectal cancer

Microsatellite stable colorectal Microsatellite stable and
cancer instable colorectal cancer

Joonis 1. Kolorektaalvihi jaotumine.

Kodige sagedasemini esineva vdhivormi ehk adenoomi-kartsinoomi jada puhul arenevad vilja
vihkkasvajad, mille genoomi mikrosatelliidid on stabiilsed (Joonis 1A). Sakilise servaga
adenoomide kujunemine (Joonis 1B) algab tihti mutatsioonidega braf voi kras geenides ning
nende edasine areng toimub tuumorsupressorgeenide metiileerimise tagajéarjel (CpG saarekesi
metiileeriv fenotiilip [CpG island methylator phenotype, CIMP]). Soltuvalt sellest, milliseid
geene selles protsessis epigeneetiliselt vaigistatakse, vdivad 10puks vilja areneda nii stabiilsete
kui ebastabiilsete mikrosatelliitidega kasvajad. Mikrosatelliitide ebastabiilsust (microsatellite
instability, MSI) pohjustavad DNA parandusmehhanismidega seotud geenide mutatsioonid
(Joonis 1C), mis on iseloomulikud ka Lynchi siindroomile. Erinevat tiilipi kasvajate
véljaarenemise mehhanismides esineb ka kattuvusi. Lisaks ei ole eriti palju infot traditsiooniliste
sakilise servaga neoplastiliste poliiiipide kohta, kuid neid késitletakse sellegipoolest

eraldiseisvana (Dekker ef al., 2019).
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Ligikaudu 15-30% koigist kolorektaalvdhi juhtudest on perekondliku taustaga (Mikita et al.,
2012). Piriliku kolorektaalvédhi koige levinumad vormid jagunevad neljaks: Lynchi siindroom
ehk périlik mittepoliipoosne kolorektaalvihk (hereditary non-polyposis colorectal cancer,
HNPCC); perekondlik adenomatoosne poliipoos (familial adenomatous polyposis, FAP);
MUTYH-seoseline poliipoos (MUTYH-associated polyposis, MAP) ning Peutzi-Jeghersi
siindroom (Peutz-Jehgers syndrome, PJS) (Mikita et al., 2012).

HNPCC on dominantselt pidranduv autosoomne véhisiindroom, mis moodustab ligikaudu 3%
koigist pdériliku  kolorektaalvdhi juhtudest ning seda kandvate patsientide eluaegne
kolorektaalvdhi risk on 80% (Mecklin et al, 1994; Carethers, 2016). Lynchi siindroomi
pohjustavad mutatsioonid DNA valepaardumiste parandamisega seotud geenides (DNA
mismatch repair, MMR), mis peaksid korrektselt toimides dra hoidma muteerunud DNA
edasikandumise tiitarrakkudesse ning samuti takistama rakujagunemist (Mikita et al., 2012;
Carethers, 2016). Mutatsioonid MMR geenides takistavad DNA parandusmehhanismide
normaalset toimimist ja pdhjustavad sellega MSI kasvajarakkudes (Peltomaki and Vasen, 1997).
MSI tuvastamise uuringutega on voimalik Lynchi siindroomi kahtlusi kinnitada ja ka niiteks
sporaadilisest kolorektaalvéhist eristada, kuna MSI esineb 90% Lynchi siindroomiga patsientidel,

samas kui sporaadilise kolorektaalvdhi puhul on selle osakaal umbes 15% (Mikita et al., 2012).

FAP moodustab koigist kolorektaalvdhi juhtumitest umbes 1% (Vasen et al., 2008). Tegu on
dominantselt piranduva autosoomse siindroomiga, mida pdhjustab mutatsioon APC geenis. Uks
FAP pohilisi kliinilisi siimptomeid on sadade kuni tuhandete adenoomide esinemine inimese
jame-ja kéérsooles juba lapse- ja noorukieas (Petersen, Slack and Nakamura, 1991; Cruz-Correa
and Giardiello, 2003). Kui FAP patsientide seisundit juba varases staadiumis ei tuvastata ega
ravita, kujuneb peaaegu kdigil neist vélja kolorektaalvdhk. Ligikaudu 8% FAP juhtudest on tegu
stindroomi kergema vormiga, mida iseloomustavad vdiksem adenoomide hulk ja vdhkkasvaja
hilisem véljakujunemine (Vasen et al., 2008). Tavaliselt on FAP patsientide sooleepiteeli
poliiiibid vihem kui 1 cm 14bimddduga, lamedad voi varrega ning tubulaarse, tubulovilloosse voi

villoosse histopatoloogiaga (Cruz-Correa and Giardiello, 2003).

MAP on autosoomne retsessiivselt paranduv kolorektaalvdhi vorm, mis sarnaneb fenotiiiibililt
FAP kergema vormiga ning on seetdttu tuvastatav ainult geeniuuringute alusel (Mikita et al.,

2012). MAP pohjuseks on mutatsioonid MUTYH geenis (varasemas kirjanduses kasutatakse ka
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nimetust MYH), mis vastutab DNA reparatsioonisiisteemi, tdpsemalt vigaste nukleotiidide
asendamise mehhanismi (base excision repair, BER) eest (Mikita et al., 2012). BER mingib
viga suurt rolli reaktiivsete hapnikuiihendite (reactive oxygen species, ROS) pdhjustatud DNA
kahjustuste eemaldamisel (Al-Tassan et al., 2002). Naiteks
8-0kso-7,8-dihiidro-2’deoksiiguanosiin (8-0xoG) on oksiidatiivse stressi tagajarjel tekkinud
nukleotiid, mis on suhteliselt stabiilne ning tugeva mutageense potentsiaaliga, sest paardub
kergesti adeniinijddkidega. Selline valepaardumine toob aga parandamata jatmise korral DNA
replikatsiooni  kdigus kaasa G:C—T:A transversiooni (Al-Tassan et al, 2002).
Normaaltingimustes eemaldab DNA gliikosiilaas replikatsiooni kdigus oksiideerunud nukleotiidi
ning asendab selle, MUTYH mutatsioonide korral see mehhanism aga ei kiivitu ning

muteerunud DNA kandub tiitarrakkudesse edasi (Al-Tassan et al., 2002; Mikita et al., 2012).

PJS on autosoomne dominantselt pdranduv siindroom, mida iseloomustavad gastrointestinaalsed
poliiiibid ja hiiperpigmenteerunud laigud (maakulid) nahal ja limaskestadel, peamiselt huultel ja
suupiirkonnas (Beggs et al., 2010; Mikita et al., 2012). PJS viljakujunemine algab enamasti
mutatsioonidega STK11 (LKB1) geenis, millelt kodeeritav valk on multifunktsionaalne

seriin/treoniin kinaas ning toimib muuhulgas tuumorsupressorina (Baas et al., 2004).

1.1.4. Geneetiline taust

Nagu eelnevalt mainitud, on osa soolevihi juhtumeid teiste vahitiitipidega sarnaselt geneetilise
taustaga. Pirilike tegurite osa kolorektaalvdhi tekkeprotsessis on erinevate uuringute viitel
10-35% (Lichtenstein et al., 2000; Czene, Lichtenstein and Hemminki, 2002). Perekondliku
kolorektaalvidhi erinevad vormid moodustavad koigist véhijuhtumitest 20-25% ja neid
seostatakse spetsiifiliste korge penetrantsusega geenimutatsioonidega, suuremal osal juhtudest on
aga tegu mittepariliku ehk sporaadilise vdhiga, mille puhul voib tekkepdhjuseks olla ka juhuslik
geenidefekt, nditeks tihenukleotiidiline poliimorfism (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
(Bardhan and Liu, 2013; Wen, Xu and Yuan, 2018). Enamlevinud SNP-dele keskendunud
iilegenoomnsete assotsiatsiooniuuringute (Genome-Wide Association Studies, GWAS) kdigus on
leitud mitmeid madala penetrantsusega lookuseid, mis mojutavad muuhulgas erinevate
signaaliradade toimimist ning mingivad rolli kolorektaalvéhi tekkeprotsessis (Peters et al.,

2013). Kuna tegu on kompleksse mitmeetapilise haigusega, ei saa ilmselt tihegi juhtumi puhul

12



radkida ainult tihest kindlast tekkepdhjusest. Kuigi antud t66 keskendub mikrobioomi ja
kolorektaalvdhi omavahelistele seostele, siis méingib ka geneetiline komponent kindlasti iga

juhtumi puhul suuremat voi viiksemat rolli.

