UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

LEA JESE

MAGISTRSKA NALOGA

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

LEA JESE

OCENA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE I1ZBRANIH mikro RNA V
PLAZMI S KAZALCI TVEGANJA ZA RAZVOJ OSTEOPOROZE

ASSESSMENT OF ASSOCIATION BETWEEN SELECTED PLASMA micro RNAs
CONCENTRATIONS AND OSTEOPOROSIS RISK FACTORS

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA

Ljubljana, 2016



Magistrsko nalogo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, na
Katedri za klini¢no biokemijo pod mentorstvom izr. prof. dr. Barbare Ostanek, mag. farm.
in somentorstvom asist. dr. Simone Mencej Bedra¢, mag. farm. Raziskovalno delo je del
Studije, ki jo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko, dne
13.12.2005.

Zahvala

Iskreno se zahvaljujem mentorici, izr. prof. dr. Barbari Ostanek, mag. farm., in
somentorici, asist. dr. Simoni Mencej Bedra¢, mag.farm., za vodenje in pomo¢ pri
eksperimentalnem delu ter pri pisanju magistrske naloge.

Zahvala gre tudi druzini in fantu Matjazu za vso podporo, razumevanje, spodbujanje in
potrpezljivost tekom Studija. Posebna zahvala pa gre Urski J., Urski B., Kaji, Diani in Sari
za vso pomo¢ in sodelovanje tekom Studija.

Hvala vsem!

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod mentorstvom izr. prof. dr.

Barbare Ostanek, mag. farm. in somentorstvom asist. dr. Simone Mencej Bedrac,

mag.farm.

Lea Jese



VSEBINA

KAZALO SLIK, PREGLEDNIC IN ENACB .......oiiiiiseeieesieeesee st v
POV ZETEK ...ttt b ettt ettt bbbttt n e nnen et et s \%
ABSTRACT ...ttt ettt et R et R e e Rt R ARt ettt et et r et te et re it ne e VI
SEZNAM OKRATSAV ...t eseeee et sttt senssees Vil
L UVOD ettt R bbbt n ettt nns 1
1.1 OPREDELITEV MIKIO RNA ..ottt 1
1.2 BIOGENEZA MIKIO RNA ..ottt ne e 1
1.3 IZVENCELICNA MiKro RNA......cociiiieiiiiisiiee et es st tss s st senenes s 3
131 Izvenceli¢ni vezikli (eksosomi, mikrovezikli in apoptoticna telesca)..........cccceenneee. 4
1.3.2 RNA-VEZUJOCT PTOLEIIN ...ttt sttt nne s 4
1.3.3 LipoproteinSki KOMPEKSI......c..cviiiiiiiiie i 5
1.4 IZVENCELICNE mikro RNA IN MEDCELICNA KOMUNIKACIJA ......cooovovveieeeereen. 6
141 Mikro RNA kot mediator v medcelicni komunikaciji.........ccooeervrvriiinninneneenennenn 6
1.4.2 Ali mikro RNA in vivo res lahko deluje Kot hormon?...........ccccceoviviiniicncneen, 10
1.5 PODROCJA UPORABE MiKro RNA........ccceiviuiiiieiiseeeeiesessieee s tsn s tenes s sessnss e, 10
151 Izvenceli¢ne mikro RNA kot bioloSki oznacevalec ..........cccocvevivevcveiniec e, 10
152 Mikro RNA Kot terapevtske tarce ........cevviiriierinieiiiiiesie e 11
153 Mikro RNA pri zdravljenju OStEOPOI0OZE.........ccccveiveiveieie ettt 11
1.6 DEFINICIJA OSTEOPOROZE .......ccocciiiiiiieiiieieieesiee et ssene e 12
1.7 DIAGNOZA IN PRICETEK ZDRAVLJENJA OSTEOPOROZE........c.cccooovvvisererrien. 12
1.8 VLOGA mikro RNA V KOSTNI PRESNOVI in OSTEOPOROZL.........c.ccoovevvveveenenn. 13
1.9 POTENCIALNA BIOLOSKA VLOGA mikro RNA 574, 30d, 30e, 126, 148, 199 V
KOSTNIPRESNOW L....ciiiiiieiceise ettt ettt sttt nne e s e nsenennas 14
2. NAMEN DELA . ...ttt e st e et e e et e e st e e e sabe e sabe e e stbeesbeeesnreeanes 16
3. METODE IN MATERIALL ...ttt ettt e e stre et e e sabe e rea e 17
3.1 SPLOSNA DOLOCILA.....cotieriirereereeseesessaeesasesessssssesssssesssessessssssssesssasssssssesssssassons 17
3.2 OPIS PREISKOWVANK ..ottt sttt et sa st s e esenenens 17
3.3 REAGENTI, APERATURE IN DELOVNI PRIBOR. .......cccoceiiiiiiiie e 18
3.4 1ZOLACIJA mikro RNA IZ PLAZME PREISKOVANK ......cccoeitiiiienseesesee e, 20
3.5 SPEKTROFOTOMETRICNA DOLOCITEV KOLICINE IN CISTOCE PLAZEMSKE
RIN A et ettt R Rt R et R AR e R et e Rt e R ettt e Rttt ene et re e 22

3.6 PREPIS mikro RNA IZ PLAZME PREISKOVANK V KOMPLEMENTARNO DNA ... 22



3.7 KVANTITATIVNA VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU:

MERJENJE KOLICINE IZBRANIH mikro RNA V PLAZMI PREISKOVANK....................... 24
3.8 KVANTIFIKACIJA MIKIO RNA ..ot 27
3.8.1 1ZBOR ENDOGENIH REFERENCNIH GENOV .......cocoooiieiiiernieieiniseeies e 27
3.82  DOLOCITEV UCINKOVITOSTI PODMNOZEVANJA mikro RNA S
PROGRAMOM LINREG PCR ..ottt 28
3.8.3 NORMALIZACIJA KOLICINE PLAZEMSKIH mikro RNA S
KVANTITATIVNO PRIMERJALNO METODO .......ccoiiiiiiiiiiiieeeese s 29
3.9 ANALIZA REZULTATOV S PROGRAMSKO OPREMO SPSS.........ccoooiiieneneeenes 30
REZULTATIIN RAZPRAVA ..ottt 32
4.1  Preucevana POPUIACIIA.......ciuiiuieiieitieiii ettt sttt st e b e e sbe e sreeseresnreanis 32
4.2 Izolacija in spektrofotometri¢no vrednotenje izolirane RNA .........ccccocvviiiiiiiiinisiicnenns 34
4.3 Merjenje kolic¢ine izbranih mikro RINA ... 35
43.1 Merjenje koli¢ine mikro RNA s pomocjo RT-QPCR .........cccoeiiiiiiiiiiiiicee, 35
43.2 Kvantifikacija, izbor endogenih referencnih genov, normalizacija..............cccecvenee. 37
4.4 Dolocitev kliniénega pomena izbranih mikro RNA............cooiiiiiiinie e 41
441 Razlika izrazanja mikro RNA med skupinama ..........c.cccoovviiinineneniiciinecenee 42
4.4.2 Korelacija mikro RNA s parametri tveganja za razvoj 0Ste0poroze ...........ccocveveeee. 43
443 Dolocitev potencialnega mehanizma delovanja mikro RNA 30d — 5p , 30e — 5p,
126-3p ter 148a-3p in opis glavnih dveh signalnih poti..........ccccooveiiiiniiiin 48
SILEP. ..ttt b e 52
LITERATURA . ettt ettt r et n s 53
PRILOGE ...ttt bbbttt h bbb e et i
Priloga 1: Povpre¢ne Cq vrednost ter standardni odkloni izraZanj, ki smo jih pridobili z
LightCycler-jem 480. VZ SO VZOICI. ......ccceiriiiiriiiiiiieiiee s i
Priloga 2: Rezultati Normfinderja, ki so podani kot stabilnostna vrednost, kot variacija med
skupina in znotraj skupine, glavni rezultat pa je podan kot najbolj$i gen..........cccceevevvrrnnnne Vi
Priloga 3: Prikaz statisticno pomembnih korelacij med izbranimi mikro RNA................. vii



KAZALO SLIK, PREGLEDNIC IN ENACB

Slika 1: Prikaz zorenja in delovanja MiKro RNA ... 3
Slika 2: Oblike izvenceliéne miKro RNA ........oooi i 6
Slika 3: Postopek izolacije MIKro RNA ..ot 20
Slika 4: Princip prepisa mikro RNA v komplementarno DNA. ..........ccoiiiriiiieinneeese e 23
Slika 5: Princip poteka PCR reakcije, s pomocjo katere pomnozimo komplementarno DNA ........ 24
Slika 6: Prikaz dejavnikov tveganja za razvoj OStEOPOIOZE ........cceevveivveivesieeiesieseesiesteseesiesseessesnens 32
SHiKa 7: TalilNa ANALZA........cciieeecece ettt nee e 37
Slika 8: Signalna pot RANKL/RANK/OPG .......ccooiiieiiieecite ettt sttt sne s 48
Slika 9: Vpletenost mikro RNA-148a v 0SteoKIaStOgENEZO0 .........cceivieriierieieeee e 49
Slika 10: Signalna pot B-KateNIN/MVINT ........oiiiiiiiii e 49
Slika 11: Diferenciacija osteoklastov po signalni poti Jak-STAT in vpletenost c-Fos

tranSKripCijSKega TAKIOM A .......cviiiiiiiie et 50
Slika 12: Kanoni¢na signalna pot B-Katenin M/NT .......ccooeeiiiiiiniiiiene e 50

Preglednica 1: Povzetek $tudij, ki so preucevale vpletenost izvenceli¢nih mikro RNA na pojavnost

(0151 cTo] 0T ] 04T PO TP PP 14
Preglednica 2: Reakcijska zmes za prepis mikro RNA V EDNA ... 23
Preglednica 3: Priprava standardov za izdelavo umeritvene Krivulje. ........ccccccoveviviiicvcieccc e, 26
Preglednica 4: Priprava reakcijske Zzmesi Za PCR..........ccccoiiiiiiiiinin e 26
Preglednica 5: Program za izvedbo PCR reakCije. .......cccovveiiiiiieiice ettt 27
Preglednica 6: Osnovne znacilnosti skupine bolnic z osteoporozo (1) in kontrolne skupine zdravih

PIEISKOVANK (D). ...ttt bbbt bbbttt bbb 33
Preglednica 7: Okvirne koncentracije in Cistoca iz plazme izoliranih RNA. ...........ccoooiiiiiiiiinnns 34
Preglednica 8: Vrednosti stabilnosti za posamezno mikro RNA, pridobljene z Normfinderjem..... 38
Preglednica 9: U¢inkovitost pomnozevanja pridobljena s pomoc¢jo LinReg PCR. ............cccccceie 38
Preglednica 10: Normalizirane povpre¢ne Cq vrednosti Za VZOTCE. ........covvevirereerenenienesnennenneas 39
Preglednica 11: IzraZzanje mikro RNA v skupini preiskovank z osteoporozo ter v kontrolni skupini.

.......................................................................................................................................................... 42
Preglednica 12: Rezultati t-testa normalno porazdeljenih klini¢nih parametrov tveganja ter rezultati
Mann-Whitney U testa nenormalno porazdeljenih klini¢nih parametrov tveganja...........cc.cccceveeee. 44
Preglednica 13: Prikaz korelacij med mikro RNA in klini¢nimi osteoporoznimi parametri. .......... 45
Preglednica 14: Prikaz korelacij med mikro RNA. ... e 47

Enacba 1: Normalizirano relativno razmerje vzorca z eksterno sinteti¢no kontrolo in kalibratorjem.

Enacba 2: Normalizirano relativno razmerje vzorca z endogenima referenénima genoma in
(R o] =1 (0 =] 0 TSRS 29



POVZETEK

Osteoporoza je sistemska bolezen skeleta, za katero je znacilna zniZzana mineralna kostna
gostota in spremenjena mikroarhitektura kosti ter posledi¢no zvecano tveganje za pojav
nizkoenergetskih zlomov. Zdravljenje zlomov poteka zelo pocasi, kar se odraza v slabsi
kvaliteti zivljenja, zlom kolka pa se v 20-30 % lahko konca s smrtjo. V zadnjem casu
veliko preucujejo vpletenost epigenetskih mehanizmov v razliéne bolezni. Enega od
epigenetskih mehanizmov predstavljajo tudi mikro RNA. Mikro RNA so majhne, 19-21
nukleotidov dolge RNA molekule, ki na posttranskripcijski ravni ve¢inoma negativno
uravnavajo izrazanje genov. Mikro RNA so vpletene tako v fizioloske kot tudi
patofizioloSke procese. Pred kratkim odkrito dejstvo, da so izvencelitne mikro RNA
stabilne in da je njihovo spremenjeno izrazanje posledica bolezni, je doprineslo nov vidik
raziskovanja, kjer se mikroRNA preucujejo kot potencialni kazalci pri $tevilnih boleznih -
rak, sréne bolezni, tumorji ... Raziskav, ki bi preucevale vpletenost mikroRNA v razvoj
osteoporoze, je zelo malo. Odkritje plazemskih mikro RNA, ki bi bile povezane s kazalci
tveganja za razvoj osteoporoze, bi zato predstavljalo velik napredek, saj ima trenutno
diagnosti¢no orodje kar nekaj pomanjkljivosti. S tem namenom smo zeleli ugotoviti, ali
obstaja spremenjeno izrazanje dolo¢enih mikro RNA pri osteoporoznih pomenopavznih
bolnicah v primerjavi s kontrolno skupino zdravih pomenopavznih Zensk, in ¢e obstaja
povezava med mikro RNA ter klini¢nimi kazalci osteoporoze. Iz plazme 97 preiskovank
smo izolirali mikro RNA, jih prepisali v komplementarno DNA ter izmerili izraZanje
mikro RNA 30d-5p, 30e-5p, 126-3p, 148a-3p, 199a-3p in 574-5p s kvantitativno verizno
reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu. Koli¢ino nastetih mikro RNA smo nato normalizirali
na dva nacina ter uporabili relativen nacin prikaza rezultatov. Ugotovili smo, da je
izrazanje mikro RNA-148a zvisano pri preiskovankah z osteoporozo, ter da mikro RNA
30d, 30e in 126 korelirajo s kazalci tveganja za razvoj osteoporoze, pri ¢emer je korelacija
mikro RNA s FRAX S&ibko pozitivna, z mineralno kostno gostoto in TBS pa S$ibko
negativna. S pomocjo podatkovnih baz Diana TOOLS in TargetScan smo dolocili
potencialne mehanizme delovanja nastetih mikro RNA. Mikro RNA-148a je potencialno
vkljucena v signalno pot RANKL/RANK/OPG, mikro RNA 30d, 30e in 126 pa v

diferenciacijo osteoklastov ter signalno pot WNT.