1.2. Mikrobioomi olulisus

Inimese kehal leidub viga erinevaid mikroobe, mille arvukus ja mitmekesisus varieerub sdltuvalt
kehapiirkonnast ning see kooslus on igaiihel unikaalne (Huttenhower et al., 2012). Nii on ka
soolestik toitaineterikkaks elukeskkonnaks umbes 10" mikroorganismile ning suurem osa neist
paikneb jamesooles, kus rakkude tihedus on 10" rakku/ml (Sender et al., 2016). Suure enamuse
sellest kooslusest moodustavad anaeroobsed bakterid ning nende kollektiivses genoomis ehk
mikrobioomis arvatakse olevat umbkaudu 100-150 korda rohkem geene kui inimese enda
genoomis (Savage, 1977, Xu & Gordon, 2003, Qin et al., 2010). Lisaks kuulub soolestiku
mikrobioomi koosseisu vihesel méiéral (umbkaudu 0,1%) ka arheid, viiruseid ning ekariiootseid

rakke (Qin et al., 2010).

Mikrobioloogilisteks uuringuteks kasutatakse ténapdeval pohiliselt kas metagenoomi
sekveneerimist, mis annab aimu mikrobioomi ildisest geneetilisest koosseisust ja
funktsioonidest, v0i bakteriaalse 16S rRNA geeni sekveneerimist, mille abil on vdimalik
tapsemalt kirjeldada bakterikoosluse taksonoomilist iilesehitust (Bokulich et al., 2020, Nayfach
et al., 2015). Nii on nditeks metagenoomi sekveneerimisega koostatud ulatuslik inimese
soolestiku mikrobioomi geenikataloog, mille abil saab kirjeldada bakterikoosluse vdimalikke

funktsioone ja moju inimese fiisioloogiale ja tervisele (Huttenhower et al., 2012).

Mikroorganismide  kogumi  ehk  mikrobioota  elutegevus  ning  interaktsioonid
peremeesorganismiga mdjutavad mitmeid fiisioloogilisi protsesse (Lozupone et al., 2012). Uheks
nditeks on soolestiku mikroobide vdime lagundada komplekssiisivesikuid, mida inimorganism
muidu omastada ei suudaks. Fermenteeritavad siisivesikud on inimese jidmesoole anaeroobse
mikrobioota kodige olulisem toiduallikas (Sonnenburg et al., 2005) ning suurema osa sellistest
poliisahhariididest moodustavad taimset péritolu kiudained, mille hulka kuuluvad nii rakukesta
komponendid kui ka erinevad varuained, néiteks inuliin ja resistentne térklis (Flint et al., 2008).
Sellest tulenevalt on mikrobioomi seostatud ka rasvumisega- on niidatud, et kui

mikroobivabadele hiirtele siirdati tavaparaselt kasvatatud hiirte mikroobikooslus, suurenes
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mikroobivabades tingimustes kasvatatud hiirtel nii toidust omastatav energiahulk kui ka de novo
rasvhapete siintees maksarakkudes, kuna soole luumenist imendus sama toidukoguse juures verre
oluliselt rohkem monosahhariide (Béckhed et al., 2004). Laialt on uuritud ka soolebakterite
vOimet toota vitamiine, mida peremeesorganism iseseisvalt siinteesida ei suuda, kuid mis on
vajalikud mitmete ainevahetuslike protsesside toimimiseks. Niiteks on inimese soolebakterid

voimelised tootma vitamiin K, ning ka vesilahustuvaid B-grupi vitamiine (Das et al., 2019).

Eelmainitule lisaks on paljude uuringute huviorbiidis olnud ka mikroobikoosluse voime kaitsta
organismi patogeenide eest. Sellega seotud erinevad mehhanismid jagunevad tldpildis kaheks:
kommensiaalsete bakterite ja patogeenide vahelised otsesed vastastikmojud (néiteks konkurents
toitainete voi Okoloogiliste nisside iile) ning mikroobide vahendusel toimuv peremeesorganismi
enda kaitsemehhanismide tugevdamine (Kamada et al., 2013). Immuunsiisteemi ja mikrobioota
vahelisi koosmojusid on laialdaselt uuritud. Mikroorganismid vdivad soolestikus esile kutsuda
T-liimfotsiilitide vahendatud pdletikulisi reaktsioone, mis omakorda soodustavad krooniliste
haiguste, nagu Crohni tdbi vdi haavandiline soolepdletik, véljakujunemist (Round and
Mazmanian, 2010; Morgan et al., 2012). Pdletikku soodustavate T-rakkude toimet suruvad maha
erinevad regulatoorsed T-liimfotsiitidid (regulatory T-cell, Treg). Osa neist parineb tiilimusest,
osa aga on indutseeritavad ja périnevad perifeersetest liimfikudedest, sh soolestikuga seotud
limfikoest, ning toodavad poletikuvastaseid tsiitokiine nagu niiteks IL-10 (Round and
Mazmanian, 2010). On niidatud, et mikroobivabade hiirte soolestikus leidub vorreldes
tavatingimustes kasvatatud hiirtega oluliselt vdhem Treg rakke ja et nende arv soltub
bakteriaalsete kddrimisprotsesside kdigus tekkivate lithikese ahelaga rasvhapete (short-chain
fatty acids, SCFA), nagu atsetaat, propionaat ja butiiraat, kontsentratsioonist (Smith et al., 2013).
Mahasurumata pdletikulised reaktsioonid suurendavad oluliselt kolorektaalvihi viljakujunemise

riski (Kraus and Arber, 2009).

1.2.1. Kolorektaalvihi seosed mikrobioomiga

Hiljuti viidi 1dbi ulatuslik meta-analiiiis, milles uuriti kolorektaalvédhi patsientide metagenoomi
ning avastati, et nende mikrobioota koosseisus on teatud bakteriliikide arvukus oluliselt
suurenenud. See 29 bakteriliigist koosnev tuumikkooslus esines koigil kolorektaalvéihi

patsientidel, aga ei olnud tervete inimeste metagenoomis tihti isegi tuvastatav (Wirbel et al.,
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2019). Nimetatud uuring on méddrava tihtsusega, kuna seal ndidati, kuidas soolestiku
mikrobioomi koosseisu saab kasutada kindla soolevdhi markerina. Varasemalt on kiill leitud
seoseid soolestiku mikrobioloogilise koosseisu iildiste muutuste ning erinevate haiguste vahel,
kuid siiani polnud siiski teada spetsiifiliselt kolorektaalvéhile iseloomulikku mustrit, kuna osa

korvalekaldeid esines mitme haiguse puhul sarnaselt (Duvallet et al., 2017).

Wirbel et al kasutasid meta-analiiiisi ldbiviimiseks viite uuringut, kus kolorektaalvdhi
patsientide véljaheiteproovide mikroobikooslust vorreldi tervete patsientide omaga. Selle kédigus
tehti kindlaks 849 liiki, mis esinesid iihtlaselt igas uuringus ning nende hulgast omakorda kerkis
esile 94 oluliselt suurema esinemissagedusega liiki. Edasisel analiilisil tuvastati 29 liigist
koosnev tuumikkooslus, mis esines kdigil kolorektaalvdhi patsientidel, kuid mis ei olnud
kontrollpatsientide viljaheidetest eraldatud metagenoomis tihti isegi tuvastatavad (Wirbel et al.,
2019). Kéesoleva t66 kontekstis on Wirbel et al. 1dbi viidud uuring médrava tihtsusega, kuna
kinnitab, et soolestiku mikrobioomi saab kasutada soolevihi varasel tuvastamisel usaldusvaérse

markerina.

Varasemad uuringud on lisaks ndidanud, et soolevihi patsientide véljaheited ja koeproovid
sisaldavad suurel hulgal spetsiifilisi patogeenseid baktereid, niiteks Streptococcus gallolyticus,
Enterococcus faecalis, enterotoksigeenne Bacteroides fragilis (enterotoxigenic Bacteroides
fragilis, ETBF), enteropatogeenne Escherichia coli (enteropathogenic Escherichia coli, EPEC)
ning Fusobacterium perekonna esindajad (Viljoen et al., 2015). Bakteriaalset biofilmi on leitud
89%-1 parempoolse kolorektaalvihiga inimestel nii kasvajate pinnalt kui ka ilma kasvajateta
limaskestalt ning seda seostatakse E-kadheriini ekspressiooni vihenemisega jadmesoole epiteeli
rakkudes, samuti poletikulise reaktsiooni tekkega ja rakujagunemise suurenemisega sooleepiteeli
kriiptides (Dejea et al, 2014). On ka ndidatud, et bakteriaalne biofilm pdhjustab kudedes
poliiamiinide  kontsentratsiooni  tdusu, mida seostatakse suurenenud eukariiootse
rakujagunemisega ja mis vOivad potentsiaalselt vahi tekkeprotsessile kaasa aidata (Johnson et al.,

2015).

1.2.2. Mikrobioomi voimalikud mdjud soolevihi viljakujunemisele

On vilja pakutud, et soolebakterid voivad genoomi voi epigenoomi mojutada nii otseselt kui

kaudselt. Kaudsed mehhanismid jagunevad iildpildis kaheks: vdhki soodustava podletikulise
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reaktsiooni esilekutsumine voi sekundaarsete metaboliitide tootmine (Allen and Sears, 2019).
Soolestiku mikrobioota elutegevuse kdigus tekkivate metaboliitide kantserogeenset potentsiaali
on uuritud juba aastaid. Muuhulgas on niidatud, et etanooli mikrobioloogilise lagundamise
tagajarjel kuhjub soolevalendikus atseetaldehiiiid, mis liigub kergesti 1dbi soole limaskesta
rakumembraanide ja lagundab rakkudes leiduvat folaati (Homann, Tillonen and Salaspuro,
2000). Folaat on aga oluline komponent S-adenosiiiilmetioniini silinteesirajas, mis osaleb
metiiiilrihma doonorina DNA metiilatsiooni protsessis (Kim et al., 1997). Sellest tulenevalt
pohjustab folaadi defitsiit DNA hiipometiilatsiooni, mis on paljude vidhkide puhul
iseloomulikuks tunnuseks. Samuti toob see kaasa DNA ahela katkestusi, eriti p53
tuumorsupressorgeeni jarjestustes. (Kim et al., 1997; Homann, Tillonen and Salaspuro, 2000)
Eelmainitule lisaks on niidatud, et folaadipuudus takistab ka rottide jimesoole limaskesta
rakkudes nukleotiidide vailjaldikereparatsiooni normaalset toimimist (Choi et al, 1998).
Voimalike kantserogeensete voi sooleepiteeli poletikku pdhjustavate metaboliitide hulka loetakse

ka néiteks bakterite toodetav vesiniksulfiid ja sekundaarsed sapphapped (Wang et al., 2012).

Tapsemini on uuritud mikrobioota otsest mdju sooleepiteeli rakkude genoomile, mis voib
erinevate mehhanismide kaudu viia kolorektaalvihi viljakujunemiseni. Uks enamuuritud
baktereid selles vallas on pks+ Escherichia coli (Allen and Sears, 2019). Sellele E.coli tiivele on
iseloomulik pks-nimeline genoomne saar (pks island), mis kodeerib mitteribosomaalseid
peptiidisiintetaase (nonribosomal peptide synthetases, NRPS) ja poliiketiidi siintetaase
(polyketide synthetase, PKS) ning mis omakorda vdimaldavad bakteril toota genotoksiliste
omadustega kolibaktiini (Cuevas-Ramos ef al., 2010). On teada, et pks+ E.coli pdhjustab in vitro
inimese rakkudes DNA kaksikahela katkestusi (double-strand breaks, DSB), mis pdhjustavad
kromosomaalset ebastabiilsust ja voivad viia vdhi tekkeni (Nougayréde et al., 2006). Sama on
selgunud ka in vivo katsetes: pks+ E.coli-ga nakatatud hiirte jimesoole epiteeli rakkudes esines
suurel hulgal histooni H2AX fosforiileeritud vormi (yH2AX), mis on oluline DSB marker
(Cuevas-Ramos et al., 2010). Lisaks on ndidatud, et pks+ E.coli toodetava kolibaktiini toimel
tekivad DNA molekulide vahel ristsidemed (interstrand cross-links, ICL), mis takistavad DNA
kaksikahela lahtikeerdumist ja pohjustavad ATR seriin/treoniin kinaasi (ataxia-telangiectasia
and Rad3-related kinase, ATR) autofosforiilatsiooni T1989 positsioonis (Bossuet-Greif et al.,

2018). Autofosforiileerimise tagajérjel tekkinud ATR-i aktiivne vorm osaleb muuhulgas ICL-ide
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eemaldamise protsessis, mille kdigus tekivad DSB-d ja mis toob kaasa potentsiaalselt

ebastabiilse DNA (Bossuet-Greif et al., 2018).

1.3. Jimesoolevihi soeluuringud

Kuna kolorektaalvihk kujuneb iildiselt vélja pikaajaliselt, on selle varane diagnoosimine
edaspidise ravi efektiivsuse tagamisel votmetihtsusega. Soolevihi sdeluuringute (skriiningute)
eesmirgiks on vihkkasvaja voi selle prekursorite varane avastamine, mis voimaldaks nii haigust
ennetada kui ka vajadusel varajast ravi alustada. Kvaliteetselt 14bi viidud uuringud voimaldavad
haiguse esinemist populatsioonis efektiivselt kontrolli all hoida (Lansdorp-Vogelaar ja on Karsa,
2012). Soeluuringute ldbiviimisega on voimalik kolorektaalvdhki suremust populatsioonis

13-33% vorra vihendada (Méannik et al., 2014).

Soeluuringud on suunatud neile patsientidele, kes ise on asiimptomaatilised ning kelle
perekonnas pole varem kolorektaalvihki, poliilipe ega pdletikulist soolehaigust esinenud
(Ménnik et al., 2014). Kuigi jimesoolevéhki esineb iiha rohkem ka noorte hulgas (Vuik et al.,
2019), siis on véhki haigestumise risk iildiselt suurem just vanemaealistel ja Euroopa Liidu
Noukogu soovitab sdeluuringut 14bi viia 50-74-aastaste inimeste seas (Lansdorp-Vogelaar and
von Karsa, 2012). Samas puudub selle kiisimuse osas tdielik konsensus: Euroopa Komisjoni
juhendi jirgi soovitatakse riiklikku skriiningprogrammi kaasata 60-64-aastased isikud, kuna
selles vanusevahemikus on kolorektaalvdhi esinemine ja suremus suur, kuid arvestatav osa elust
alles ees (Ménnik et al, 2014). Mujal maailmas varieerub sihtgrupi vanus veelgi: niiteks
Ameerika Vihiliit (American Cancer Society, ACS) soovitab keskmise riskiga patsientide puhul
regulaarse skriinimisega alustada juba alates 45. ecluaastast ning iile 50-aastaste hulgas on

soeluuringu korraldamine juba rangelt soovituslik (Wolf ez al., 2018).