Kljuéne besede: mikro RNA, osteoporoza, mineralna kostna gostota, FRAX, TBS
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ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic skeletal disorder characterized by reduced bone mineral density
and microarchitectural deterioration of bone tissue, resulting in increased low-energy bone
fragility fractures. The treatment of osteoporosis fracture is slow, causing inferior quality
of life, moreover 20-30 % of hip fractures, end with death. Recently, the involvement of
epigenetic mechanisms in different diseases has been implicated. MicroRNASs present one
of epigenetic mechanisms. They are small, 19-21 nucleotide long RNA molecules, which
mainly negatively alter gene expression at the posttranscriptional level. MicroRNAs are
involved in physiological and pathophysiological processes. Recently, it was discovered
that extracellular microRNAs are stable and that different diseases can change their levels,
which brings a new aspect to the research. MicroRNA is now under research as a
biomarker of different diseases, such as cancer, heart diseases, tumors etc., but there is lack
of research investigating involvement of plasma microRNAs in osteoporosis. Discovery of
microRNAs that would be connected with osteoporosis would present a huge progress in
diagnosis of osteoporosis, as current diagnosis methods have many limitations. Therefore
we investigated whether there is a change in selected microRNAs expression in
postmenopausal women with osteoporosis compared to healthy postmenopausal women
and if there is an association between microRNAs and osteoporosis clinical parameters.
We isolated microRNAs from the plasma of 97 postmenopausal women, transcribed them
to complementary DNA and assessed the expression of microRNAs 30d-5p, 30e-5p, 126-
3p, 148a-3p, 199a-3p and 574-5p by real time polymerase chain reaction. We used relative
quantification to define quantities of selected microRNAs which were normalized with two
methods. We found that the expression of microRNA 148a is higher in the osteoporosis
group and that microRNAs 30d, 30e and 126 are correlated with osteoporosis clinical
parameters. Correlation is positive between microRNA and FRAX and negative between
microRNA and BMD and TBS. We also predicted the mechanism of action of microRNAS
with databases TargetScan and Diana TOOLS. MicroRNA 148a could be involved in
RANKL/RANK/OPG signaling pathway and microRNA 30d, 30e and 126 in osteoclast
differentiation and WNT signaling pathway.

Key words: microRNA, osteoporosis, bone mineral density, FRAX, TBS
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SEZNAM OKRAJSAV
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1. UVOD

1.1 OPREDELITEV mikro RNA

Termin mikro RNA (miRNA) je bil prvi¢ uporabljen leta 2001 v ¢lanku Glimpses of a tiny
RNA world (1), njeno odkritje pa sega v leto 1993, ko je bila iz okroglih ¢rvov C.elegans
nakljucno izolirana prva lin-4 mMIRNA. MIRNA predstavljajo eno od podskupin
nekodirajo¢ih RNA. So evolucijsko ohranjene, kratke, enoverizne, endogene RNA
molekule, dolge med 19 in 21 nukleotidov. Njihove taréne molekule so mRNA in miRNA,
vecinoma kot negativni regulatorji na posttranskripcijski ravni, ki vplivajo na izrazanje
genov (2-4). Ta fenomen imenujemo RNA interferenca in je prisotna pri razli¢nih vrstah,
tudi pri sesalcih (5).

MiRNA predstavljajo najvecjo skupino regulatornih genov in vplivajo na izrazanje vec kot
polovice protein-kodirajo¢ih genov. Vkljuene SO0 Vv uravnavanje vecine fizioloSkih
procesov v evkariontih (celi¢na proliferacija in diferenciacija, vpliv na razvoj, celicna smrt
...), Njihovo spremenjeno izrazanje pa lahko vodi v patofiziolosko stanje organizma (2, 3,
6, 7).

1.2 BIOGENEZA mikro RNA
Sinteza miRNA (slika 1) se pri¢ne Vv jedru celice s prepisom genov za miRNA, ki v vecini
primerov poteka s pomoc¢jo encima RNA polimeraze II, v€asih pa tudi z RNA polimerazo
I1l. Tvori se pri-miRNA (primarna miRNA), ki je dolga ve¢ kot 1000 nukleotidov. Pri-
mIRNA zaradi delne komplementarnosti baz tvori sekundarno strukturo v obliki stebelne
zanke (33-35 baznih parov dolgo steblo, terminalna nesparjena zanka ter na 5' in 3' koncu
enoverizna RNA odseka, ki se koncata s 7-metilgvanozinsko kapo in poliA repom).
Naslednji korak zorenja v ve€ini primerov poteka po glavni kanoni¢ni poti, in sicer sledi
znotraj-jedrna cepitev pri-miRNA s pomocjo mikroprocesorskega kompleksa, ki ga
sestavljata encim RNaza Ill, imenovan Drosha, ter esencialni kofaktor DGCR8 (DiGeorge
syndrome critical region gene) ali Pasha. DGCRS8 ima funkcijo vezave dvoveriznih RNA,
in DGCRS tako prepozna lasni¢no strukturo pri-miRNA (steblo in nesparjene konce) ter
usmeri Drosha RNAazo III endonukleazo tako, da cepi priblizno 11 baznih parov od
zaCetka stebla. Nastane okoli 70 nukleotidov dolga lasni¢na struktura, imenovana pre-
miRNA (prekurzorska miRNA) z znacilnim dvonukleotidnim podaljskom na 3' koncu (3,

5, 6, 8).



1 % miRNA pa nastane po alternativni, nekanoni¢ni poti, ki poteka neodvisno od z Drosho
posredovanega procesa. Pre-miRNA nastane s pomocjo splicesoma (izrezovalno-
povezovalni kompleks), ki povzroci izrezovanje pri- miRNA in nastanek pre-miRNA (2).
Po kon¢anem jedrnem zorenju se pre-miRNA prenese v citoplazmo s pomocjo kompleksa
med jedrnim membranskim proteinom Eksportinom 5 in GTP vezujo¢im jedrnim
proteinom Ran-GTP, ki tvorita jedrno poro. Eksportin prepozna dvonukleotidni podaljsek
ter dolzino pre-miRNA in tako s pomoc¢jo Ran-GTP omogoci aktivni prenos pre-miRNA iz
jedra v citoplazmo (6).

V citoplazmi drugi encim RNaza Ill, imenovan Dicer, cepi blizu terminalne zanke pre-
miRNA in nastane priblizno 22 baznih parov dolg miRNA-dupleks. MiRNA-dupleks je
sestavljen iz funkcionalne RNA verige, ki ima 5 segment manj ohlapno parjen, in
predstavlja termodinamsko ugodnejSo strukturo - ter delno komplementarne spremljevalne
verige. Funkcionalna veriga se poveze z vecdomenskimi proteini iz druzine argonavtov
(AGO) v aktiven RISC kompleks (RNA induced silencing complex), medtem ko se
spremljevalna veriga razgradi s pomocjo celicnih nukleaz. Funkcija miRNA v RISC
kompleksu je prepoznava in vezava na taréno mRNA. MiRNA se preko 2-8 nukleotidov
dolge regije na 5' koncu bazno pari s 3'-neprevedljivo regijo (3'UTRs) mRNA. AGO
protein pa ima kataliticno aktivnost. RISC lahko preko razliénih mehanizmov prepreci
izrazanje mRNA. Pri sesalcih je destabilizacija mRNA (odstranitev 5'kape ali poliA repa)
glavni mehanizem delovanja miRNA. Drugi mehanizmi pa so Se prepreceno izrazanje
proteina z upocasnitvijo oziroma zaustavitvijo ribosomov, razgradnja na novo nastalega
proteina, v primeru popolne komplementarnosti med miRNA in mRNA pa je mogo¢
mehanizem tudi cepitev mRNA (6, 9).

Posebnost miRNA je, da lahko ena miRNA molekula vpliva na izraZanje ve¢ razli¢nih

MRNA, vsaka mRNA je lahko tudi uravnavana z ve¢imi miRNA (9).
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Slika 1: Prikaz zorenja in delovanja mikro RNA. Prirejeno po (8) in (5).

Ved kot polovica miRNA genov se nahaja v intronih protein kodirajo¢ih genov. Nemajhno
Stevilo genov pa predstavljajo neodvisne transkripcijske regije (9). Toc¢ne lokacije
promotorjev miRNA Se niso znane, vemo pa, da si ve¢ kot polovica miRNA delijo
promotorje skupaj z genom za protein in se zato so¢asno izrazajo, lahko pa imajo tudi
lastne promotorje. Pomembno pa je tudi dejstvo, da ima isti miRNA gen obicajno vec
mest, kjer se lahko za¢ne transkripcija (6, 9).

Prikazan je proces linearne kanoni¢ne poti, ki v jedru vkljucuje tvorbo primarne miRNA z
encimom RNA polimeraza in cepitev pre-miRNA s pomocjo mikroprocesorskega
kompleksa Drosha in DGCR8. Nastala pre-miRNA se nato s pomoc¢jo Exportin-5-Ran-
GTP prenese iz jedra v citoplazmo. V citoplazmi poteka cepitev pre-miRNA s kataliti¢no
aktivnim proteinom Dicer in nastane miRNA dupleks. Spremljevalna veriga se razgradi,
funkcionalna veriga miRNA pa se poveze z AGO proteini v RISC kompleks, ta pa
povzroci utiSanje tarcne mRNA po mehanizmu destabilizacije mRNA, zaviranja izrazanja
proteina, razgradnja na novo nastalega proteina ter cepitev mRNA (8, 10).

Zorenje miRNA po nekanoni¢ni poti poteka s pomocjo splicesoma (8).

1.3 TIZVENCELICNA mikro RNA
Vecinoma miRNA najdemo znotraj celic, leta 2009 pa so odkrili, da se precejsnje stevilo
miRNA nahaja tudi v vseh bioloskih teko¢inah — plazma, urin, solze, slina, materino mleko
... Zanimivo je dejstvo, da so miRNA v primerjavi z ostalimi vrstami RNA molekul (npr.
MRNA, tRNA) dokaj stabilne in se ne razgradijo, ko pridejo v stik z nukleazno bogatim
izvenceli¢nim prostorom, niti po izpostavljenosti visokim temperaturam, visokim/nizkim

pH, shranjevanju na sobni temperaturi. Predlagan mehanizem zascite je vkljucitev miRNA



Vv izvenceli¢ne vezikle, lipoproteinske komplekse ter povezava z RNA-vezujocimi proteini
(11-13).

1.3.1 1Izvenceli¢ni vezikli (eksosomi, mikrovezikli in apoptoti¢na telesca)

Izvenceli¢ni vezikli so Klasificirani glede na velikost in nacin prehajanja iz celice, vendar
so Se vedno prisotne neenotnosti pri terminologiji (14). Vsem izvenceli¢nim veziklom je

skupno, da jih obdaja fosfolipidni dvosloj.

Eksosomi

So majhni izvenceli¢ni vezikli s premerom/polmerom 40-120nm, ki nastanejo iz
endosomov. Ti v naslednji stopnji tvorijo multivezikularna telesca, ta pa se nato s
procesom eksocitoze zlijejo s celiéno membrano in tako pride do spros€anja eksosomov v
izvenceliéni prostor (12, 15). Izlocajo jih lahko razli¢ne celice, sestavlja pa jih lipidni

dvosloj, znotraj katerega se nahajajo razli¢ni proteini, mRNA in miRNA (11, 15).

Mikrovezikli

Vecina celic lahko izlo¢a tudi nekoliko vecje vezikle (0,1-1 um), kot so eksosomi, ki imajo
podobno sestavo kot eksosomi (lipidni dvosloj, znotraj katerega se nahajajo razli¢ni
proteini, miRNA in mRNA, katerih razmerje in sestava je odvisna od celic, ki jih izlo¢ajo),
vendar pa imajo drugacen mehanizem nastanka in sproS¢anja v izvenceli¢ni prostor.

Nastanejo in sproscajo se z brstenjem iz celiéne membrane (11, 15, 16).

Apoptotska telesca

So vecji delci heterogenih oblik (1-5 um), ki nastanejo kot koprodukt iz normalnih
apoptotskih celic ali pa patolosko pri rakavih celicah. Apoptotske oziroma umirajoce celice
sprostijo membranske vezikle, v katerih se nahajajo nakljuéne miRNA (miRNA niso
celi¢no specificne), vezane na AGO2, v izvencelicno okolje preko brstenja celi¢ne
membrane (14 — 17).

1.3.2 RNA-vezujodli proteini

Vec kot 90 % izvencelicnih miRNA je vezanih na RNA-vezujoce proteine, pri ¢emer jih je
vecina vezanih z AGO2 proteinom (redko AGO1) - protein znotrajcelicnega RISC

kompleksa. Ni Se tocno znano, kako se miRNA prenese iz celice v izvenceli¢ni prostor,



predvideva pa se, da se AGO-miRNA kompleksi pasivno prenesejo iz mrtvih ali
apoptotskih celic in ostanejo v izvencelicnem prostoru zaradi velike stabilnosti AGO
proteina. Obstaja pa tudi moznost, da obstajajo z membrano povezani kanalcki ali
receptorji, ki omogocijo specifi¢no spros¢anje AGO-miRNA kompleksa (12).

In vitro (ne pa tudi in vivo) so potrdili, da se sinteticna miRNA lahko poveze tudi z jedrnim
fosfoproteinom nukleofosfinom 1 in tako prepreci razgradnjo z RNazo (18). NPM1 protein
je vklju€en tudi v prenos RNA molekul in ribosomov iz jedra v citoplazmo ter tako vpliva
na stabilnost miRNA (12).

1.3.3 Lipoproteinski kompeksi

MiRNA se lahko prenasa po krvnem obtoku tudi vezana na HDL (high-density
lipoprotein), redko LDL (low-density lipoprotein) (19). HDL delci so veliki med 8 in 12
nm. Predvidevamo, da se HDL v krvi preko divalentnega kationskega mostu lipidne
komponente fosfatodiholina veze z miRNA v stabilen kompleks (12). Pomanjkljivost te
hipoteze pa je, da bi v tem primeru v krvi morala obstajati tudi prosta miRNA, ki pa ni
zaS¢itena pred RNazno aktivnostjo. Poleg tega miRNA v citoplazmi rajs$i tvorijo kompleks
z AGO proteini kot s HDL, zato se postavlja vprasanje, kje in kdaj se sploh tvori kompleks
HDL-miRNA (17).
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Slika 2: Oblike izvenceli¢ne mikro RNA. Prirejeno po (14).
Eksosomi / mikrovezikli, apoptotska telesca, miRNA vezana na HDL in miRNA vezana na
AGO?2 protein ter predpostavljeni nacini spros¢anja iz celice v izvenceliéni prostor.

1.4 IZVENCELICNE mikro RNA IN MEDCELICNA KOMUNIKACIJA
Za veccelicne organizme je znacilno, da so v evoluciji razvili razliéne mehanizme
komunikacije - Celice lahko med seboj komunicirajo preko razli¢nih vrst celi¢nih stikov
(testni stik, povezovanje s filamenti, presledkovni stik, kemi¢ne sinapse) ter preko krozecih
telesnih teko€in. Kri prenasa Stevilne biomolekule: hranila, hormone, peptide ter molekule,
ki jih izloCajo celice z namenom izvajanja razli¢nih bioloskih funkcij (18). Funkcija
izvenceliéne miRNA pa Se vedno ostaja neznana. Razvili S0 dve nasprotujoci si teoriji, ki
sta podprti s Stevilnimi dokazi. Prva zagovarja dejstvo, da je miRNA nespecificen
koprodukt celi¢ne aktivnosti in celicne smrti. Druga teorija pa zagovarja dejstvo, da
miRNA predstavljajo klju¢ni medcelicni mediator tako v fizioloskih kot patoloskih

procesih (11, 20).

1.4.1 Mikro RNA kot mediator v medceliéni komunikaciji

Dokazano je, da koncentracija miRNA v krvi mo¢no naraste v primeru prizadetosti organa,

kar je primer miRNA kot nespecificnega produkta (11). Vendar pa bi lahko umirajoce



celice na tak nacin tudi komunicirale s sosednjimi celicami in opozarjale organizem o
disfunkciji celic (14).

Komunikacija preko mikroveziklov in eksosomov

Zaradi podobne velikosti eksosomov in mikroveziklov, ki jih z ultracentrifugo
znanstveniki niso uspeli lociti, zato se v vecCini raziskav uporablja izraz eksosomske
miRNA, vendar ta izraz oznac¢uje miRNA, ki izhajajo iz eksosomov in mikroveziklov (11).
Eksosomi imajo $tevilne celi¢no specifiéne vloge, ki jih pripisujejo predvsem proteinom na
njihovi povrsini. Vpletenost eksosomske RNA v bioloske procese in vivo pa ostaja
vprasljiva Kljub stevilnim raziskavam na celicah, ki so potrdile vpliv eksosomskih miRNA
na izrazanje genov prejemnih celic (11). Ekstrom s sod. je dokazal, da eksosomi lahko
sodelujejo v komunikaciji med osteoblasti in osteoklasti. 1z ¢loveskih monocitov SO po
stimulaciji z lipopolisaharidom izolirali eksosome in jih dodali mezenhimskim zarodnim
celicam. Poleg privzema mikroveziklov v celice so dokazali tudi poveCano izrazanje
RUNX2 in BMP-2, kar dokazuje parakrino vlogo monocitnih eksosomov kot stimulatorjev
osteogeneze, oziroma kostne regeneracije (21). Collino in sod. so inkubirali MSC in
tubularne endotelijske celice ter tako prvi dokazali, da MSC izlocajo eksosome, za katere
je znacilen specifiCen profil miRNA. MiRNA znotraj eksosomov vplivajo na mRNA tar¢ne
gene v tubularnih endotelijskih celicah, kar se odraza v znizanem izraZanju proteinov
(PTEN, ciklin D1, Bcl2) in posledi¢no spremenjeni funkciji (11, 21, 22). Chen s sod. je
dokazal, da MSC izlo¢ajo eksosome, ki vsebujejo pri-miRNA, ki niso bile povezane z
AGO2 ali Dicer proteinom. Pri-miRNA pa se lahko povezejo v RISC kompleks v
oddaljenih celicah in na tak nacin povzroc¢ijo odziv (12). Li s sod., 2012 pa je odkril, da se
mMiRNA-AGO kompleks nahaja tudi znotraj mikroveziklov, zato so raziskovalci postavili
hipotezo, da se lahko AGO2-miRNA skupaj z drugimi miRNA vkljucijo v eksosome in se
nato po krvi prenesejo do prejemniskih celic, kjer AGO2-miRNA lahko vplivajo na gensko
izrazanje celic, miRNA, ki pa niso vezane v kompleksu, pa se razgradijo in nimajo u¢inka
(17, 22). Ugotovili so tudi, da se nekatere miRNA lahko nahajajo v eksosomih v visjih ali
nizjih koncentracijah kot v izvorni celici, kar kaze, da miRNA niso naklju¢no izloceni
odpadni produkt celic. Mehanizem, ki doloca selektivno prehajanje miRNA v eksosome Se
ni znan, ¢eprav ne moremo izkljuciti moznosti, da prehajanje miRNA v eksososome
predstavlja mehanizem zas¢ite miRNA pred razgradnjo v celici in ni posledica

specificnega razvrs¢anja (14). Isto¢asno pa so znanstveniki tudi dokazali, da je sproscanje



eksosomske miRNA odvisno od encima nSMase (neutralna spingomielinaza), ki je vpleten
v biosintezo ceramida — nSMase, saj povzroci hidrolizo spingomielina in tvori se ceramid,
ta pa sodeluje v od ceramida odvisnih izlo¢evalnih poteh. Ceramid je nujen pri tvorbi
multivezikularnih veziklov. Povecana koli¢ina nSMase se odraza v povecani koli¢ini
izvencelicne MIRNA, zaviranje nSMase pa povzro¢i zmanjSano izlo¢anje eksosomov in
miRNA, pri ¢emer pa ne vpliva na izrazanje znotrajceliéne miRNA. Se vedno pa ostaja
neznanka, kakSen je nacin vgrajevanja miRNA v eksosome. Glede prenosa eksosomske
miRNA v tar¢ne celice obstaja teorija, ki specificno delovanje eksosomov na tar¢ne celice
pripisuje proteinom na eksosomih, ki prepoznajo receptorje na tarcni celici, domneven
mehanizem privzema eksosomov je zlitje z membrano ali endocitoza, kar miRNA
omogoca prehod v prejemniSke celice in tako moznost sodelovanja v medceli¢ni
komunikaciji (11). Zanimivo pa je tudi dejstvo, da se profil miRNA, vezanih z
izvenceli¢nimi vezikli, razlikuje od profila miRNA, ki se nahaja v kompleksu z AGO2
proteini ali pa z HDL, kar bi tudi lahko odrazalo celi¢no specificno delovanje izvenceli¢nih
miRNA (12).

To je le nekaj od Stevilnih primerov, ki potrjujejo vpletenost eksosomske miRNA v
medceli¢no komunikacijo (11), kljub temu pa primanjkujejo dokazi, ki bi lahko dokon¢no
potrdili to hipotezo. Vprasljivo je, do kakSne mere lahko miRNA znotraj eksosomov in
vivo vplivajo na izraZanje, saj se veéina izvenceli¢cne miRNA nahaja vezanih v proteinski

kompleks in ne znotraj eksosomov (17).

Komunikacija preko apoptotskih telesc

MIRNA v apoptotskih telescih predstavljajo koprodukt apoptoze in se neodvisno od
celi¢nega tipa naklju¢no razporejajo v apoptotska telesca, kar je tudi glavna razlika, ki jih
lo¢i od eksosomov in mikroveziklov (17). Z dokazi je podrta tudi moznost sodelovanja
mIiRNA iz apoptotskih telesc v medceli¢ni komunikaciji. Zernecke s sod. (2009) so
dokazali, da apoptotska telesca lahko zavirajo napredovanje ateroskleroze preko miRNA-
126. Protektivni efekt pripisujejo prenosu miRNA-126 iz apoptotskih telesc v prejemniske

endotelijske celice, kjer zmanjsajo izrazanje kemokina CXCL12 (15).

Komunikacija preko delcev HDL

Hipotezo o sodelovanju HDL delcev v medceli¢ni komunikaciji potrjuje raziskava, kjer so

primerjali HDL pacientov s hiperholesterolemijo ter HDL zdravih oseb. Ugotovili so, da se



sestava in koli¢ina miRNA, vezanih na HDL, v obeh skupinah razlikuje ter da imajo
drugacen vpliv na izrazanje miRNA-105 v hepatocitih (12). Zvisano izrazanje miRNA-105
v hepatocitih ob inkubaciji z miRNA-HDL bolnikov povzro¢i znizano izraZanje tarénih
MRNA znotraj jetrnih celic, na katere deluje miRNA-105.

Dokazano je bilo tudi, da HDL lahko prenese miRNA do SRBI receptorjev v ledvicah in
jetrih hrckov. Celiéni SRBI receptorji vezejo HDL in omogocijo prehod holesterilestra ter
miRNA v celico (11, 19). Vendar, ko so preucevali miRNA vezane na HDL, so ugotovili,
da so miRNA bile dolge povpre¢no 22 nukleotidov, kar pomeni, da so zrele miRNA in da
niso bile povezane z AGO proteinom. Zrele miRNA pa najverjetneje ne morejo povzrociti
bioloskega odziva, saj se le pre-miRNA, in ne zrele miRNA, lahko povezejo v RISC
kompleks v oddaljenih celicah. Zato obstaja velika neznanka, kako lahko sploh miRNA,
vezane na HDL, vplivajo na gensko izrazanje (12).

Poleg tega so tudi ugotovili, da je miRNA-223 najbolj zastopana miRNA, ki se nahaja v
kompleksu s HDL, vendar to predstavlja vseeno le 8 % glede na izvencelicne miRNA (11).
Nasteta dejstva ne izkljucujejo vkljuéenost HDL v medceli¢no komunikacijo, vendar pa

verjetno tudi ne predstavljajo enega izmed glavnih mehanizmov regulacije (11, 19) .

Komunikacija preko proteinov
Kljub temu, da miRNA-AGO kompleks predstavlja najbolj zastopano obliko izvenceli¢ne

MIiRNA, se je vseeno vecina raziskovalcev osredotoCilo na eksosome in mikrovezikle kot
miRNA prenasalce (17, 23).

Teorijo, ki zagovarja vlogo miRNA-AGO v medceli¢ni komunikaciji, podpira dejstvo, da
imajo C. elegans proteinske transmembranske kanalcke SID-1, ki omogocajo prevzem
dvoveriznih RNA in sinteticnih miRNA predhodnikov. Tudi pri sesalcih obstaja homolog
SID proteina, vendar $e ostaja nejasno, ¢e lahko poteka prevzem miRNA-AGO kompleksa
preko teh receptorjev (11).

Druga hipoteza pa zagovarja dejstvo, da je miRNA, ki je izkljuéno povezana le z AGO
proteini, nespecifiCen ostanek fizioloSkega delovanja celic in celicne smrti. Kompleksi
MIRNA-AGO se pasivno sproscajo iz celic v izvenceli¢ni prostor, kjer se ne razgradijo, ker
so AGO proteini v bogatem proteaznem okolju zelo stabilni in tam ostanejo tudi po tem, ko

izvorna celica odmre (11).



1.4.2 Ali mikro RNA in vivo res lahko deluje kot hormon?

Kljub $tevilnim fascinantnim primerom medcelicne komunikacije preko miRNA in vitro,
pa so in vivo koncentracije miRNA v bioloskih tekoc¢inah veliko niZje kot v okolici celic,
zato je malo verjetno, da bi miRNA lahko delovale kot hormoni. Celotna koncentracija
vseh miRNA v plazmi je znotraj 100 fM, koncentracija posamezne miRNA pa je Se niZja.
Zaradi vi§jih lokalnih koncentracij izvencelicnih miRNA je verjetnejSa njena parakrina
vloga (11).

1.5 PODROCJA UPORABE mikro RNA
Stevilo raziskav na podro&ju miRNA eksponentno naraiéa. Od leta 2005 do leta 2008 se je
Stevilo objavljenih ¢lankov povecalo za Stirikrat, od leta 2005 do leta 2013 pa kar za
osemnajstkrat (2). V MiRbase verzija 21 je zabelezenih ze 2588 zrelih ¢loveskih miRNA,
pri ¢emer vloga vecine $e ni poznana (6, 24). Dokazano pa so Stevilne miRNA vpletene v
regulatorne procese v skoraj vseh vrstah celic in tkiv v organizmu, Kjer zavirajo izrazanje
tarénih genov (24). Vpletenost miRNA je najbolj preuc¢evana pri raku, kateremu so sledile
Studije  povezanosti miRNA z vnetnimi boleznimi, virusnimi infekcijami,
kardiovaskularnimi ~ boleznimi,  nevrodegenerativnimi  boleznimi,  osteoporozo,

endometriozo, gastrointestinalnimi boleznimi, diabetesom (5, 23, 25, 26) ...

1.5.1 Izvencelicne mikro RNA kot bioloski oznadevalec

Eden glavnih izzivov je odkritje posameznih ali skupine miRNA, ki bi sluzile kot novi
biokemic¢ni kazalci za diagnozo in spremljanje odziva na zdravljenje. Prednosti
izvenceli¢cne MIRNA so, da je prisotna v krvi in drugih telesnih teko¢inah ter je zato njeno
dolo¢anje manj invazivno. To je pomembno predvsem pri boleznih, ki prizadenejo tkiva, ki
so tezko dosegljiva, npr. kost. Dodatna prednost miRNA je stabilnost v plazmi pri sobni
temperaturi tudi do 24 ur (12, 24). Izzivi pri uporabi izvencelicnih miRNA pa so:
identificirati tisti nabor miRNA, ki najbolje odrazajo patoloSki proces in niso podvrzene
vplivom drugih dejavnikov, npr. zivljenjskemu stilu. Prav tako pa tudi razvoj metod
izolacije ter analize nizkih koncentracij, ki bodo dale zadovoljive in primerljive rezultate
znotraj laboratorija in med laboratoriji (24).

V praksi se Ze uporablja set 64 miRNA, ki omogoca diagnosticiranje 42 razli¢nih tumorjev
(27).
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1.5.2 Mikro RNA kot terapevtske tarée

MiRNA predstavljajo tudi privla¢no tarco za iskanje novih zdravilnih u¢inkovin s ciljnim
delovanjem. Osnovni princip je zaviranje povecanega izrazanja doloCene miRNA, ali pa
nadomescanje miRNA, ki imajo nezadostno izrazanje. MiRNA se veZe na Kratko zaporedje
MRNA in ni gensko specifi¢na, zato ena sama miRNA lahko vpliva na izrazanje razli¢nih
genov ter tako regulira celotno pot, kar predstavlja privlacen nacin zdravljenja bolezni, v
katero je vpletenih ve¢ genov, npr. rak (3). Inhibicija miRNA lahko poteka s pomodjo
miRNA gob (zaporedje nukleotidov, ki vsebujejo ve¢ vezavnih mest za dolo¢eno MiRNA),
ki z vezavo miRNA preprec¢ijo njeno delovanje ali s pomocjo komplementarnih
oligonukleotidov, imenovanih antagomiri. Pomanjkanje dolo¢ene miRNA pa se lahko
nadomesti z mimiki miRNA (28).

Pomanjkljivost miRNA kot zdravilnih u¢inkovin pa je, da se lahko ena miRNA, poleg
vezave na tarcne mRNA, veze Se na druge mRNA, ali pa se lahko veze na taréno mRNA,
vendar v drugem tkivu, kjer si tega ne Zelimo. Ta problem pa se reSuje predvsem z
uporabo razli¢nih dostavnih sistemov z visoko stopnjo specifi¢nosti, ki bi omogocali ciljno
delovanje le v dolo¢enem tkivu (29).

Primer uporabe miRNA kot zdravilne u¢inkovine najbolje prestavlja rak. Za razli¢ne rake
je znacilen razliCen profil miRNA in bi lahko z miRNA kot zdravilnimi uc¢inkovinami
dosegli specifiéno zdravljenje dolo¢ene oblika raka ter s tem dosegli manjSe neZelene
ucinke v primerjavi s kemoterapijo. Terapija raka na osnovi miRNA je v predklini¢ni fazi,
saj obstaja Se vedno problem s ciljano dostavo teh zdravilnih u¢inkovin.

V drugi fazi klini¢nega testiranja pa je anti-miRNA-122 oligonukleotid kot potencialna
zdravilna uéinkovina za zdravljenje hepatitisa C (3). V predklini¢nih testiranjih pa se
nahajajo e miRNA, ki so vpletene v razli¢ne tipe rakov, v odpoved srca ter infarkt,

inzulinsko rezistenco (5).

1.5.3 Mikro RNA pri zdravljenju osteoporoze

Raziskave na zivalih z uporabo anti-miRNA in miRNA mimikov nakazujejo njihov
potencial pri zdravljenju osteoporoze (29). Odkrili so, da imajo miSi z zviSanimi
koncentracijami miRNA-34a, povecano kostno maso in manj zlomov, saj miRNA-34a
deluje kot zaviralec razvoja osteoklastov in tako prepreci razgradnjo kosti. Zanimivo je
tudi, da je mi§ja miRNA-34a identi¢na ¢loveski in tako predstavlja moZnega kandidata za

razvoj novega zdravila za zdravljenje osteoporoze (30). Koli¢ina miRNA-214 se s starostjo
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poveCuje in dokazano zavira osteoblastogenezo in mineralizacijo, njeni inhibitorji pa

preprecijo izgubo kostne mase (29).

1.6 DEFINICIJA OSTEOPOROZE

Osteoporoza je kronicna, s starostjo povezana, degenerativna, progresivna, sistemska
presnovna bolezen skeleta, za katero je znalilna znizana mineralna kostna gostota in
spremenjena mikroarhitektura kosti, kar se posledi¢no odraza v povecani lomljivost kosti,
najpogosteje v zlomu vretenc, kolka in zapestja. Zgornja definicija svetovne zdravstvene
organizacije (SZO) osteoporoze je nespecificna in ne vkljucuje mejnih vrednosti. V praksi
se zato uporablja bolj natan¢na opredelitev, kjer je osteoporoza dodatno opredeljena s
pomo&jo mejnih vrednosti MKG (mineralne kostne gostote) in T* vrednosti. Osteoporoza
je prisotna, ¢e je MKG izmerjena z DXA (dvoenergijska rentgenska absorpciometrija)
zmanjSana za vec kot 2,5 standardni deviaciji od pricakovane MKG vrednosti zdrave osebe
v zgodnji odrasli dobi.