Soeluuringus kasutatavad enamlevinud skriiningmeetodid vodivad olla nii invasiivsed
(koloskoopia voi sigmoidoskoopia) kui ka mitteinvasiivsed (véljaheitepdhised testid)
(Schreuders et al., 2015). Euroopa Liidu Noukogu juhistes soovitatakse rahvastikupdhistes
soeluuringutes esmase skriinimismeetodina kasutada mitteinvasiivset peitveretesti (fecal occult
blood test, FOBT), mis omakorda jaguneb kaheks: guajakimeetodil pShinev peitveretest
(guajac-based fecal occult blood test, gFOBT) ning immunokeemiline peitveretest

(immunochemical fecal occult blood test, iIFOBT voi FIT) (Lansdorp-Vogelaar and von Karsa,
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2012). Suuremas osas Euroopa Liidu riikides tehaksegi esmalt mitteinvasiivne peitveretest,
valdavalt on kasutusel gFOBT ja sdeluuringut teostatakse 2-aastase intervalliga, positiivse
peitveretesti tulemuse puhul saadetakse patsient koloskoopiasse. Osa riike kasutab esmase
skriinimisvahendina ka kolonoskoopiat vdi sigmoidoskoopiat, Euroopas on nendeks Belgia,
Poola ja Kiipros (Ménnik et al., 2014). Ka ACS toob esmaste skriinimismeetoditena vélja
gFOBT vdi FIT testid, nende soovituste jirgi tuleks aga sdeluuringut teostada tihedamini ehk
igal aastal (Wolf er al, 2018). Peitvereteste, nende toimemehhanisme ning efektiivsust

késitletakse pikemalt peatiikis 1.3.2.

1.3.1. Jimesoolevihi sdoeluuring Eestis

Eesti oli Euroopa riikide hulgast iiks viimaseid, kus kolorektaalvéhi sdeluuringut teostama hakati
(https://www.haigekassa.ee/sites/default/files/JSV/hk jamesoolevahk aS5_perearstile_est 10.06.p
df), kuid samas alustati selle protsessiga ka mujal vordlemisi hiljuti: nditeks 2007. aasta seisuga
korraldati riiklikke rahvastikupdhiseid sdeluuringuid vaid viies liikmesriigis (Soome,
Prantsusmaa, Itaalia, Poola ja Uhendkuningriik) (Lansdorp-Vogelaar and von Karsa, 2012).
Seitsmes riigis oli selleks ajaks olemas tildine riiklik sdeluuringuprogramm ning veel viies riigis
planeeriti voi viidi sel ajaperioodil ldbi rahvastikupdhise sdeluuringu pilootprogrammi
(Lansdorp-Vogelaar and von Karsa, 2012). Eestis alustati kolorektaalvédhi sdeluuringuga 2016.
aastal, kuigi ettevalmistused selleks algasid juba 2012. aastal onkoloog dr Tiit Suuroja
ettepanekul. Soeluuringus osalevad 60-69 aasta vanused ravikindlustatud mehed ja naised iga
kahe aasta tagant, 2016. aastal kutsuti uuringusse 1956. aastal siindinud kohort (Joonis 2).
Skriiningmeetodina kasutatakse peitveretesti ning positiivse tulemuse korral suunatakse isik
edasi koloskoopiasse
(https://www.haigekassa.ee/sites/default/files/JSV/hk jamesoolevahk as5_perearstile est 10.06.p
df). Negatiivse leiu korral kutsutakse inimene kahe aasta pérast uuesti uuringule. Kuigi FIT
kasutamine on vorreldes gFOBT-ga veidi kallim, siis on immunokeemiline meetod efektiivsem,
domineerides gFOBT iile nii voidetud eluaastates kui ka skriininguga ndustuvate patsientide
arvus ehk osalemisméidras (Ménnik et al., 2014). Seetottu kasutatakse Eestis jimesoolevihi

soeluuringul just FIT peitveretesti.
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Joonis 2. Eesti jimesoolevihi soeluuringule kutsutavate kohortide skeem

(https://www.haigekassa.ee/sites/default/files/JSV/hk jamesoolevahk aS_perearstile est 10.06.p
df vaadatud mai, 2024).

1.3.2. Peitveretestid

Nagu eelnevalt mainitud, on peitveretesti ndol tegemist mitteinvasiivse skriiningmeetodiga, mis
jaguneb omakorda kaheks: gFOBT ja FIT. Guajakipohist peitveretesti hakati kolorektaalvéhi
varaseks tuvastamiseks kasutama juba 1970-ndatel aastatel ning see on siiani paljudes riikides
pohilise skriinimisvahendina kasutusel (van Rossum et al, 2008; Ménnik et al., 2014). On
ndidatud, et gFOBT kasutamine vihendab sdeluuringus osalevate inimeste hulgas
kolorektaalvdhki suremust 14-16% (Lansdorp-Vogelaar and von Karsa, 2012). Tegu on
vordlemisi odava ning lihtsa iilesehitusega testiga, mida patsient saab ise kodustes tingimustes
1dbi viia. Kuna aga gFOBT tuvastab viljaheiteproovist seal sisalduvat heemi, mis on inimestel ja
loomadel identne, siis pole selle testiga vOimalik viljaheites sisalduvat inimverd muust (nt
toidust périt) verest eristada (Halloran, Launoy and Zappa, 2012). Valepositiivsete tulemuste

drahoidmiseks tuleb patsiendil enne testimist oma toitumist piirata ning proovid tuleb votta
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kolmest jdrjestikusest viljaheitest (Médnnik et al., 2014). Samas ei muuda toitumispiirangud
oluliselt gFOBTi efektiivsust ning need vdivad lisaks vdhendada sdeluuringu osalusmééra
(Halloran, Launoy and Zappa, 2012). Peale selle v3ib valepositiivseid tulemusi esile kutsuda ka
aspiriini ja mittesteroidsete pdletikuvastaste ravimite kasutamine (Moore, Derry and McQuay,

2008).

Guajakipohiste peitveretestide toimemehhanism pohineb hemoglobiini heemikomponendi
pseudoperoksiidaassel aktiivsusel: guajakivaiguga immutatud testpaber (kaart) varvub positiivse
tulemuse korral siniseks (Halloran, Launoy and Zappa, 2012; Minnik et al, 2014).
Virvusreaktsiooni toimumist kontrollitakse visuaalselt: patsiendi véljaheiteprooviga paberi
teisele kiiljele tilgutatakse vesinikperoksiidi alkoholilahust ning seejérel jdlgitakse kindla aja
moddumisel (sdltuvalt tootjast umbes 30-60 sekundi jooksul) sinise vérvuse tekkimist. Kuna
reaktsiooni kdigus tekkiv védrv on aga ebastabiilne, viib testi liiga hiline lugemine
valenegatiivsete tulemusteni (Halloran, Launoy and Zappa, 2012). Testi analiiiitiline tundlikkus
soltub tootjast, kuid jadab iildiselt vahemikku 0,3 - 6 mg Hb/g (mg hemoglobiini 1g viljaheites)
(Ménnik et al., 2014).

Immunokeemilised peitveretestid tuvastavad sarnaselt gFOBT-iga viljaheitest hemoglobiini,
kuid erinevalt guajakipdhisest meetodist on FIT abil vdimalik viljaheiteproovist tuvastada
spetsiifiliselt inimverd (van Rossum et al., 2008). Nende toimemehhanism pohineb antikehadel,
mis seonduvad inimese globiiniga ning seetdttu ei sOltu testi tulemus patsiendi
toitumisharjumustest ega ka ravimikasutusest (Allison, 2005). Erinevalt heemist laguneb globiin
seedeelundkonna iilemistes osades proteoliiiitiliste ensiilimide toimel, mistdttu on FIT test just
soolestiku alumiste osade veritsemise suhtes eriti tundlik (Halloran, Launoy and Zappa, 2012).
Testi jaoks on vaja ainult ithte voi kahte véljaheiteproovi, mistdttu on selle ldbiviimine
patsiendile mugavam kui gFOBT puhul. FIT testide eeliseks on ka vdimalus proovi
automatiseeritult analiilisida, samuti saab kvantitatiivsete testide puhul muuta nende
referentsvaartusi, mis voib kohalikke olusid arvestades vajalikuks osutuda (Ménnik et al., 2014).
FIT testide koige tihedamini kasutatud referentsvidrtused on 75 voi 100 ng/ml (nanogrammi
globiini milliliitris) ning nende moddtmisvahemikud jddvad 14-1050 ng/ml juurde
(kvantitatiivsete testide puhul). Kvalitatiivsete testide puhul, mille referentsvaartusi muuta ei saa,

nditab test positiivset tulemust, kui globiini kontsentratsioon on kindlasti vairtusest suurem, nt >
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20 ng/ml (Minnik et al, 2014). FIT suuremat tundlikkust vorreldes gFOBT-ga on niidatud
mitmes uuringus ning see on tunduvalt efektiivsem kaugelearenenud adenoomide tuvastamisel

(Dancourt et al., 2008; van Rossum et al., 2008; Faivre et al., 2012).