Na podlagi zgornje definicije so potekale epidemioloske Studije, v katerih so ugotovili, da
osteoporoza v Evropi, ZDA in na Japonskem skupno prizadene ve¢ kot 75 milijonov ljudi.
Polovica vseh Zensk in ¢etrtina vseh moskih po 60. letu dozivi osteoporozni zlom, 50-letna
zenska ima priblizno 40-53 % tveganje za osteoporozni zlom, kar je primerljivo s
tveganjem za pojav sré¢no-zilnih bolezni. Najbolj usoden je zlom kolka, kjer je smrtnost
znotraj enega leta kar 30 %, tudi okrevanje po zlomu poteka pocasi, kvaliteta Zivljenja pa
je slabsa. Prognoza kaZe, da bo do leta 2025 osteoporozni zlom dozZivelo kar 3 milijone

ljudi, do leta 2050 pa se bo Stevilo obolelih podvojilo (31 — 33).

1.7 DIAGNOZA IN PRICETEK ZDRAVLJENJA OSTEOPOROZE
Bistvo zdravljenja osteoporoze je prepreCevanje zlomov, vendar s klasicno diagnozo
osteoporoze, ki temelji zgolj na merjenju MKG, spregledamo velik del bolnikov, ki bodo
utrpeli osteoporozni zlom. MKG je najpomembnejsi posamezni dejavnik tveganja za zlom,
vendar ne edini. Zato pri odlocitvi za zdravljenje ni pomembna le MKG, vendar so kriteriji
za pricetek zdravljenja trije:
a) upostevanje MKG, izrazene s T vrednostjo, v kombinaciji z upostevanjem starosti

in spola

1T vrednost je opredeljena kot razlika med izmerjeno in pri¢akovano MKG pri zdravi osebi v zgodnji odrasli
dobi, deljeno s SD (standarna deviacija) v populaciji.

12



b) izratun visokega tveganja za zlom v nadaljnjih 10 letih s pomocjo prosto
dostopnega racunalniSkega modela FRAX (Fracture Risk Assessment Tool).
Visoko tveganje za zlom je prisotno, ¢e je verjetnost za skupek osteoporoznih
zlomov > 20 % ali pa verjetnost za zlom kolka > 3 %. Program v izra¢unu poleg
starosti in spola uposteva tudi skupni vpliv drugih klini¢nih dejavnikov tveganja,
kot so predhodni osteoporozni zlom, indeks telesne mase, zlom kolka pri starsih,
revmatoidni artritis, kroni¢na uporaba glukokortikoidov, pretirano uzivanje
alkohola, kajenje ter, ¢e je na voljo tudi podatek o MKG vrednosti vratu stegnenice
(34).

c¢) dokazan osteoporozni zlom? ne glede na FRAX in MKG, lahko zadoita za
diagnozo osteoporoze in pricetek njenega zdravljenja (34).

Pomanjkljivost FRAX programa je, da ni primeren za moske, mlajse od 50 let, in Zenske
pred menopavzo, ter da ne uposteva vseh dejavnikov tveganja — na primer ne uposteva
Stevila in vrste zlomov ter odmerka in trajanja zdravljenja z glukokortikoidi. (34) Dodatna
pomanjkljivosti z DXA metode izmerjene MKG pa je Se izpostavljenost sevanju.

Zato je velika Zelja po odkritju novih kazalcev, ki bi samostojno ali v kombinaciji z
drugimi obstojecimi kazalci pripomogli k boljsi diagnostiki osteoporoze. Tak potencial ima

plazemska miRNA (24).

1.8 VLOGA mikro RNA V KOSTNI PRESNOVI in OSTEOPOROZI
Pri kostni prenovi imajo glavno vlogo trije tipi specifi¢nih celic: osteociti, osteoklasti in
osteoblasti v kosteh. Za vzdrzevanje homeostaze je pomembno ravnoteZje med razgradnjo
in tvorbo kostnega tkiva, ki je uravnavano preko razlicnih signalnih poti. V' proces
homeostaze so vkljuceni Stevilni citokini, transkripcijski dejavniki, rastni dejavniki,
hormoni, adipozne celice, intermedianti iz signalnih poti ... Objavljene raziskave
potrjujejo tudi vpletenost miRNA v rast, diferenciacijo in delovanje kostnih celic. MiRNA
je tako dokazano vpletena v vsako stopnjo tvorbe kosti in v procese vzdrzevanja
homeostaze kosti, kjer ima vpliv na izrazanje vseh zgoraj naStetih dejavnikov, ki so
vpleteni v razlicne signalne poti in tako pozitivno ali negativho uravnavajo
osteoblastogenezo in osteoklastogenezo (35). Znano je, da deregulacija diferenciacije
ostoklastov in osteoblastov, ki lahko nastanejo kot posledica z miRNA povzrocene

epigenetske spremembe v genskemu izrazanju, vodi v razli¢ne skeletne bolezni: Pagetova

22 Osteoporozi zlom je zlom, ki nastane zaradi podobne ali manj$e sile kot je prisotna pri padcu iz stojne viSine
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bolezen, osteopetroza, osteoporoza in osteoartritis (4, 24) ... Objavljenih je ve¢ kot 600
raziskav, ki preucujejo povezanost miRNA ter kosti in hrustanca (36).) Zaradi obstojecih
trdnih dokazov vpletenosti miRNA v osteoporozo je smiselno izvajati tovrstne Studije tudi
na ljudeh. Do danes je bilo objavljenih le pet $tudij, ki preucujejo vpletenost izvenceli¢nih

miRNA v osteoporozo. (preglednica 1)

Preglednica 1: Povzetek Studij, ki so preucevale vpletenost izvenceli¢nih mikro RNA na

pojavnost osteoporoze.
vzoréna
skupina/kontrolna vzorec rezultati raziskave
Avtor skupina
Povecano izrazanje miRNA-133a,
0steoporozne zmanjsano izrazanje miRNA-21-5p,
Lietal preiskovanke/osteopenidne plazma nesprem?nj eno 1zr_azanje m1RNA-146a-5p
(24) preiskovanke Korelacija med miRNA-21, miRNA-133a
ter MKG, 146-5p ni izkazovala te
korelacije
Povecano izrazanje miRNA-21-5p,
Seeliger et al osteoporozni preiskovanci z miRNA-23a-3p, miRNA-24-3p, miRNA-
(926) zlomom/osteoporozni serum | 93-5p, miRNA-100-5p, miRNA-122a,
preiskovanci brez zloma miRNA-124-3p, miRNA-125b-5p in
miRNA-148a-3p
Weller ot POTETOBevIe enske do L dni | [Pkl e oienh sk
po zlomu/zdrave, enako stare serum . P! P.
(61) reiskovanke miRNA-133b, miRNA-22-3p, miRNA-
P 328-3p in let-7g-5p.
osteoporozne preiskovanke z e oo
Pana(lgg)et al zlomom kolka/preiskovanke z serum Pﬁéﬁ%‘iéﬁ;‘?“fﬂ%i?g 122-5p,
osteoartritisom kolka P, P
Povecano izrazanje miRNA-130b-3p,
Meng et al pomenopavzne preiskovanke z TQTEI;)A r%?Flz?\lsApsgn(;REgAlﬂb miR-
0steoporozo/po menopavzne kri -
(24) oste(?peniénspreiskogla nke Korelacija med miRNA-130b-3p,
miRNA-151a-3p, miRNA-151-b,
miRNA-194-5p in MKG

1.9 POTENCIALNA BIOLOSKA VLOGA mikro RNA 574, 30d, 30e, 126, 148,
199 V KOSTNI PRESNOVI

V nadaljnje so predstavljene miRNA, ki smo jih preucevali v okviru magistrske naloge.

Opisi so pridobljeni s pomocjo pregleda ¢lankov na Pubmedu. Kot kriterij iskanja smo

izbrali celotno ime miRNA (primer: miRNA-574-5p), nato pa smo se pri pregledu ¢lankov

osredotocili predvsem na vpletenost miRNA v glavne signalne poti, ki so pomembne pri

osteoporozi.
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MIRNA-574-5p — Dokazana je vpletenost miR574-5p v B-katenin /Wnt signalno pot.
Povecano izrazanje mMIiR-574-5p zmanjSa izrazanje QKI proteina, kar se odraza v
poveCanem izrazanju [-katenina. Inhibicija miR-574-5p tako zavira rast tumorja (37).

Motnja v B-katenin /Wnt signalni poti vodi lahko v razvoj osteoporoze.

MiRNA-30d-5p — Dosedanje raziskave so odkrile, da miR-30d-5p deluje kot negativni
regulator diferenciacije osteoblastov v kanoni¢ni B-katenin/Wnt signalni poti. Pove¢ano
izrazanje MiR-30d zmanj$a izraZanje transkripcijska faktorja Runx2 in usmeri razvoj v

mascobne celice (prepreci pretvorbo zarodnih celic v osteoblaste) (38 — 40).

MiRNA-30e-5p — Izrazanje miR-30e je zelo pomemben dejavnik za vzdrzevanje
ravnotezja med adipociti in osteoblasti, in sicer preko inhibitornega delovanja na LRP6, ki

je vpleten v kanoni¢no B-katenin /Wnt signalno pot (41).

mMiRNA-126-3p - Raziskava potrjuje posredno vpletenost miR-126-3p Vv izrazanje
RANKL v mielomi¢nih celicah (povecano izrazanje miR-126 povzro¢i zmanj$ano
izrazanje DNMT]1, ta pa povzro¢i demetilacijo promotorja RANKL in izrazanje RANKL)
(42). Ena glavnih signalnih poti pri osteoporozi je RANK/RANKL/OPG signalna pot, ki

nadzoruje osteoklastogenezo (43).

MiRNA-148a-3p — Odkrili so, da je miR-148a-3p bolj izrazena v serumu in v vzorcih
kostnega tkiva pri preiskovancih z osteoporozo v primerjavi s preiskovanci brez
osteoporoze. MiR-148 spodbuja osteoklastogenezo in posledi¢no osteoporozo posredno
preko delovanja na RANKL (26).

MiRNA-199a-3p — Dokazana je vpletenost v spermatogenezo, saj je mMiRNA-199a mozna

taréa delovanja rastnega faktorja TGF 1 (44). TGFp pa je vpleten v osteoporozo, kjer

vpliva na vzdrzevanje ravnotezja med osteoklasti in osteoblasti (45).
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2. NAMEN DELA

Osteoporoza je degenerativna, s starostjo povezana bolezen, katere prevalenca se zaradi
vedno daljSe Zivljenjske dobe povecuje in posledi¢no predstavlja enega vecjih zdravstvenih
in ekonomskih problemov. Njena patogeneza je kompleksna in vkljucuje preplet genetskih,
okoljskih ter epigenetskih dejavnikov, med katere uvr§¢amo tudi miRNA. Trenutni
pristopi, ki se uporabljajo za diagnozo osteoporoze, imajo kar nekaj pomanjkljivosti,
miRNA pa bi zaradi enostavne dostopnosti in svoje stabilnosti v plazmi lahko predstavljale
nov, obetaven biokemi¢ni kazalec osteoporoze.

V okviru projekta na Katedri za klini¢no biokemijo Fakultete za farmacijo je bila izvedena
vsegenomska analiza kostnih vzorcev bolnikov z osteoporozo in osteoartrozo z metodo
Nanostring, ki je pokazala razlike v profilu izrazenih miRNA. Zato smo se odlo¢ili izmeriti
koncentracije v kostnem tkivu diferencialno izrazenih miRNA 30d-5p, 30e-5p, 126-3p,
148a-3p, 199a-3p in 574-5p v plazmi vecjega Stevila preiskovancev. Namen nasega dela bo
preuciti vlogo izbranih miRNA pri osteoporozi ter oceniti njihovo moznost uporabe kot
potencialnih neinvazivnih biokemi¢nih kazalcev osteoporoze. V ta namen bomo:

-zbrali in zdruzili pridobljene podatke preiskovank (krvne preiskave, MKG, vprasalniki)
-izolirali miRNA iz plazme 97 pomenopavznih preiskovank

-izvedli prepis izbranih miRNA v cDNA z metodo reverzne transkripcije

-s pomocjo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu izmerili koli¢ino
izbranih miRNA

-dolo¢ili u¢inkovitost pomnoZevanja izbranth miRNA

-izbrali ustrezne endogene referen¢ne gene, s pomocjo katerih bomo izvedli normalizacijo
koli¢in izbranih plazemskih miRNA s kvantitativno primerjalno metodo

-z uporabo statisticnih analiz preucili, ali se izraZzanje miRNA lo¢i med skupino
preiskovank z osteoporozo in skupino zdravih preiskovank ter ovrednotili povezanost med
miRNA in izbranimi kazalci tveganja za razvoj osteoporoze, kot so: MKG, TBS in FRAX
-z uporabo prosto dostopnih programskih orodij, kot so Diana TOOLS in Targetscan,
dolo¢ili potencialen mehanizem delovanja tistth miRNA, ki bi bile lahko potencialni

kazalec osteoporoze.
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3. METODE IN MATERIALI

Magistrska naloga je del studije, ki se izvaja na Kliniki za sladkorno bolezen in presnovne
bolezni na Univerzitetnem klinicnem centru (UKC) v Ljubljani in na Fakulteti za
farmacijo. Preiskovanke so se zavestno odlo¢ile, da bodo sodelovale v raziskavi, in s tem
namenom so podpisale pristopno izjavo, pri ¢emer pa podatki preiskovank ostanejo tajni in

se uporabijo zgolj v raziskovalne namene.

3.1 SPLOSNA DOLOCILA

Pred samim delom smo potrebne epruvetke razli¢nih volumnov in nastavke za pipete
avtoklavirali. Pri delu smo uporabljali rokavice iz lateksa za enkratno uporabo, nosili smo
zaScitno haljo. Delo smo izvajali v komori z laminarnem pretokom zraka.

Pri vseh korakih rokovanja z miRNA smo upostevali nacela protokola, ki opisuje pogoje
dela brez prisotnosti RNaz. Zato smo pred delom z miRNA povrsino komore ter potreben
pribor vedno pobrisali z RNaz-up ¢istilom in komoro s priborom osvetljevali z UV lucko
Se 20 minut. Tekom dela smo pazili na Cisto¢o in si veCkrat oCistili roke z RNaz-up
Cistilom, z namenom, da bi se izognili kontaminaciji vzorcev in reagentov.

Pred delom s cDNA smo komoro in pribor o¢istili z vodikovim peroksidom ter etanolom in

jo osvetljevali z UV lucko $e 20 minut (46).

3.2 OPIS PREISKOVANK
Izbranim preiskovalkam smo med 8:00 in 10:00 odvzeli kri z namenom izvedbe osnovnih
biokemi¢nih in hematoloskih testov ter za analizo MIRNA. Z DXA metodo smo jim
izmerili MKG ter nato izracunali T vrednost, FRAX in TBS. S pomocjo vprasalnika smo

ovrednotili ostale dejavnike tveganja za nastanek osteoporoze.

V studijo so bile vkljucene preiskovanke, ki so ustrezale naslednjim kriterijem:

-starost manj kot 70 let

-pomenopavzno obdobje

-ne prejemajo nobenih zdravil za zdravljenje osteoporoze (lahko jemljejo preventivno
kalcij ali vitamin D)

-se niso v preteklosti ve€ kot 3 mesece skupaj zdravile s sistemskimi glukokortikoidi

-nimajo znanih bolezni jeter, ledvic in endokrinih bolezni (npr. sladkorna bolezen)
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3.3 REAGENTI, APERATURE IN DELOVNI PRIBOR

Reagenéni kompleti, reagenti in kemikalije

- miRNeasy Mini reagen¢ni komplet (Qiagen, Nizozemska)
-QIAzol ® Lysis Reagent 50 mL — reagent za lizo
-RNase-free voda 10 mL — voda, ki ne vsebuje ribonukleaz
-Pufer RWT 15 mL
-Pufer RPE 11 mL
-RNeasy mini membranske kolone, pakirane z 2 mLzbiralnimi epruvetkami (50)
-2 mL zbiralne epruvetke (50)
-1,5 mL zbiralne epruvetke (50)

- miScript® II RT reagencni komplet (Qiagen, Nizozemska)
-miScript Reverse Transciptase Mix - zmes poli(A)polimeraze in reverzne
transkriptaze 100 pL
-miScript Nucleics Mix - zmes nukleotidov, ATP, zacetni oligo-dT nukleotid,
notranja sinteticha RNA kontrola, s katero bi potencialno lahko ocenili potek
transkripcije 200 uL.
-miScript HiSpec Buffer - pufer za selektivni prepis zrelih miRNA 400 pL

-voda, ki ne vsebuje ribonukleaz (RNase-Free) 1,9 mL

- miScript SYBR Green PCR komplet — osnovna zmes za PCR
-HotStarTaq® DNA Polymerase — termostabilna polimeraza
-QuantiTect SYBR Green PCR Buffer - pufer
-dNTP mix, including dUTP — meSanica nukleotidov, ki vsebujejo tudi dUTP
-SYBR Green | - fluorescencno barvilo
-ROXtm passive reference dye - fluorescen¢no barvilo
-5 mM MgCI2

- miScript Universal Primer — univerzalen zacetni oligonukleotid

- miScript Primer Assay — specifi¢ni zacetni oligonukleotidi za posamezno miRNA
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Hs_miRNA-126_1 miScript Primer Assay, MS00003430
Hs_miRNA-148a_1 miScript Primer Assay, MS00003556
Hs_miRNA-199a-3p_1 miScript Primer Assay, MS00007602
Hs_miRNA-30d_2 miScript Primer Assay, MS00009387
Hs_miRNA-30e_1 miScript Primer Assay, MS00009401
Hs_miRNA-574-5p_2 miScript Primer Assay, MS00043617
Hs_let-7a_2 miScript Primer Assay, MS00031220
Hs_miRNA-16_2 miScript Primer Assay, MS00031493
Ce_miRNA-248_1 miScript Primer Assay, MS00019516

- pufer TrisEDTA (pH=8,0) (Sigma-Aldrich, ZDA)

- Cistilo RNaz-up (Sigma-Aldrich, ZDA)

- Umetni eksterni sinteti¢ni kontroli (spike in kontroli): -cel-miRNA-248 (iz C.elegans) C
= 20 pg/uL -ath- miRNA-159a (iz A.thaliana) C = 5 pg/uL.

- Kloroform, Ph. Eur za analizo (CAS: 67-66-3)

- 100 % etanol, Ph. Eur. za analizo (CAS:67-66-3)

- Ultracista voda W4502 (Sigma-Aldrich, ZDA)

- 3 % raztopina hipoklorita za ¢is¢enje komore

- 70 % etanol za ¢iS€enje komore

Aparature in racunalni$ki programi

- Avtoklav

- Spektofotomer Nanodrop ND-1000 (ThermoScientific, ZDA)

- Mikrocentrifuga in vrtin¢asto mesalo Combspin FVL-2400N (Biosan, Latvija)
- Centrifuga 5430R (Ependorf, Nemcija)

- Centrifuga Centric 322A (Domel, Slovenija)

- Komora: DNA/RNA UV-CLEAR, UVC/T-M-AR (Biosan, Latvija)
- Cikli¢ni termostat Termocycler Primus 96 (Peqlab, Nemcija)

- Cikli¢ni termostat Lighcycler 48011 (Roche, Svica)

- Aplikacija Normfinder za Microsoft Excel (Moma, Danska)

- Racunalniski program Excel (Microsoft, ZDA

- LinReg PCR (Academic Medical Center-Amsterdam, Nizozemska)
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- SPSSV20 (IBM, ZDA)

Delovni pribor

- Polavtomatske pipete: 0,1-2,5 uL, 2-20 puL, 20-200 pL in 100-1000 uL (Eppendorf)
- Nastavki za pipete

- RNaz- free pipetni nastavki (Star Lab, ZDA)

-0,5in 1,5 in 2 mL avtoklavirane epruvetke (Eppendorf, Nem¢ija)

- Mikrotiterske ploséice s 384 vdolbinicami in samolepilna folija (Starstedt)

3.4 1ZOLACIJA mikro RNA 1Z PLAZME PREISKOVANK
Izolacijo miRNA smo izvedli s pomo¢jo MiRNeasy Mini reagencnega kompleta, ki
vkljucuje organsko ekstrakcijo iz plazme ter ¢is¢enje RNA s pomoc¢jo membranskih kolon.
Sprva dodamo QIAzolni reagent, ki je enofazna raztopina fenola in gvanidin tiocianata, ter
predstavlja ustrezno okolje za miRNA, saj zavira RNaze, poleg tega pa po dodatku
kloroforma omogoc¢a organsko ekstrakcijo, kjer pride do lo¢itve zgornje vodne faze,
srednje vmesne faze in spodnje organske faze. V vodni fazi se nahaja RNA, v vmesni fazi
DNA, proteini pa v vmesni in organski fazi. Vodno fazo odstranimo in ji dodamo absolutni
etanol, ki obori miRNA in tako zagotovimo ustrezne pogoje za vezavo miRNA na kolono.
Dobljeno raztopino nanesemo na kolono, pri ¢emer se miRNA veze na kolono, fenol in
ostale necistoce pa s pomocjo pufrov RWT ter RPE speremo iz kolone. V zadnjem koraku

smo z vodo, ki ne vsebuje ribonukleaz, sprali izolirano miRNA iz kolone (47).

Vodni fazi dodamo etanol Prenesemo eluat
— — — —

Vzorec plazme in Dodatek kloroforma

QlAzolni reagent in centrifugiranje Vezava RNA na kolono Spiranje kolone Zbrana RNA

Slika 3: Postopek izolacije mikro RNA. Prirejeno po (47).

Postopek izolacije mikro RNA iz plazme:

Postopek izolacije miRNA je v osnovi prevzet po protokolu v prirocniku miRNeasy Mini

Handbook (47), ki je bil nato modificiran.
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Vzorce plazme, zamrznjene na —80 °C, smo odtajali na sobni temperaturi (15-25 °C) in jih

nato premesali z obraanjem, na hitro centrifugirali in prenesli 450 pL plazme v ¢isto 1,5

mL epruvetko. Centrifugirali smo 5 min na 16.000 g in 4 °C ter tako odstranili morebitne

Krioprecipitate.

1.

V dve 2 mL epruvetki smo prenesli po 200 pL istega vzorca plazme in dodali 5x

volumen QlAzola ter nato vortreksirali in inkubirali 5 min.

V vmesnem ¢asu smo pri sobni temperaturi z ultra¢isto vodo razred¢ili obe eksterni

sinteti¢ni kontroli v razmerju 1:10.

a) Cel-miRNA-248, C = 20 pg/uL: Po red¢enju dobimo C = 2 pg/uL. V vsak alikvot
istega vzorca dodamo 5 pL redcene eksterne sinteticne kontrole, tako dobimo v
vsakem alikvotu po 10 pg, skupno v vzorcu pa 20 pg.

b) Ath-miRNA-159a, C =5 pg/uL: Po red¢enju dobimo C = 0,5 pg/uL. V vsak alikvot
istega vzorca dodamo 5 pL redcene eksterne sinteticne kontrole, tako dobimo v
vsakem alikvotu po 2,5 pg, skupno v vzorcu pa 5 pg.

Vzorce smo nato premesali s stresanjem in inkubirali 5 min.
Sledil je dodatek enake koli¢ine kloroforma, kot je bilo izhodis¢nega vzorca.
Epruvetke smo dobro zaprli in stresali 20 s. Nato smo inkubirali 3 min na sobni
temperaturi ter ponovno stresali 20 s ter inkubirali 3 min na sobni temperaturi. Pred
nadaljnjim centrifugiranjem smo odprli pokrovéek epruvetke, z namenom, da bi
morebitni kloroform na robu pokrovcka stekel v notranjost epruvetke. Sledilo je 15 min
centrifugiranje vzorca na 12.00 g pri 4 °C. Nato smo zopet odprli pokrovcek in
pogledali, ¢e je kloroform iz pokrovcka stekel v vodno fazo. V primeru, da se je to
zgodilo, smo $e enkrat centrifugirali 5 min na 12.000 g pri 4 °C.

Centrifugo smo ogreli na sobno temperaturo.

V nove 2-ml epruvetke smo prenesli najve¢ 600 puL (6 x 100 pL) vodne faze in dodali

1,5-kratnik 100 % EtOH. Preden smo dodali etanol, smo omo¢ili pipetni nastavek ter

po dodatku vzorec pocasi in previdno premesali s pipetiranjem.

Oba alikvota istega vzorca smo nato zdruzili na isti koloni in sicer tako, da smo na

kolono pipetirali maksimalno 700 pL vzorca ter nato centrifugirali 1 min na 12.000 g

pri sobni T. Eluat smo zavrgli in postopek nadaljevali, dokler ni zmanjkalo obeh

alikvotov istega vzorca.

Dodali smo 700 pL pufra RWT, narahlo zaprli epruvetko in centrifugirali 1 min na

12.000 g pri sobni T. Eluat smo zavrgli. Na kolono smo dodali 500 uL pufra RPE,
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narahlo zapri epruvetke in centrifugirali 1 min na 12.000 g pri sobni T in nato eluat
zavrgli. Postopek z RPE pufrom smo Se enkrat ponovili. Nato smo $e tretji¢ dodali 500
uL pufra RPE in centrifugirali 3 min na 12.000 g pri sobni T in dobljeni eluat zavrgli.

10. Kolono smo nato prenesi v novo 2-mililitrsko epruvetko in centrifugirali 3 min na
16.000 g pri sobni T. Sledilo je 1-minutno susenje odprtih kolon.

11. Kolone smo nato prenesli v ¢isto 1,5-mililitrsko epruvetko, dodali 30 uL. vode, ki ne
vsebuje ribonukleaz, inkubirali kolono 15 min na sobni temperaturi in centrifugirali 2
min na 12.000 g pri sobni T.

12. Eluat smo ponovno prenesi na kolono, inkubirali 15 min in centrifugirali 2 min pri
12.000 g, oboje pri sobni temperaturi.

13. V 0,5-mililitrsko epruvetko smo odpipetirali 3,3 puL cluata za meritev na Nanodropu,

ostalo pa zamrznili na -80 °C.

3.5 SPEKTROFOTOMETRICNA DOLOCITEV KOLICINE IN CISTOCE
PLAZEMSKE RNA
Koncentracijo miRNA smo doloéili s pomo¢jo Nanodropa, ki deluje po principu UV/VIS
sprektrofotometrije. Absorbanco smo merili pri treh valovnih dolZinah, in sicer 230, 260 in
280 nm. Nukleinske kisline absorbirajo pri 260 nm, zato pri tej dolZini doloCamo
koncentracijo RNA, pri ¢emer upostevamo Beer-Lambertovega zakon. S pomoc¢jo razmerij
Azs0/Azgo IN Ageol Azzo pa dolocimo Cistost RNA (48).

3.6 PREPIS mikro RNA 1z PLAZME PREISKOVANK \Y/
KOMPLEMENTARNO DNA
Prepis miRNA v ¢cDNA smo izvedli s pomo¢jo miScript® II RT reagen¢nega kompleta.
Izbor pufra znotraj kompleta vpliva na selektivnost pretvorbe. Uporabili smo miScript
HiSpec pufer, ki omogoca le pretvorbo krajsih RNA molekul (zrela miRNA, majhna jedrna
RNA) v cDNA (49). Pufer mo¢no zavira reakcijo dodajanja A pri drugih molekulah, npr.
pri daljsih RNA molekulah (50).
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S} 3" miRNA

:

5! AAAA(A), 3"  Poliadenilacija z poli(A)polimerazo
5' ey AAAA(A), 3' Reverzna transkripcija
D N 5!

oligo-dT zacetni oligonukleotid

z znaCilnim TTTT sidrom na 3'

koncu ter univerzalnim repom na
L 5' koncu

5 AAAA(A) - 3'
Junnnngyasaa sl 5 cDNA

Slika 4: Princip prepisa mikro RNA v komplementarno DNA. Prirejeno po (49).

V prvem koraku se zreli miRNA doda poliadeninski rep s pomocjo encima
poli(A)polimeraza. Sledi reverzna transkrpicija s pomocjo encima reverzne transkriptaze in
zaCentega oligonuleotida, za katerega je znalilno, da ima 3' del komplementaren
poliadeninskemu repu, zato pride do vezave. Ima pa tudi univerzalen rep, ki je pomemben
pri pomnozevanju cDNA v qPCR koraku. Kon¢ni produkt te reakcije je cDNA (49).

Postopek dela

1. Pri sobni temperaturi smo odtajali vzorce miRNA ter komponente miScript® Il RT
reagencnega kompleta. Nato smo vsako raztopino narahlo premesSali z obracanjem ter na
kratko centrifugirali na minicentrifugi. Tekom dela smo material ves €as hranili na ledu.
2. Pripravili smo reakcijsko zmes za reverzno transkripcijo — brez vzorca miRNA
(preglednica 2). Pomembno je, da encim reverzno tranksiptazo dodamo nazadnje in jo

takoj vrnemo nazaj na led.

Preglednica 2: Reakcijska zmes za prepis mikro RNA v komplementarno DNA (49).

Reakcijska zmes VVolumen dodatka

Specifi¢ni pufer 4 ul

MeSanica nukleotidov 2 ul

Voda, ki ne vsebuje ribonukleaz Zavzorce 0 pL, za standarde 1 IuL
Osnovna mesSanica za prepis 2 ul

Vzorci, ki vsebujejo miRNA Zavzorce 12 uL, za standarde 1 uL
Skupni volumen 20 pl
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3.V epruvetke smo dodali reakcijsko zmes za reverzno transkripcijo ter vzorce miRNA,
oziroma standardno raztopino miRNA (pripravili smo jo iz vzorca kosti) glede na
vrednosti preglednice 1. Epruvetke smo narahlo premesali, na kratko centrifugirali in
shranili na led.

4. Tako pripravljene epruvetke smo prenesli v cikli¢ni termostat.

5. Inkubirali smo 60 min, pri 37 °C. V tem ¢asu je potekel prepis miRNA v cDNA.

6. Inkubirali smo 5 min pri 95 °C in tako inaktivirali meSanico za reverzno trakskripcijo.

Vzorec smo na ledu prenesli na -80 °C (49).

3.7 KVANTITATIVNA VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM
CASU: MERJENJE KOLICINE IZBRANIH mikro RNA V PLAZMI
PREISKOVANK

Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem c¢asu (q-PCR) je zanesljiva in
enostavna tehnika, ki se uporablja za kvantifikacijo miRNA. Princip poteka PCR reakcije
je prikazan na sliki 5.