1.3.3. Peitveretestist mikroobide analiiiis

Kuigi peitveretestid on vélja tootatud viljaheites sisalduva vere tuvastamiseks, saab neist
eraldada ka inimese DNA-d ning kasutada seda vodimalike kolorektaalvihile viitavate
molekulaarsete markerite uurimiseks (Rennert et al., 2007; Battaglia et al.,, 2014). Kuna
mikrobioomi roll inimese tervises ja kolorektaalvihi kujunemisel on {iha suurema tdhelepanu all,
on uuritud ka vOimalusi patsiendi véljaheitest bakteriaalse DNA eraldamiseks. 2017. aastal
niidati, et gFOBT kaartidelt eraldatud bakteriaalse DNA amplifitseerimisel ja analiiisimisel
saadud tulemused on arvestatavas vastavuses sama patsiendi virskest véljaheiteproovist
eraldatud materjaliga (Taylor et al, 2017). Ka véljaheiteproovide erinevate siilitusviiside
vordlusel on selgunud, et peitveretestidest eraldatav materjal sobib mikrobioloogilisteks
uuringuteks, isegi kui proov seisab 4-7 pideva toatemperatuuril (Byrd et al, 2019, 2020;
Moossavi et al., 2019). Tanapédevaste mikrobioloogiliste uuringute puhul kasutatakse 16S rRNA
sekveneerimist, kus saadud geneetilise jarjestuse alusel midratakse mikroobide liigiline koosseis
ja mitmekesisus (Goodrich et al., 2014). Peitveretestidest bakteriaalse DNA eraldamiseks on
varasemates uuringutes kasutatud erinevaid kitte, néditeks PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation
Kit (Wang et al., 2018), PowerMag soil DNA isolation kit (Byrd et al., 2020), PowerSoil-htp 96
Well Soil DNA isolation kit (Baxter et al., 2016) ja PowerSoil DNA isolation kit (Byrd et al.,
2019). Eestis kasutusel olevad FIT peitvere testidest (QuikRead® iFOB Sampling Set, Aidian,
Espoo, Finland) voiks lisaks peitvere testile analiilisida ka mikroobikoosluseid, et vdimalusel
parandada jamesoolevihi diagnostikat. Kas ja kuidas oleks voimalik mikroobset DNAd nendest

proovidest kdige efektiivsemalt kitte saada, pole aga veel uuritud.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Eksperimentide eesmairgiks oli vélja selgitada, kas Eestis kdimasolevas soolevihi sdeluuringus
kasutatavatest immunokeemilistest peitveretesti (FIT) ehk iFOB tuubidest (QuikRead® iFOB
Sampling Set, Aidian, Espoo, Finland) on vdimalik bakteriaalset DNA-d eraldada ning ka

mikroobikooslust médérata.
T66 alameesmérgid on jargnevad:

1. Hinnata, kas iFOB tuubist on vo0imalik tuvastada DNAd pérast proovide
hoiustamist toatemperatuuril 3-5 péeva;

2. Hinnata, kas proovide tsentrifuugimine parandab iFOB tuubist eraldatava DNA
saagist;

3. Hinnata, kas dekrosslinkimise sammu lisamine protokollile parandab iFOB
tuubist eraldatava DNA saagist;

4. Hinnata, kas iFOB tuubidest on voimalik mikroobikooslust médrata 16S RNA

geeni V3-V4 piirkonna sekveneerimise meetodil.

2.2. Materjal ja metoodika

Antud t66 puhul oli tegemist pilootkatsega, eesmirgiga leida parim meetod bakteriaalse koosluse
tuvastamiseks peitveretesti proovist. Uuringus kasutati iihe doonori viljaheiteproove. Uhes
proovist kiilmutati tiikk véljaheiteproovi -20C juures ilma tootluseta (mikrobioomi valdkonna
kuldne standard). Samuti voeti osa viljaheite proovist peitvere testi tuubi. TOO tegemiseks
kasutati DNA eraldamise komplekti QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Saksamaa,
katalooginumber 51604). To6tlemata (vérske) valjaheiteproovist DNA eraldamiseks jérgiti kitiga
kaasas olnud standardprotokolli. Peitveretesti tuubide puhul kasutati sama protokolli, mida oli

osaliselt modifitseeritud. Eksperimentide iilesehitus on skemaatiliselt ndidatud Joonisel 3.
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Joonis 3. Katseskeem.

2.2.1. Proovide ettevalmistamine

iFOB tuubidest bakteriaalse DNA eraldamise katsetes kasutatud véljaheiteproov koguti {ihelt
doonorilt. Viljaheide ei olnud veega kokku puutunud ning sellest proovi votmiseks kasutati
steriilset iihekordset skalpelli, mille pakend avati vahetult enne kasutamist. Proov voeti kohe
(umbkaudu 10 sekundi jooksul) iiles 1 ml PBS lahuses ning seda hoiti kuni laborisse
toimetamiseni paar tundi siligavkiilmas. Proovi joudmine laborisse vottis aega umbkaudu 20
minutit. Kogutud proovi tdpne kaal oli teadmata. Laboris segati proov korralikult Vortexi masinal
ning seejdrel tsentrifuugiti tuubi paar sekundit tdispdoretel (13 000 rpm). Supernatandist
pipeteeriti 200 ul uude 2ml mikrotsentrifuugi tuubi ning sellega viidi kohe 1dbi QIAamp kitiga
kaasas olnud protokolli alusel DNA eraldamine. 200 pl supernatanti lisati veel ka kahte iFOB
tuubi, mis jdeti vastavalt kolmeks ja viieks pdevaks toatemperatuurile seisma. Proovid jéeti
toatemperatuurile seisma selleks, et jidlgida voimalikult sarnaselt jamesoolevihi sdeluuringu
proovide votmist, kus peitvere testimiseks voetakse proovid kodus ning saadetakse tavapostiga

laborisse testimiseks, mis v3ib keskmiselt votta 3-5 pieva.
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2.2.2. DNA eraldamine standardprotokolli jargi

QIAamp kiti standardprotokolli jdrgi eraldati DNA-d vérskest viljaheiteproovist ning seda
prooviti modlema katseseeria puhul kasutada ka kolm pdeva seisnud iFOB tuubist DNA
eraldamiseks. Viérske proovi puhul alustati 200 pl materjaliga ning negatiivse kontrollina
kasutati 200 ul PBS-i. Kolmepéevasest peitveretesti tuubist voeti enne kitiprotokolliga alustamist

367 ul lahust. Katsete tulemused on vélja toodud Tabelites 1 ja 2.

2.2.3. DNA eraldamine iFOB tuubidest

Nii kolm pédeva kui ka viis pdeva seisnud peitveretesti tuubidest DNA eraldamiseks kasutati
QIAamp protokolli, mida oli osaliselt modifitseeritud. Kuna iFOB tuubides kasutatav lahus
sisaldab formaldehiiiidi, mis loob DNA molekulide ja valkude vahele ristsidemed ja muudab
selle eraldamise ja analiilisimise keerukamaks, siis kasutati modifitseeritud protokollis enne

DNA eraldamist lisaetappidena formaldehiiiidi neutraliseerimist ja ristsidemete tagasip6Gramist.