DA prvi PCR cikel
37 SO =
5 ILTTTTTTTTRI A T LU L L i —
miScript Primer Assay
misScript Primer Assay
(v smeri naprei)
3 o™ 50 vsi sledesi PCR cikli
5 T LU IIIT 3

miScript Universal Primer
(v smeri nazaj)

Slika 5: Princip poteka PCR reakcije, s pomoc¢jo katere pomnoZimo komplementarno
DNA. Prirejeno po (49).

V prvem koraku ( 95 °C, 15 min) pride do aktivacije DNA polimeraze, ki je termostabilna
molekula. Potem sledi cikel, ki se ponavlja in je sestavljen iz treh korakov. Najprej pride
do temperaturne denaturacije cDNA (15 s, 94 °C), kjer pride do razprtja molekule cDNA in
nastaneta dve enoverizni DNA. Sledi prileganje obeh zacetnih oligonukleotidov (30 s, 55
°C). Zacetni oligonukleotidi se podaljsujejo (30 s, 70 °C) s pomocjo termostabilne DNA
polimeraze, in tako pride do izgrajevanja komplementarne verige cDNA. Ta cikel se nato
ponavlja 50-krat in teoreti¢no bi morali dobiti 2°° stevilo cDNA. Koli¢ina cDNA je nato
dolocena fluorimetri¢no, s pomocjo barvila SYBR Green (51).

S pomocjo reagencnega kompleta miScript SYBR Green PCR, individualnih miScript
Primer Assay, miScript Universal Primer ter real-time PCR protokola proizvajalca

(Qiagen), smo namnozili koli¢ino doloc¢ene cDNA v vzorcu (50).
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Vloga QuantiTect SYBR Green PCR pufra je, da zagotavlja optimalne pogoje za potek
PCR reakcije (51, 52). Vloga DNA polimeraze je podaljSevanje DNA verige tako, da
dodaja komplementarne nukleotide. Specificen zacetni oligonukleotid se veze na 3' konec
cDNA, kjer prepozna specifi¢no zaporedje cDNA, univerzalen zacetni oligonukleotid pa se
veze na S'konec glede na cDNA verigo, kjer je bil v postopku transkripcije dodan
univerzalen rep oligo-dT zacetnega oligonukleotida. Dolocitev koncentracije cDNA po
konCanem ciklu pa omogoca SYBR Green fluorescen¢no barvilo, ki se kot interkalator

veze v dvoverizno DNA, detektor pa nato izmeri oddano fluorescenco (51, 52).

Pri delu smo uporabili 384 mikrotitrsko plos¢ico, kamor smo nanesli standarde, vzorce,
kalibrator in kontrole. Standarde smo pripravili iz standardov cDNA iz kosti, ki smo jih
red¢ili. MiRNA iz kosti smo izbrali zato, ker je koncentracija miRNA v kosteh vi§ja v
primerjavi s plazmo, saj je koncentracija miRNA v plazmi tako nizka, da standardov ne bi
mogli e dodatno redciti (46).

Kalibrator smo pripravili kot kombinacijo petih cDNA standardov iz kosti. Pomembno je,
da je sestava kalibratorja pri vseh serijah poskusov enaka, kar smo dosegli tako, da smo
pripravili ve¢jo koli¢ino kalibratorja ter ga razdelili na ve¢ enakih delov v epruvetke ter jih
zamrznili, ob nanosu na mikrotitrsko plos¢ico pa odmrznili le eno epruvetko. Kalibrator
nanesemo na vsako plos¢ico posebej in tako lahko vzorce primerjamo med seboj (53, 54).
Na mikrotitrsko plos¢ico smo nanesli tudi kontroli — negativno kontrolo iz reverze
transkripcije ter slepo raztopino PCR. Zmes za negativno kontrolo reverzne transkripcije
smo pripravili tako, da smo v reakcijsko zmes za revezno transkripcijo namesto reverzne
transkriptaze dodali vodo, ostale komponente so ostale enake. Tako smo dokazali, da je
reverzna transkriptaza tista komponenta, ki je odgovorna za prisotnost DNA, v primeru
odziva pa je prisoten drug vir DNA (50). Slepo raztopino za PCR pa smo pripravili tako,
da smo namesto vzorca cDNA dodali vodo. Tako smo dokazali, da se v naSem vzorcu
pomnozuje le cDNA in ni drugih komponent DNA, ki bi lahko vplivale na koli¢ino oddane

svetlobe barvila ter posledi¢no na dolocanje koli¢ine miRNA v vzorcu (50).
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Postopek dela

1. Pri sobni temperaturi smo odtajali osnovno zmes za PCR, univerzalen zacetni
oligonukleotid, specificen zadetni oligonukleotid®, vzorce cDNA in vodo brez ribonukleaz.
2. Pri sobni temperaturi smo pripravili standarde razli¢nih koncentracij. Standarde smo
pripravili iz kostnih cDNA vzorcev. Osnovno standardno raztopino smo razredc¢ili v

razmerju 1:250. Preglednica 3 prikazuje pripravo standardov razlicnih koncentracij. S

pomocjo standardov nariSemo umeritveno krivuljo.

Preglednica 3: Priprava standardov za izdelavo umeritvene krivulje.

Kon¢ni Prenos za
Koncentracija Volumen  Volumen volumen naslednje
Standard (pg/uL) c¢DNA (uL) vode (uL) (uL) redcenje (uL)
St0 200 1HOS 372 249 250 125
Stl 100 125 125 250 125
St2 50 125 12 250 125
St3 25 125 125 250 125
St4 12,5 125 125 250 125
St5 6,25 125 125 250 125
St6 3,125 125 125 250 125
St7 1,563 125 125 250 125
St8 0,7813 125 125 250 125
St9 0,3906 125 125 250 125

3. Vse reagente smo nato narahlo premesali z obracanjem. Sledila je priprava reakcijske

zmesi za vsak gen posebej kot prikazuje preglednica 4. Dodali smo vse spojine razen

cDNA ter zoper narahlo premesali z obra¢anjem.

Preglednica 4: Priprava reakcijske zmesi za PCR.

Reakcijska zmes

Volumen za 1 vzorec

Osnovna reakcijska zmes
Univerzalni oligonukleotidni

zacetnik

Specifi¢ni oligonukleotidni zac¢etnik

Voda, ki ne vsebuje ribonukleaz
Vzorci (cCDNA) - 11-krat redéeni

Skupni volumen

SuL

I ulL
1 uL
2 uL
1 uL
10 uL

% Specifi¢ni zagetni oligonukleotid je v obliki liofilizata, zato smo ga pred zacetkom prve uporabe red¢ili s

550 uL pufra TE. Tako pripravljeno raztopino smo dobro premesali z vorteksiranjem.
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4. Reakcijsko zmes za posami¢ne gene smo odpipetirali v posamezne vdolbinice 384
mikrotitrske ploscice.

5. V vdolbinice 384 mikrotitrske plos¢ice smo odpipetirali vzorce ¢cDNA, ki smo jih
predhodno razredcili za faktor 11 (1,3 pL vzorca smo dodali 13 pL vode brez ribonukleaz).
Dodali smo tudi RT kontrolo (zmes kjer ni dodan encim reverzna transkriptaza) ter NTC
kontrolo (namesto vzorca cODNA smo dodali vodo) in kalibrator.

6. Mikrotitrske plos¢ice smo natan¢no prekrili s folijo in pazili, da ni bilo prisotnih
mehurckov zraka, ki bi lahko motili dolo¢itev koncentracije miRNA.

7. Na centrifugi Centric smo mikrotitrske plos¢ice centrifugirali 1 min na 3300 vrt./min pri
sobni temperaturi.

8. Na ciklicnem termostatu Lightcycler 480 smo izbrali program SYBR Select MM, ki je
vseboval v preglednici 5 predstavljen program. Nato smo plos¢ico vstavili v aparat in

pocakali, da se je program koncal ter od¢itali rezultate (49).

Preglednica 5: Program za izvedbo PCR reakcije.

Korak Cas Temperatura
Aktivacija DNA polimeraze 15min 95C
Denaturacija cDNA 15s 94C
Prileganje oligonukleotidnega
zacetnika 30s 55C 1 cikel
PodaljSevanje verige 30s 70C

50 ciklov + talilna analiza
Stevilo ciklov (Tm)

3.8 KVANTIFIKACIJA mikro RNA

3.8.1 1ZBOR ENDOGENIH REFERENCNIH GENOV
Ena izmed pogosto uporabljenih metod za normalizacijo pri relativni kvantifikaciji (3.8.3)

je izbor endogenih referen¢nih genov, ki se stabilno izrazajo v uporabljenih vzorcih. Za
dolocitev endogenega referencnega gena se najprej izvede testiranje vecjega Stevila genov,
ki se jih dolo¢i na osnovi literature ali obstojecih podatkov in naredi pilotno $tudijo na
majhnem Stevilu vzorcev ter nato dolo¢i najboljSe endogene referenéne gene s pomocjo
programske opreme Normfinder (55). Normfinder je algoritem za dolocitev optimalnega
endogenega referenénega gena iz skupine kandidatnih endogenih referen¢nih genov.

Deluje tako, da avtomatsko za vsak gen posebej oceni variiranje C (koncentracija) znotraj
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posamicne skupine ter med skupinama vzorcev ter nato rezultat poda kot stabilnostno
vrednost, ki se izracuna na podlagi inter in intravariabilnost. Ker vemo, da se noben gen ne
izraza popolnoma enako znotraj in med razlicnih tipi vzorcev, upostevamo stabilnostno
vrednost, ki predstavlja sistemsko napako, in zato ¢im niZja stabilnostna vrednost
predstavlja najboljsi endogeni referen¢ni gen. Normfinder nam kot rezultat poda najboljsi
endogeni referencni gen in najboljSo kombinacijo dveh endogenih referenc¢nih genov (56,
57).

Postopek dela

1. S pomo¢jo literature in s pomocjo rezultatov raziskave, ki je preucevala izrazanje
miRNA v kosteh in plazmi s pomoc¢jo metode Nanostring (Fakulteta za farmacijo,
Ljubljana), smo izbrali potencialne kandidate za endogene referencne gene: SNORD96A,
mMiRNA-1226, RNU-6, miRNA-338, let-7a, miRNA-16, miRNA-140, miRNA-32.

2. Glede na izmerjene T vrednosti smo naklju¢no izbrali 5 vzorcev preiskovalk, ki imajo
po definiciji izrazeno osteoporozo ter 5 vzorcev preiskovank, ki nimajo osteoporoze.

3. Nato smo izvedli PCR reakcijo po zgoraj opisanem protokolu. (protokol 3.7)

4. Koncentracije miRNA smo vnesli v Excel in zagnali program Normfinder, ki nam je
podal rezultat (57).

3.8.2 DOLOCITEV UCINKOVITOSTI PODMNOZEVANJA mikro RNA S
PROGRAMOM LinReqg PCR

LinReg PCR je program za analizo podatkov RT-gPCR. V program uvozimo surove RT-

qPCR podatke, ki nimajo dolo€ene bazne linije. Program potem sam dolo¢i bazno linijo za
vsak vzorec posebej, dolo¢i okvir linearnosti in potem uporabi linearno regresijo za
dolo¢itev povpreéne ucinkovitosti pomnozevanja za vse vzorce za dolo¢en gen — miRNA

(58).

Postopek dela

1. Podatke smo izvozili iz LightCycler 480 v txt obliki ter jih nato pretvorili v Excel.

2. Izbrane podatke (le vzorce) iz Excela smo uvozili v program LinReg PCR ter uporabili
program MJ Research.

3. Izbrali smo opcijo Determine Baseline in program nam je izracunal povprecno

ucinkovitost pomnozevanja (58).
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3.8.3 NORMALIZACIJA KOLICINE PLAZEMSKIH mikro RNA S
KVANTITATIVNO PRIMERJALNO METODO

Normalizacija je postopek, s katerim odpravimo neenotnosti v koli¢ini miRNA, ki niso

posledica bioloskih sprememb, temve¢ nastanejo kot posledica variacije razli¢nih
parametrov - variacija v koli¢ini zaCetnega vzorca, v postopku pridobitve vzorca, v
postopku izolacije miRNA in njeni ucinkovitosti, v ucinkovitosti encimskih reakcij —
reverzna transkripcija in qPCR, inter-individualne razlike v splo$nem izrazanju miRNA v
plazmi. Pravilna normalizacija omogoc¢a primerljivost rezultatov in je kriti¢na za analizo
ter interpretacijo rezultatov dobljenih s pomoc¢jo PCR, saj le na tak nacin lahko vzorce med
seboj primerjamo (55, 56, 59). Normalizacijo smo izvedli z uporabo kvantitativne
primerjalne AACt metode (enac¢ba 1 in 2), ki upoSteva ucinkovitost pomnoZevanja za
posamezni gen ter povpreéne Cq vrednosti kalibratorja, endogenih referen¢nih genov

(enacba 2), oziroma eksterne sinteti¢ne kontrole (enacba 1) ter vzorcev.

NRR — I/Z(n) B EvZ(Cq(vz)kal—Cq(vz)vZ)
B R(n) N Esi(cq(si)kal_cq(si)vz)

Enacba 1: Normalizirano relativno razmerje vzorca z eksterno sinteti¢no kontrolo in
kalibratorjem.

Vz, je vzorec n, R je referenca, Ey; je ucinkovitost pomnoZzevanja izbranega gena, Eg je
ucinkovitost pomnozevanja eksterne sinteti¢ne kontrole, Cq(VZ)y; je povprecna vrednost Cq
posameznega vzorca za izbrani vzoréni gen, Cq(VZ)kal je povprecéna vrednost Cq Kalibratorja
za izbrani vzor¢ni gen, Cq(Si)kal je povprecna Cq vrednost kalibratorja za eksterno sinteticno
kontrolo, Cg(si)v; je povprecna Cq vrednost vzorca za eksterno sinteti¢no kontrolo.

. Vi
NRR = [(& X —
(Rl R;

(Cqwz)kal — Ct(vz)vz) (Cqvz)kal — Cg(vz)vz)
_ |Epz 4 Ey, q
NRR = Er1(cq (rv)kal — Cq(r1)vz) X Eyy (Cq(r2)kal — Cq(r2)vz)

Enacba 2: Normalizirano relativno razmerje vzorca z endogenima referenénima
genoma in kalibratorjem.
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Ev; je ucinkovitost pomnoZevanja izbranega gena, E;; je ulinkovitost pomnozevanja
endogenega referencnega gena 1, E;, je ucinkovitost pomnoZevanja endogenega
referencenga gena 2, Cy(Vz)al je povprecna vrednost Cq kalibratorja za izbrani vzoréni gen,
Cq(VZ)y; je povprecna vrednost Cq posameznega vzorca za izbrani vzoréni gen, Cqy(rl)kal
je povprecna Cq vrednost Kalibratorja za endogeni referenc¢ni gen 1, Cq(r2)wa je povprecna
Cq vrednost kalibratorja za endogeni referencni gen 2, Cy(rl)y; je povprec¢na Cq vrednost
vzorca za endogeni referencni gen 1, Cy(r2)y; je povpreéna Cq vrednost vzorca za endogeni
referencni gen 2.

Postopek dela

1. IzraCunali smo povpre¢no Cq vrednost ter standardne odklone (STD) na osnovi treh
meritev za taréne gene (mMiRNA-30d, miRNA-30e, miRNA-126, miRNA-148a,
mMIiRNA-199 ter miRNA-574,), endogena referenéna gena (MiRNA-16 in let-7a) ter
eksterno sinteti¢no kontrolo (cel-miRNA-248) ter dobljene rezultate vnesli v program
Excel.

2. 'V Excel smo dodali s pomo¢jo LinReg PCR izracune ucinkovitosti pomnozevanja, ki
smo jih dolo¢ili za vsak gen posebe;.

3. Enacbo 3 in 4 smo vnesli v Excel ter v ena¢bo vstavili ustrezne podatke.

4. Rezultate enacbe 3 in 4 smo nadaljnje uporabili v SPSS izracunih.

3.9 ANALIZA REZULTATOV S PROGRAMSKO OPREMO SPSS

Podatke o preiskovancih (telesna masa, telesna visina, leta mene, MKG, FRAX, TBS, T)
ter pridobljene podatke o koli¢ini miRNA v plazmi preiskovancev smo kvantitativno
obdelali s pomoc€jo ustreznih statisticnih metod ter z uporabo racunalniskega statistiénega

programa SPSS (ang. Statistical Package for the Social Sciences).

Vrednosti (p), manjSe od 0,050, smo opredelili kot statisti¢no znacilno razliko.

Postopek dela

1. V program SPSS smo uvozili podatke o preiskovancih ter rezultate relativne
kvantifikacije (koncentracije miRNA v plazmi) — Pri ¢emer smo izraCunane vrednosti
normalizirane glede na eksterno sinteticno kontrolo oznacili s ¢rko s, izraCunane vrednosti,

normalizirane s pomo¢jo endogenih referen¢nih genov, pa s ¢rko r.
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2. Vse vnesene podatke smo transformirali z pomocjo logaritemske, kvadratne, korenske in
recipro¢ne transformacije (60).

3. S pomocjo Shapiro-Willk testa smo preverili normalnost porazdeljevanja vnesenih
podatkov (61). Izracun je osnovan na primerjavi vrednosti nasih vzorcev s teoreti¢no
normalno porazdeljenim oziroma teoreti¢cno logaritemsko, korensko, kvadratno in
recipro¢no normalno porazdeljenim setom podatkov. V primeru normalne porazdelitve
(p>0,05) smo v nadaljnjih analizah uporabili parametri¢ne teste, v primeru nenormalne
porazdelitve (p<0,05) pa neparametri¢ne teste (60).

4. S pomocjo neodvisnega t-testa smo testirali domneve o povpreénih vrednostih
spremenljivk med preiskovanima skupinama, in sicer za parametre, ki se porazdeljujejo
normalno (60).

5. Z Mann Whitney U testom smo testirali domneve o povprecnih vrednostih spremenljivk
med preiskovanima skupinama, in sicer za parametre, ki se porazdeljujejo nenormalno
(60).

6. S Spearmnovim dvostranskim neparametri¢nim testom smo ocenili odnos podatkov o
preiskovancih (MKG, FRAX, TBS) v povezavi s plazemskimi koncentracijami miRNA.
Koeficient korelacije pa nam pove, kaks$na je korelacija in ima lahko vrednosti med -
I<rho<1. Pri ¢emer 1 pomeni popolno pozitivno korelacijo, kar pomeni, da ¢e ena
spremenljivka naraste, tudi druga spremenljivka naraste za enak delez. Vrednost -1 pa
pomeni perfektna negativna korelacija, torej ¢e ena spremenljivka naraste, se druga

spremenljivka za isto koli¢ino zniza. 0 pa pomeni, da ni linearne povezave (60).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Preucevana populacija

Kot preiskovano populacijo smo izbrali pomenopavzne Zenske, ki so najbolj prizadeta

skupina pri osteoporozi. Zenske nad 50 let imajo namre¢ kar 4-krat vedje tveganje za

razvoj osteoporoze, kar je povezano s hitrejso izgubo MKG v primerjavi z moskimi. Vzrok

tega je upad koncentracije estrogenov v menopavzi, ki vodi do povecanja Stevila

osteoklastov in s tem do povecane kostne razgradnje (62).

Na spodniji sliki so prikazani dejavniki tveganja, ki vplivajo na pojav osteoporoze in jih je

vecina zajetih tudi v vprasalniku.

- nevrolo$ke motnje (mozganska kap)
- kardiovaskularne motnje

- kroni¢ne bolezni ledvic, pljuc, jeter, $¢itnice
- diabetes tip |

- imperfektna osteogeneza

- mastocitoza

- anoreksija nervosa

- malabsorbcija

- Cusingov sindrom

- prolaktinom

- podaljSana sekundarna amnoreja

4

- genetski dejavniki

- zlom kolka pri starSih A

DEJAVNIKI TVEGANJA ZA RAZVOJ OSTEOPOROZE

- starost
- Zzenski spol
- bela ali azijska rasa

4

- BMD

- predhoden osteoporozni zlom

- kostna masa

- hitra kostna presnova

- struktura kosti

- dolga kol¢na kost

- zapoznela puberteta

- prezgodnja menopavza (< 45 let)

A
- prehrana (kalcij, beljakovine, soja)
- pomankana izpostavljenost soncu
- telesna neaktivnost

- kajenje

- pretirano uzivanje alkohola

- nizek indeks telesne teze

- zdravila

A

- sistemski glukokortikuidi (kroniéno > 7,5 mg/dan)
- tiroidna terapija

- antikoagulanti

- kemoterapija

- agonisti/antagonisti GnRH

- fosfatni andacidi (kroni¢no)

Slika 6: Prikaz dejavnikov tveganja za razvoj osteoporoze (34, 63 — 66).
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V na$i $tudiji smo zbrali vzorce plazme skupno 102 pomenopavznih preiskovank, pri
¢emer smo statisticno obdelali podatke 74 preiskovank. Razlog izkljucitve vzorcev je bil
prisotnost hemolize v vzorcu, starost nad 70 let, prejemanje zdravil za zdravljenje
osteoporoze ter neustreznost pridobljenih rezultatov (izkljuéili smo vzorce, ki so imeli Cq
vrednost eksterne sinteticne kontrole nad 28). Na tak nain smo izkljucili moznost
prisotnosti miRNA iz drugih virov razen plazme, izkljucili smo moznost vpliva senilne in
sekundarne osteoporoze na izrazanje miRNA ter vzorce, kjer je prislo do motnje kjerkoli v
postopku vrednotenja miRNA. Preiskovanke smo nato glede na opredelitev osteoporoze
razdelili v dve skupini: v skupino bolnic z osteoporozo (17 preiskovank) ter v kontrolno
skupino (57 preiskovank), kamor smo vkljucili zdrave preiskovanke. Kriterij razdelitve v
skupini je bila T vrednost, pri cemer smo preiskovanke z izmerjenim T < -2,5 razvrstili v
skupino bolnic z osteoporozo, vse ostale pa v kontrolno skupino.

S pomocjo t-testa neodvisnih spremenljivk smo preverili, ali obstajajo pomembne razlike v
povprecni telesni masi, telesni visini in v letih menopavze med skupinama, kar bi lahko
poleg izbranih miRNA vplivalo na pojavnost osteoporoze. Osnovne znacilnosti obeh
skupin so predstavljene v preglednici 6. Ugotovili smo, da se skupini med seboj ne
razlikujeta glede na telesno visino in leta mene. Se pa skupini med seboj razlikujeta glede
na povpre¢no telesno maso, in sicer imajo osteoporozne bolnice nizjo telesno maso kot
preiskovanke iz kontrolne skupine. Nizja telesna masa je povezana z niZjo mineralno
kostno gostoto. Ljudje z niZjo telesno maso imajo manj$e zaloge mascob in posledi¢no
zmanjSano periferno pretvorbo androstendiona v estron, ki poteka v mascobnem tkivu.
ZmanjSana koli¢ina estrogena pa se odraza v povecani kostni presnovi, ki vodi do izgube
kostne mase. Drugi mozni mehanizem vpliva vecje telesne mase na visjo MKG pa je preko

vec¢je mehanske obremenitve sklepov (67).

Preglednica 6: Osnovne znadlilnosti skupine bolnic z osteoporozo (1) in kontrolne
skupine zdravih preiskovank (0).

Podatki so predstavljeni kot mediana in kvartili, saj smo uporabili logaritemsko
transformirane podatke, ki so se normalno porazdeljevali. P vrednost predstavlja
signifikanco, pri ¢emer P<0,05 pomeni, da obstaja signifikatno pomembna razlika med
obema skupinama.

TM- telesna masa; TV-telesna visina, LM-leta mene, OP-osteoporoza.
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Mediana |1.kvartil |3.kvartil Mediana | Lkvartil |3.kvartil
. . . kontrolne |kontrolne |kontolne |P
skupine z | skupine z | skupine z skupine |skupine [skupine |vrednost
OP (1 OP (1 OP (1
1) 1) 1) 0) 0) )
™ 58 54 66 73 64 80 <0,001
TV 160 156 164,5 161 158 166 0,281
LM 13 7,5 24 8 5 15 0,058

Skupina osteoporoznih bolnic je precej manjSa od kontrolne skupine, kar bo potencialno
lahko vplivalo na rezultate, ki jih bomo dobili s statisticno obdelavo podatkov. Poleg
priblizno enako velikih skupin bi si zeleli tudi vec¢jega Stevila preiskovank (osteoporoznih
in zdravih), saj bi tako lahko dobili bolj reprezentativen vzorec. Vseeno smo se odlo¢ili, da
bomo S$tudijo nadaljevali, saj menimo, da bomo kljub nastetim pomanjkljivostim dosegli

zadovoljive rezultate.

4.2 lzolacija in spektrofotometri¢no vrednotenje izolirane RNA

Zaradi hemolize smo pred izolacijo izkljucili 5 vzorcev, ter jo izvedli iz preostalih 97
vzorcev. Izolacija je v vecini primerov potekla uspesno, saj smo uporabili Ze modificiran
postopek, pri ¢emer smo upostevali priporocila proizvajalca (68).

Nato smo s pomoc¢jo Nanodropa ocenili uspesnost izolacije RNA. Dolocili smo okvirne
koncentracije ter Cistost izolirane RNA. Z merjenjem A pri 260 nm smo dolo¢ili okvirno
koncentracijo RNA. Koncentracija miRNA v vzorcu je premajhna, da bi lahko
spektrofotometricno dolocili njeno tocno koncentracijo (50), vendar je bil na§ namen
izlo¢iti vzorce, kjer je bila koncentracija RNA moc¢no povecana, saj bi le to pomenilo, da
so poleg plazemske miRNA prisotne se miRNA iz drugih virov, npr. levkocitov in
trombocitov (47).

S pomocjo izmerjenega razmerja Al Age 1N Azl Az smo dolodili zaostanek proteinov in
topil (fenol, EDTA ...) v vzorcu plazme. V preglednici 7 so prikazani rezultati, pridobljeni

s pomoc¢jo Nanodropa.

Preglednica 7: Okvirne koncentracije in ¢isto¢a iz plazme izoliranih RNA.

vzorec koncentracija (ng/pl) A260/A280 A260/A230
33 9,0 1,03 0,26
53 9,7 1,03 0,18
56 8,4 1,40 0,11
62 9,7 1,00 0,22
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64 45,9 1,42 0,44
77 16,7 1,17 0,11
84 5,0 1,08 0,21
86 9,8 1,53 0,36
87 12,0 1,33 0,20
89 13,6 0,98 0,19
96 14,2 1,03 0,17
97 13,9 0,88 0,18

Razmerja absorbanc so nizja od Zelenih vrednosti, ki znasajo priblizno 2 za izolacijo
celicnih RNA (47), vendar so znotraj pricakovanih vrednosti za plazemske vzorce. Za
plazemske vzorce je namre¢ znacilno, da vsebujejo zelo nizke koncentracije miRNA in je
posledi¢no prispevek necisto¢ vecji, kar se odraza v znizanih razmerjih absorbanc.

Tudi v drugim primerljivih Studijah, ki so preucevale vpletenost izvencelicne miRNA na
pojav osteoporoze, so uporabili spektrofotometricno doloc¢itev za doloCitev okvirne
koncentracije in Cistosti miRNA (26). Dodatno pa so izkoristili moznost uporabe
Nanodropa za oceno hemolize. Izmerili so koli¢ino oksihemoglobina pri 414 nm in tako

izkljudili vzorce z A, vecjo od 0,2 (69).

4.3 Merjenje kolic¢ine izbranih mikro RNA

4.3.1 Merjenje koli¢ine mikro RNA s pomoc¢jo RT-gPCR

Za merjenje koli¢ine miRNA smo uporabili RT-gPCR metodo, ki predstavlja zlati standard

za kvantifikacijo izvencelicnih miRNA v plazmi ¢loveka (53, 68). Z uporabo univerzalne
RT z dodajanjem poliA repa ter PCR reakcije s pomocjo specifinih in univerzalnih
oligonukleotitov smo dosegli specifi¢nost ter selektivnost reakcije. V primerjavi z gensko
specificno RT pa zmanjSali koli¢ino zafetnega vzorca in kompleksnost eksperimentalnih
postopkov (70). Enak nacin doloCevanja koli¢ine miRNA so uporabile tudi primerljive
Studije, ki so preucevale vpletenost izvenceliénih miRNA na pojav osteoporoze (26, 61).

Nemodificiran proizvajal¢ev postopek prepisa miRNA v cDNA je potekal nemoteno.
Dodatno bi lahko s qPCR dolocili notranjo sinteticno kontrolo, oziroma pozitivnho PCR
kontrolo, ki je dodana miScript Nucleics mesanici in tako ocenili kvaliteto prepisa miRNA
v CDNA ter uspesnost PCR reakcije (prisotnost inhibitorjev reverzne transkrpcije in
inhibitorjev PCR reakcije) (50, 55). Sledila je optimizacija pogojev PCR reakcije, s katero

smo dolocili optimalno red¢itev vzorcev. Vzorce plazme smo redc¢ili 11-krat in 22-krat.
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Ugotovili smo, da je 11-kratno red¢enje bolj ustrezno, saj so bili rezultati bolj ponovljivi,
zato smo v nadaljnjih analizah izrazanja miRNA uporabili 11-kratno red¢enje vzorcev.
RedcCenje je standardni postopek, ki se izvaja, kadar predhodno poteka univerzalna
reverzna transkripcija, s ¢imer doseZemo zmanjSanje variacije med vzorci zaradi
prisotnosti razli¢nih inhibitorjev, saj njihov vpliv z red¢enjem zmanj$amo (55).

Sledilo je testiranje izrazanja izbranih miRNA, pri ¢emer smo na 384 mikrotitrsko ploslico
nanesli standarde, razredéene vzorce cDNA, kalibrator in dve kontroli. Detekcija
produktov PCR je potekala s pomocjo barvila SYBR Green, ki se nespecificno veze na vse
dvoverizne DNA, zato smo izvedli Se talilno analizo in tako preverili prisotnost

nespecifi¢nih produktov(slika 7).
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Slika 7: Talilna analiza.
A — primer, kjer ni prisotnih nespecifi¢énih produktov; B — primer, Kjer so prisotni
nespecificni produkti.

S pomocjo dobljenih podatkov z LightCycler 480 smo za vsak vzorec od¢itali C, vrednost
in na osnovi treh izmerjenih meritev istega vzorca rezultat podali kot povprec¢no vrednost
C, in standardno deviacijo. Rezultati so podani v prilogi 1. Rezultati so surovi, zato smo

izvedli e kvantifikacijo z normalizacijo in statisticno obdelavo podatkov.