Peitveretesti tuubidega tehtud eksperimentide alguses loksutati iFOB tuubi ning selle sisu kanti
iimber mikrotsentrifuugi tuubi. Seejdrel pipeteeriti 367 pl proovi sisaldavat lahust kahte tiihja 1,5
ml mikrotsentrifuugi tuubi. Uht 1,5 ml tuubi tsentrifuugiti tdispdoretel 1 minut, supernatant
eemaldati ja sade voeti liles 200 pl isevalmistatud liitisilahuses (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM
EDTA, 1% SDS). Teist tuubi ei tsentrifuugitud, vaid sellele lisati 367 pl sama koostisega, aga
kahekordsete kontsentratsioonidega liitisilahust (100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2 mM EDTA, 2%
SDS). Liitisilahuses kasutati formaldehiiiidi neutraliseerimiseks Tris-HCI-i, kuna on ndidatud, et
Tris toimib antud protsessis mitu korda efektiivsemalt kui sagedamini kasutatav gliitsiin
(Sutherland, Toews and Kast, 2008). Kahe prooviga téotamise eesméirgiks oli kontrollida, kas
lahusest sadestuvad tsentrifuugimise tagajérjel vilja terved rakud voi on need iFOB tuubis juba
liiisunud ning bakteriaalne DNA jddb supernatanti. Jirgnevalt pandi tuubid 5 minutiks 95 kraadi
juurde termostaati. Inkubatsiooni 16ppedes lisati mahajahtunud tuubidesse 15 pl proteinaas K-d
ja pandi need 4 tunniks 65 kraadi juurde inkubeerima. Pidrast 4-tunnist inkubatsiooni lisati
varasemalt tsentrifuugitud ja 200 pl liiiisilahuses iiles voetud proovile 200 pl kitiga kaasas olnud
AL puhvrit. Fuugimata proovi oli koguseliselt kokku 734 ul, nii et sellesse tuubi lisati ka
samaviirne kogus puhvrit AL. Pirast seda mindi edasi QIAamp standardprotokolliga ning lisati

proovidele etanooli (protokollis punkt 9). Fuugitud tuubi pipeteeriti 200 ul 96% etanooli,
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fuugimata proovile lisati 734 pl etanooli. QIAamp kiti standardprotokolli jérgiti kuni katse
16puni. Nii kolme- kui viiepdevaste iFOB tuubidega tehtud katsete tulemused on vilja toodud

Tabelites 1 ja 2.

2.3.4. Sekveneerimine ja andmete tootlus

Iga proovi bakterikooslus maéidrati bakteriaalse DNA 16S rRNA geeni V3-V4 piirkonna
sekveneerimise meetodil. Sekveneerimine teostati Tartu Ulikooli Geenivaramu tuumiklaboris
Illumina MiSeq sekvenaatoriga. Sekventside edasine todtlemine ja analiilisimine viidi ldbi
Qiime2 platvormil (versioon 2019.7) (Bolyen et al., 2019). Toored lugemid demultipleksiti
(demultiplexing) ning seejdrel kasutati nende kvaliteedi kontrollimiseks DADA2 (Divisive
Amplicon Denoising Algorithm) funktsiooni, mis lisaks lugemite korrastamisele (denoising)
klasterdab need sarnasuse alusel ka taksonoomilisteks tihikuteks (operational taxonomic unit,
OTU) (Callahan et al., 2016). Demultipleksimise tulemused visualiseeriti veebilehel
view.qiime2.org ja nende pohjal valiti DADA2 funktsiooni parameetrid: --p-trim-lefi-f 15;
--p-trim-left-r 13; --p-trunc-len-f 250; p-trunc-len-r 250. Parameetri --p-n-threads védrtuseks
valiti bioinformaatika juhtivteaduri soovitusel 20. DADA2 funktsiooni tulemusel saadud OTUde
tabeli ning representatiivsete lugemite (representative sequences) alusel teostati andmetega
taksonoomiline analiiiis, kasutades selleks Kreete Liill-i loodud SILVA132 V3-V4 piirkonna
lugemitele spetsialiseeritud klassifitseerijat. Taksonoomilise info hulgast eemaldati singletonid
ehk OTU-d, mida esines ainult iiks kord, ning andmed visualiseeriti Qiime2 veebilehel.
Qiime2-st saadud taksonoomilised andmed imporditi ka statistikaprogrammi R, kus nende
tootlemiseks kasutati mikrobioloogilise info analiilisimiseks moeldud phyloseq paketti

(McMurdie and Holmes, 2013).

3.3. Tulemused

3.3.1 DNA eraldamine

Too iiheks eesmirgiks oli kontrollida, kas iFOB ehk FIT tuubidest on vdimalik mikroobset
DNA-d eraldadada ning samuti teha kindlaks, kas tsentrifuugimine ja dekrosslinkimine
mdjutavad kéttesaadava DNA hulka. DNA kontsentratsioonide modtmiseks kasutati tdpsuse

huvides Qubiti fluoromeetrit (Qubit® 2.0 Fluoromete, Invitrogen, Grand Island, USA).
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Katseseeria esimesel pdeval prooviti virskest proovist QIAamp kitiga eraldatud DNA
kontsentratsiooni modta ka Thermo Scientific™ NanoDrop™ One spektrofotomeetriga, aga

kuna nukleiinhappe kontsentratsioonid olid vdga madalad, ei suutnud Nanodrop seda tuvastada.

Proovidest eraldatud DNA kontsentratsioonid varieeruvad kohati iisna drastiliselt (nditeks
esimeses katseseerias on kolm péeva seisnud iFOB tuubi DNA kontsentratsioon isegi kdrgem kui
viarske proovi puhul), tdendoliselt tuleneb see sellest, et katses kasutatava viljaheiteproovi tapne
kaal oli teadmata, samuti v3ib tegu olla pisivigadega katse ldbiviimisel. Sellegipoolest nditasid
katsed, et ilma dekrosslinkimise sammuta on peitveretesti tuubidest kiti protokolliga eraldatud
DNA hulk vidga véike voi lildse mitte tuvastatav. See annab kinnitust, et iFOB tuubidest

bakteriaalse DNA eraldamise edukus sdltub tugevalt dekrosslinkimise sammust.

Toos sooviti ka kontrollida, kas tsentrifuugitud proovide DNA kontsentratsioon erineb
tsentrifuugimata proovidest. Katsetulemused néditavad, et tsentrifuugitud proovide DNA
kontsentratsioonid on madalamad kui tsentrifuugimata proovidel. Sellest saab jareldada, et iFOB
tuubis olev lahus liitisib kiill seal leiduvaid bakterirakke, ent osa rakke jadb siiski terveks ning
sadestub pirast tsentrifuugimist koos tahke materjaliga, mistdttu on ka supernatanti jaddva DNA

kontsentratsioon madalam kui fuugimata proovidel.

2019. aasta augustikuus tehtud korduskatsete kdigus eraldatud DNA kontsentratsioone moddeti
samuti Qubiti masinaga ning need tulemused on esitatud Tabelis 2. Korduskatsete kdigus voeti
samalt doonorilt uus véljaheiteproov, kogumise protseduur ning proovi laborisse toimetamine
toimus tdpselt samamoodi nagu esimese katseseeria puhul. Korduskatsete eesmérk oli
kontrollida, kas tulemused on iildjoontes samad ehk saada kindlust, et pilootkatse tulemused

polnud juhuslikud ning bakteriaalse DNA eraldamise protokoll toimib.
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Tabel 1. DNA kontsentratsioonid esimese katseseeria proovides (Algproov 1).

DNA
' Piev alates o ‘ '
Proovi tiilip ‘ Dekrosslinkimine | Tsentrifuug | kontsentratsioon
kogumise hetkest
(ng/ul)
Negatiivne kontroll 0 - + 0.5
Fresh 0 - + 7.74
Fresh 0 - + 12.7
iFOB 3 - + 0.55
iFOB 3 - - 0.91
iFOB 3 + + 12.5
iFOB 3 + - 11.2
iFOB 5 + - 0.597
iFOB 5 + + 0.86
Tabel 2. DNA kontsentratsioonid teise katseseeria proovides (Algproov 2).
DNA
. Pdev alates o . .
Proovi tiiiip ) Dekrosslinkimine | Tsentrifuug | kontsentratsioon
kogumise hetkest
(ng/ul)
Fresh 0 - + 2.57
iFOB 3 - + ei tuvastatud
iIFOB 3 + + 0.496
iFOB 3 + - 0.882
iFOB 5 + + 0.358
iFOB 5 + - 0.415
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3.3.2. Mikroobikoosluste analiiiis

16S rRNA geeni V3-V4 piirkonna sekveneerimise meetodi abil teostati eraldatud DNA
proovidele mikroobikoosluste analiiiis. Proovides esinenud bakteriperekonnad on visualiseeritud

joonisel number 4. Jooniselt on vdimalik ndha, et kdikidest proovidest suudeti mikroobikooslus

tuvastada (Joonis 4).

ALGPROOV 2 ALGPROOV 1

25 enamlevinud
perekonda

B Bactersides
[ Prevotella 9
. Faecalibacterium
uncultured Gastranaerophilales
. Prevotellaceae NK3B31 group
B ruminococcaceae UCG-002
. Lachnospiraceas NE4AL36 group
. Alistipes
. Christensenellaceae R-7 group
. Ruminococcaceae UCG-014
[ ruminococcaceae UCG-010
. Subdoligranulum
Akkermansia
. Ruminococcus 1
. Parabacteroides
B ruminscoceaceae UCG-005
. Sutterella
. Roseburia
. [Eubacterium] coprostancligenesgroup
. Phascolarctobacterium
. uncultured Clostridizles vadinBBAD group
Lachnospiraceas ND3007 group
. Agathobacter
. Streptococcus

Suhteline sagedus

4+ w u + + + o+ + " n + + + N
e 4 + & = St | & - = e uy ! B ncuitured Ruminococcacese
) + . + + . + : . a
g 2, g, a g a | o 8 B, 5, [a} g, s, a! . Paraprevotells
& a a a' o o o a o e a' by o y
z. Eu :| |.r'1I i| n"ll I u'1| Eu 2' zl r-"lI :I gl @
o
o ] o @ n @ 1 = o o o @ i in jra
= i e g u 2 2 T £ £ g w w
[T (™S ™S
|
Proov

Joonis 4. Tuvastatud bakteriperekonnad proovide kaupa. “Fresh” - virske proov; “iFOB” -
peitvere testi tuubis olnud proov; “P” - pdevad toatemperatuuril; “D” - dekrosslinkimine, “F” -

tsentrifuugimine, “+” - tehti, “-” - ei tehtud.

Tulemustest jéreldus, et esimese katseseeria proovides esines kodige enam jérgmiseid
bakteriperekondi ja sugukondi (kahanevas jirjekorras): Bacteroides, Faecalibacterium,

Prevotellaceae NK3B31, Prevotella 9, Ruminococcaceae, Alistepes, Christensenellaceae R-7,

Akkermansia, Lachnospiraceae, Subdoligranulum.
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Teise katseseeria proovides esines kodige enam jargmiseid bakteriperekondi ja sugukondi
(kahanevas jdrjekorras): Prevotella 9, Gastranaerophilales (Cyanobacteria), Faecalibacterium,
Lachnospiraceae  NKA136, Bacteroides, Ruminococcaceae UCG-002, Ruminococcaceae

UCG-010, Prevotellaceae NK3B31, Sutterella, Ruminococcaceae UCG-014.

Andmete visualiseerimine néitas, et kui iFOB proovidega on ka dekrosslinkimine 14bi viidud, siis
ei esine taksonoomilises koosseisus virske proovi ja iFOB tuubide vahel silmatorkavaid
vaadeldavaid erinevusi. See kinnitab, et dekrosslinkimise samm on méadrava tdhtsusega
peitveretesti tuubist vérskele proovile voimalikult ligilihedase tulemuse saamiseks. Ka
korduskatsete taksonoomilise info visualiseerimine nditas, et vérske proovi bakterikooslusest
erines kdige rohkem peitveretesti proov, millega polnud enne DNA eraldamist dekrosslinkimist
1abi viidud.

Qiime2-st saadud taksonoomiliste andmete tulemuste pdhjal hinnati programmiga R ka iga
proovi bakterikoosluse alfamitmekesisust, mis niitab koosluse liigirikkust ning erinevate
taksonoomiliste rithmade jaotuvust (Willis, 2019). Jooniselt 5 ndhtub, et mdlema katseseeria
proovide liigirikkus ehk nendes leidunud OTU-de hulk on vdrdlemisi sarnane, mistdttu saab
jéreldada, et iIFOB tuubidest eraldatud bakterikooslus ei erine vihemalt bakteririthmade hulga

poolest eriliselt virskest viljaheiteproovist.

Selleks, et hinnata bakterikoosluse suhtelist mitmekesisust igas proovis, kasutati Shannoni
indeksit. Kui Shannoni indeks on erinevate proovide bakterikoosluste vahel sarnane, niitab see,
et need kooslused on oma mitmekesisuselt samuti sarnased (Jost, 2006). Joonisel 6 on ndidatud
Shannoni indeksi véértus igas proovis ning sellelt nidhtub, et kdigi proovide bakterikooslus on
sarnase mitmekesisusega. Seetdttu saab jireldada, et iFOB tuubidest eraldatud bakterikoosluse
liigiline koosseis on sarnane vérske viljaheiteprooviga ning selle pohjal saab mikrobioomi kohta

adekvaatseid jéareldusi teha.
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Joonis 5. Proovides leidunud vaadeldud OTUde arv (Observed). ALGI tdhistab esimese
katseseeria proove ning ALG2 tdhistab teise katseseeria proove. “Fresh” - virske proov;
“FOBT” - peitvere testi tuubis olnud proov; “P” - péevad toatemperatuuril; “D”
dekrosslinkimine, “F” - tsentrifuugimine, “+” - tehti, “-” - ei tehtud.
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Joonis 6. Proovide bakterikoosluste Shannoni mitmekesisuse indeks. ALG1 tdhistab esimese
katseseeria proove ning ALG2 tdhistab teise katseseeria proove. “Fresh” - virske proov; “FOBT”
- peitvere testi tuubis olnud proov; “P” - pdevad toatemperatuuril; “D” - dekrosslinkimine, “F” -
tsentrifuugimine, “+” - tehti, “-” - ei tehtud.

3.4. Arutelu

Kolorektaalvdhk on maailmas iiks enamlevinud vdhivorme ning iildiselt seostatakse seda kdrge
vanuse ning lddneliku elustiiliga (Slattery et al., 1998; Arnold et al., 2017). Viimasel ajal on véhi
esinemine aga suurenenud just nooremate inimeste seas (Vuik et al., 2019). Seetdttu on jatkuvalt
oluline kolorektaalvdhki voimalikult vara avastada, vajadusel ennetada ja varases staadiumis
ravida. Soolevdhi ennetamiseks ja varaseks avastamiseks kasutatakse sdeluuringuid, milles
kasutatakse lisaks koloskoopiale ja sigmoidoskoopiale ka peitvereteste (Méannik et al., 2014).
Kuigi FIT kasutamine on vorreldes gFOBT-ga veidi kallim, siis on immunokeemiline meetod
efektiivsem ning seetdttu kasutatakse seda ka Eesti jaimesoolevihi sdeluuringus (Méannik et al.,

2014). Lisaks soeluuringutele on viimastel aastatel ndidatud ka mikrobioomi olulisi seoseid
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soolevihi tekkega (Rubinstein et al., 2013; Zeller et al., 2014; Wirbel et al., 2019). Wirbel et al.
1dbi viidud meta-analiiiis tuvastas 29 bakteriliigist koosneva tuumikkoosluse, mida saab kasutada
usalusvidrse markerina kolorektaalvdhi tuvastamisel, mis on méiédrava tdhtsusega edasistes
soolevdhi uuringutes ja annab kinnitust, et soolestikubakterite koosseisu saab véhi varaseks

tuvastamiseks kasutada (Wirbel et al., 2019).

Antud t66 soovis anda iilevaate mikrobioomi potentsiaalsest rollist soolevéhi véljakujunemisel
ning uurida, kas Eestis kdimasolevas kolorektaalvdhi sdeluuringus kasutatavast peitveretesti
tuubist on voimalik ka mikroobset DNA-d eraldada ja sekveneerimise teel ka mikroobikooslus
méiidrata. Kuna on ulatuslikke tdendeid mikrobioomi seostest vidhi tekkeprotsessiga, on
bakterikoosluse analiilis oluline, et soolevdhki varases staadiumis avastada ning selle edasist
progresseerumist peatada. Praegu peab soolevdhi soeluuringus osalev patsient andma nii
peitveretesti kui ka véljaheiteproovi, et tema mikrobioomi analiiiisida saaks. Kui peitveretesti
tuubist saaks kvaliteetset mikroobset DNA-d eraldada, muudaks see tulevikus patsiendil proovi
andmise oluliselt lihtsamaks, kuna tal tuleks anda ainult {iks proov ja sellest saaks tuvastada nii

peitverd kui ka uurida mikrobioomi.

Too eksperimentaalosas 1dbi viidud kaks katseseeriat iihe ja sama doonori prooviga néitasid, et
peitveretesti  tuubist on vdimalik kitiga eraldada Dbakteriaalset DNA-d, kui kiti
standardprotokollile on lisatud ka 4-tunnine inkubatsioonietapp. Inkubatsiooni kédigus 16hutakse
DNA ja valkude vahelised ristsidemed, mis takistaksid muidu bakteriaalse DNA efektiivset
eraldamist. Samuti nditasid katsed, et proovide tsentrifuugimine enne DNA eraldamist vihendab
kéttesaadava DNA hulka, millest saab jéreldada, et osa baktereid sadestub muu tahke materjaliga

ning supernatanti jidva DNA hulk on véiksem kui fuugimata proovidel.

16S rRNA geeni pohjal tehtud bakterite-arhede sekveneerimise andmeanaliiiis nditas, et esimese
katseseeria proovides esines kdige enam Bacteroides, Faecalibacterium, Prevotellaceae
NK3B31, Prevotella 9, Ruminococcaceae, Alistepes, Christensenellaceae R-7, Akkermansia,
Lachnospiraceae ja Subdoligranulum bakteriperekondi ja sugukondi (kahanevas jérjekorras).
Teise katseseeria proovides esines koige enam Prevotella 9, Gastranaerophilales
(Cyanobacteria), Faecalibacterium, Lachnospiraceae NKA136, Bacteroides, Ruminococcaceae
UCG-002, Ruminococcaceae UCG-010, Prevotellaceae NK3B31, Sutterella ning

Ruminococcaceae UCG-014  bakteriperekondi ja sugukondi (kahanevas jdrjekorras).
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Taksonoomilise koosseisu alfamitmekesisust iseloomustav Shannoni indeks oli erinevate
proovide vahel sarnane, mistdttu saab jireldada, et proovid on omavahel adekvaatselt

vorreldavad ja iFOB testidest eraldatud bakterikooslus sarnaneb virske prooviga.

T66 tulemused niitavad, et modifitseeritud protokolliga on vdimalik iFOB peitveretesti tuubist
bakteriaalset DNA-d eraldada ning ka bakterikooslus miérata, kasutades selleks 16S rRNA geeni
V3-V4 piirkonna sekveneerimist. Tegu oli pilootkatsega, kus kasutati {ihelt doonorilt kogutud
proovi, mille tipne kaal oli teadmata. Edasises uurimistoos tuleks proove koguda suuremalt

hulgalt inimestelt ja katsed 1dbi viia tdpsemalt kontrollitud tingimustes.
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KOKKUVOTE

Kolorektaal- ehk jimesoolevdhk on maailmas laialt levinud korge suremusega vidhivorm, mille
varaseks tuvastamiseks ning efektiivseks ravimiseks viiakse 1dbi soeluuringuid ehk skriininguid.
Eestis kasutatakse jdmesoolevihi esmaseks tuvastamiseks nii invasiivseid (koloskoopia ja
sigmoidoskoopia) kui ka mitteinvasiivseid meetodeid. Mitteinvasiivsetest meetoditest
kasutatakse sOeluuringutes peitvere teste, kus patsiendi viljaheitest on vdimalik juba viga
viikeses koguses verd tuvastada. Arvukad uuringud on ndidanud, et jimesoolevédhki pddevatel
inimeste soole mikroobikooslus erineb tervete inimeste omast mérkimisvédrselt ning nende
véljaheiteproovidest on tuvastatud bakteriperekondi ja -litke, mida tervetel inimeste proovides
iildiselt ei1 esinegi. See annab pohjust jareldada, et soole mikrobioomi analiilisimine on oluline
etapp jimesoolevdhi varase tuvastamise protsessis. Tulevikus vOiks eelistatult {ihest ja samast
peitvere testist eraldada nii mikrobiaalset DNA-d kui ka peitverd, kuid kuna testtuubides
sisalduva lahuse iitheks komponendiks on formaldehiitid, mis loob DNA molekulide ja valkude
vahele ristsidemed, on selle sekveneerimine raskendatud voi hoopis voimatu.

Antud tO66s puiiti  vélja selgitada, kas peitvere testi tuubidest on vdimalik
mikroobikoosluse DNAd eraldada ning sekveneerida, kui selle jaoks kasutada modifitseeritud
DNA eraldamise protokolli. Mikroobikooslused méédrati 16S rRNA geeni V3-V4 piirkondade
sekveneerimise teel. Katsete kdigus selgus, et mikrobiaalse DNA eraldamine ning
sekveneerimine on voOimalik, kui peitvere testi tuubidega viiakse lisaks tavaprotokollile 1dbi
Tris-HCl-ga dekrosslinkimine. Kuna katsetes kasutati vaid iihe inimese véljaheiteproovi, siis
tulevikus oleks vaja katsetesse kaasata suurem valim, et proovidest tuvastatud

mikroobiperekondade ja -liikide kohta saaks teha statistiliselt olulisi jareldusi.
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RESUMEE / SUMMARY

Possibilities for microbiome analysis from fecal occult blood tests used in the screening of
colorectal cancer in Estonia
Johanna Toodu
Summary

Colorectal cancer (colon cancer) is a globally widespread form of cancer with a high rate of
mortality. Cancer screening programs are carried out in order to diagnose and treat the cancer
effectively at an early stage. In the Estonian colorectal cancer screening program, both invasive
(colonoscopy, sigmoidoscopy) and non-invasive methods are used for the initial detection of
cancer. As for non-invasive methods, the screening program uses fecal occult blood tests. These
tests help detect even the smallest amounts of blood in a patient’s stool, and if needed, the patient
will be referred for a colonoscopy for further analysis. A significant amount of research has
shown that the intestinal microbial community of colorectal cancer patients differs significantly
from that of healthy individuals. The stool samples of these people contain specific genera and
species of bacteria, which are usually not detected in the stool of healthy individuals. That gives
reason to assume that microbiome analysis is an important step in the process of early detection
of colorectal cancer. In the future, it would be helpful if both occult blood and microbial DNA
could be detected and analysed using the same fecal occult blood test tube, but since the solution
in the test tubes contains formaldehyde, which creates cross-links between DNA molecules and
proteins, the sequencing of the genetic material may be difficult. The purpose of this study was
to find out if it was possible to extract and sequence microbial DNA from a fecal occult blood
test tube if a modified extraction protocol was used. The experiments showed that the analysis of
microbial DNA was possible if a de-crosslinking step with Tris-HCI was added to the standard
protocol of DNA extraction. Since the experiments conducted in this study only used one
person’s stool sample, a larger sample size should be included in further studies in order to
achieve statistically significant results about the genera and species of bacteria found in the stool

samples.
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