4.3.2 Kvantifikacija, izbor endogenih referen¢nih genov, normalizacija

Zaradi nizkih koncentracij miRNA v plazmi je kvantifikacija miRNA otezena in se pristopi
med Studijami razlikujejo (28, 72). Vseeno pa je pomembno, da podatke podamo tako, da
imajo bioloski pomen, kajti s podatkom, da nas vzorec na primer vsebuje 50 kopij miRNA,
ne povemo kaj dosti (54). Vendar so kljub temu podatki v nekaterih $tudijah podani kot
surovi podatki, npr. kot Cq za doloceno miRNA (28). V nekaterih Studijah pa so podatki
podani kot stevilo kopij (ali Cq) miRNA na ngRNA ali kot $tevilo kopij miRNA (ali CQq)
na pl plazme, kar pa je bolj smiselno. Ta postopek se imenuje absolutna kvantifikacija, za
katero potrebujemo sinteti¢ne standarde s to¢no dolo¢enim Stevilom kopij. Pogostejse so
Studije, ki ne uporabljajo absolutnega pristopa kvantifikacije, ampak podajo rezultat kot
razmerje miRNA v enaki koli¢ini vzorca, kar imenujemo relativna kvantifikacija. Tak

primer je razmerje izrazanja miRNA med bolezenskih stanjem in normalnim stanjem (28).

V nasi raziskavi smo se odloc¢ili za uporabo metode relativne kvantifikacije. IzraZanje
tar¢nih genov smo zato podali kot mnogokratnik glede na kalibrator (54). Izra¢un vkljuéuje
tudi normalizacijo, s katero smo dosegli medsebojno primerljivost vzorcev (54, 59).
Odlocili smo se, da bomo za normalizacijo uporabili endogene referencne gene in eksterno
sinteti¢no kontrolo. Pri izboru endogenih referen¢nih genov obstajajo neenotnosti, njihov
izbor pa je kljucen element v postopku normalizacije (28). S pomogjo literature smo izbrali
4 potencialne endogene referencne gene, in sicer SNORD96A, RNU-6, let-7a in miRNA-
16 (28, 50). Ostale 4 gene smo izbrali glede na predhodno opravljeno analizo miRNA s
pomoc¢jo metode Nanostring. Za plazmo sta bila najbolj primerna gena miRNA-1226 in
miRNA-338, za kosti pa miRNA-140 in miRNA-32. Potencialne kandidatne endogene
referenéne gene smo nato analizirali in ovrednotili s pomoc¢jo programa Normfinder na

desetih vzorcih (5 osteoporoznih in 5 zdravih preiskovank). Izkazalo se je, da se gen let-7a
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najbolj stabilno izraza (ima najnizjo stabilnostno vrednost, in sicer 1,927), poleg tega pa
smo se odlocili, da bomo kot endogeni referencni gen izbrali tudi miRNA-16, saj tako

priporoca literatura. Rezultati so podani v preglednici 8 in prilogi 2.

Preglednica 8: Vrednosti stabilnosti za posamezno mikro RNA, pridobljene z
Normfinderjem.

mMiRNA Vrednost stabilnosti

miRNA-140 3,183
miRNA-338 2,015
RNU6 7,022
SNORD 96a 4,902
let-7a 1,927
mMiRNA-16 13,484
miRNA-32 22,070

Sledila je dolocCitev ucinkovitosti pomnozevanja izbranih endogenih referenc¢nih genov,
eksterne sinteti¢ne kontrole ter izbranih miRNA v vzorcih in kalibratorju. U¢inkovitost
pomnoZevanja smo dolocili s pomocjo programa LinReg PCR. Enak pristop so uporabili
tudi v ¢lanku C. Roberts s sod. (73). Alternativni pristop bi bil dolocitev ucinkovitosti
pomnoZevanja s pomocjo umeritvene krivulje, kar pa v naSi raziskavi zaradi neustrezne
umeritvene krivulje ni bilo mogoce (54). V preglednici 9 so podane ucinkovitosti

pomnoZevanja razli¢nih genov.

Preglednica 9: U¢inkovitost pomnoZevanja pridobljena s pomocjo LinReg PCR.

gen udinkovitost pomnoZevanja
cel-miRNA-248 1,866
let-7a 1,893
miRNA-16 1,873
miRNA-574 1,871
miRNA-30e 1,855
miRNA-30d 1,885
miRNA-126 1,886
miRNA-148 1,899
miRNA-199 1,881
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Po pridobljenih zgornjih podatkih smo izrazanje dolo¢enega gena glede na kalibrator
dolo¢ili s pomocjo kvantitativne primerjalne AACt metode, oziroma Pfafflove metode, pri
¢emer smo uporabili dva pristopa (54, 59). lzbrane gene miRNA smo normalizirali s
pomocjo eksterne sinteti¢ne kontrole cel-miRNA-248 in kalibratorja (enacba 1) ter na tak
nacin upostevali razlike v izolaciji, prepisu in podvajanju miRNA. Zagovornik te metode
je tudi Mitchell s sod. (28, 50). Normalizacijo smo izvedli tudi z uporabo dveh endogenih
referen¢nih genov — MIRNA-16 in let-7a, pri Cemer smo pri izraCunu upoStevali
geometrijsko sredino (enacba 2). Zagovornik te metode je Vandesompele s sod. (74).
Rezultati so prikazani v preglednici 10.

Izracuni se med seboj razlikujejo glede na uporabljeno metodo, kar potrjuje dejstvo, da je
normalizacija zares pomembna. Ker pa $e ni definirano, katera metoda je bolj primerna,
smo se odlodili, da bomo statistino analizo naredili lo¢eno za rezultate, pridobljene s
pomocjo eksterne sinteti¢ne kontrole, ter za rezultate, pridobljene s pomocjo endogenih

referen¢nih genov.

Preglednica 10: Normalizirane povprecne Cq vrednosti za vzorce.
Oznaka r pomeni izra¢un normalizirane vrednosti na osnovi endogenih referen¢nih genov,
oznaka s pa izracun na osnovi eksterne sinteti¢ne kontrole. Vz pomeni vzorec.

MiRNA-574 | miRNA-30e [ miRNA-30d | miRNA-126 | miRNA-148a | miRNA-199
VZORCI | r S r S r S r S r S r S
vz2 1,89 (1,24 129 (194|206 (135(088]|057( 1041|068 | 1,1 |0,72
vz3 1,171 022|047 1009]045(0,09]| 1,7 | 0,32 | 0,19 | 0,04
vz4 1,44 | 1,07 3 2221218 |161(119(0,88 ] 1,07 | 0,79 | 1,38 | 1,02
vz5 1,14 1113|1212 2,1 | 145|143 0,7 {069 0,89 | 0,88 | 1,36 | 1,34
vz6 131|147 12,75(307]189|211( 13 |145] 1,12 | 1,26 | 1,76 | 1,97
vz7 11,141 845 0,7 | 053026 | 0,2 | 0,250,149 | 0,98 | 0,74 | 0,12 | 0,09
vz8 1,19 ( 1,28 | 0,62 | 0,66 | 0,21 | 0,23 | 0,15 | 0,16 ( 0,3 | 0,32 | 0,08 | 0,09
vz9 284|148 (123]064)|04410,23]0,46 (0,24 0,76 | 04 | 0,12 | 0,06
vz10 923 64 (088]061]039]0,27 1031021 1,65 | 1,14 | 0,22 | 0,15
vz1l 7,08 1292 (099]041)0510,23]045(0,29] 169 ( 0,7 |0,32 (0,13
vz12 4041287 08 |057]039]0,28]031]0,22| 0,78 | 0,55 | 0,08 | 0,06
vz13 28 (114 13 1052]051]0,21]0,22(0,09]| 052 {021 ] 01 |0,04
vz15 1251105084 0,7 |0,48| 04 (024 0,2 | 1,26 | 1,06 | 0,15 | 0,13
vz16 5291 37 (12 ]084|059]0411]033](0,23]| 0,83 (0,58 |0,09 (0,06
vz18 316]132|19%]082(084]035] 05 ]021] 067 {028] 03 [0,13
vz19 1,891055|082]024)038](0,11| 0,88 | 0,25 | 0,11 | 0,03
vz20 3,52 ]1266|066]049(0,31]023]021]0,16] 0,57 | 0,43 | 0,08 0,06
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vz21 52618 14 |05)|08(03]|05(018] 13 | 047 (028 0,1
vz22 7,76 15311097067 (0,72]049]1035]024] 061 (042 |034]0,23
vz23 189 (092117 (057|042 | 0,2 (0,26 |0,13 | 08 | 0,39 | 0,09 | 0,05
vz25 09 |057)123)|074)058(035]029(0,18] 1,1 | 0,66 | 0,09 | 0,05
vz27 343119 |11 )061)054( 03 |029(0,16] 0,78 | 0,43 | 0,1 | 0,06
vz30 36 1202|117 )066|061)034]037(0,21| 0,81 | 0,46 (0,14 | 0,08
vz33 6,48 | 487 |155]117 (049037036027 ] 1,06 | 0,79 | 0,19 | 0,15
vz35 131)079]065]039]029]017]0,71 | 043 |0,17 | 01
vz36 2911426109 )138)051(0,75]025(037] 0,72 | 1,05 | 0,09 | 0,14
vz38 11,33(11,92(1 0,72 10,750,371 0,39 (025|026 | 1,2 | 1,26 | 0,11 | 0,11
vz39 1251121137 (123]|059 (053|029 | 0,26 0,16 | 0,15
vz40 5921312123 ]065(059]031] 03 |016] 1,16 | 0,61 | 0,16 | 0,08
vz4l 6,46 15821128116 (054|048 03 |027] 05 [ 045 ]015]0,14
vz42 6,56 | 5251155124052 (042]025( 02 | 0,7 | 0,56 | 0,09 | 0,07
vz43 5691439116 09 | 051(039|026( 02 | 069 | 053 (0,08 0,07
vz44 14,01 6,57 [ 1,34 |1 0,63 ] 0531 0,250,29|0,14| 0,89 | 0,42 | 0,17 | 0,08
vz45 23,79(28,82] 0,69 ( 0,84 |1 0,34 | 042 (029 (035 05 | 0,61 | 0,1 | 0,12
vz46 492 (521|108 [084]033]03( 03 ]032]|059)063] 0,1 (011
vz50 12,17(12,371 069 | 0,7 | 031032 03 | 0,3 | 1,08 | 1,04 | 0,17 | 0,18
vz51 15,09( 5,35 2,07 | 0,73 | 0,67 | 0,24 [ 0,51 | 0,18 | 2,22 | 0,79 | 0,11 | 0,04
vz52 06110441022]1015(027 (0,19 09 | 0,64 [ 0,1 | 0,07
vz53 4211271(108]069]036)023]|027]0,17| 0,57 | 0,36 | 0,12 | 0,07
vz54 21,74154,78 0,11 029 | 0,11 | 0,27

vz55 098] 051]039( 02 ]05(028]( 111 | 0,57 | 0,09 | 0,05
vz56 405(193|125| 06 (049023 (042 02 | 0,77 | 0,37 | 0,16 | 0,08
vz57 9,21 |113,63| 0,57 10,85 (0,38 | 0,56 | 0,42 | 0,62 | 1,04 | 1,54 | 0,39 | 0,58
vz60 9,05]134]1049]0,72(0,22]033]022]033]089 (132]011]0,17
vz61 012028 01 | 0,23 | 0,02 | 0,05
vz62 494 (138131037047 ]013(035] 01| 08 | 0,22 ]0,11 | 0,03
vz63 36,64 27,62| 0,66 [ 05 | 0,27 | 0,2 (0,24 (0,18 09 | 0,68 | 0,16 | 0,12
vz64 6,4 | 167 (147038053014 ]036|0,09]| 0,88 | 0,23 | 0,12 | 0,03
vz65 31,5140,01 0,15 | 0,19 0,03 | 0,04
vz66 13,43 5 154 (057|068 ]025(0,72 027 | 1,42 | 0,53 | 0,21 | 0,08
vz67 74616251084 0,7 |1049(041]|041(0,34]094]079( 01 |0,09
vz68 0,05 | 0,12 0,06 | 0,13
vz69 10,28 4,05 ( 1,031 0,41 ] 0341 0,13|0,37|0,15| 0,8 | 0,32 | 0,15 | 0,06
vz70 6,03 116,731 0,46 11,29 (0,22 | 06 | 0,19 ] 052 | 0,55 | 1,54 | 0,07 | 0,19
vz71 7141 63 | 065)|057)038(0,33]|036(032] 1,22 | 1,08 | 0,05 | 0,05
vz72 4,24 (2921086 |059(038]026(041]029]| 121 0,83 ]0,22 (0,15
vz73 16,92110,94( 0,53 1 0,34 |1 0,36 | 0,24 1 0,33 | 0,21 | 1,28 | 0,83 | 0,22 | 0,14
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vz74 6,9 | 419)0,71 1043 042(025]|033( 02 | 1,04 | 0,63 | 0,19 | 0,11
vz75 885145 1076039034017 046|024 142|073 ]| 02 | 01
vz76 6,74 18731052068 (024]032]042]055] 082 (1,06 | 0,36 | 0,47
vz77 542 1263|157 |0,76|052(0,25]|034 (0,16 | 0,76 | 0,37 | 0,12 | 0,06
vz78 5711693)061)074)029(035]| 03 [036] 1,1 | 1,33 (0,24 0,29
vz79 17,69]10,06( 1,16 | 0,66 | 0,68 | 0,39 | 0,57 | 0,32 | 2,59 | 1,47 | 0,43 | 0,25
vz80 15491 513 (165 055]0,78 10,26 | 0,74 0,24 | 1,68 | 0,56 | 0,42 | 0,14
vz86 5241 13 |169]042(045|011)045]011] 0,86 | 0,21 | 0,14 | 0,04
vz87 1,24 (0,74 (046|027 | 04 | 024084 [ 05 [017] 01
vz88 2,771192)071)049)033(0,23]031(0,22] 1,05 | 0,73 | 0,08 | 0,06
vz89 17,27113,09( 0,721 055] 0331 0,25|0,27| 0,2 | 066 | 05 [ 0,1 | 0,08

vz90 6911391076043 (036| 02 |037]021] 109 | 061|014 | 0,08
vz92 14,34116,73( 0,731 0,85] 0,39 | 0,46 | 0,57 | 0,66 | 1,61 | 1,87 | 0,3 [ 0,35
vz93 25 (123|109 (044044 )022(0,43]0,21| 0,67 | 0,33 ]0,11 | 0,06
vz95 26 (217109 (0,79 (0,47 )039(0,37]0,31 1 0,84 (0,13 ]0,11
vz96 11210690491 03 | 03 |[0,19] 0,71 | 0,44 | 0,04 | 0,02
vz97 3,77 1146 |127]049 (044017032012 0,89 | 0,35 | 0,07 | 0,03

4.4 Dolocitev klini¢nega pomena izbranih mikro RNA

Na$ namen je bil ugotoviti, ali obstaja statisticno pomembna razlika v izrazanju miRNA
30d-5p, 30e-5p, 126-3p, 148a-3p, 199a-3p in 574-5p med skupino z osteoporozo ter
kontrolno skupino, in ¢e obstaja statisticno pomembna povezava med plazemskimi
koncentracijami izbranih miRNA ter klini¢nimi kazalci osteoporoze — FRAX, TBS in
MKG. S tem namenom smo izbrane neodvisne spremenljivke (koli¢ina izbranih miRNA,
FRAX, TBS, MKG, telesna masa, telesna viSina, leta mene) kvantitativnho obdelali s

pomocjo statistiénega orodja SPSS.

Najprej smo vse podatke transformirali na 4 nacine — s pomocjo logaritmiranja, korenjenja,
kvadriranja in recipro¢nih vrednosti. Na tak nafin smo Zeleli dose¢i normalnost
porazdeljevanja, kar bi nam omogocilo uporabo parametri¢nih testov, ki imajo vecjo
statisticno mo¢ (75). Nato smo preverili normalnost porazdelitve razli¢nih parametrov za
vsako transformacijo posebej, pri cemer smo uporabili bolj natanc¢en Shapiro-Willkov test,
saj v primerjavi z Kolmagorov-Smirnov testom ta uporabi strozje Kkriterije za normalnost
porazdeljevanja (60). Porazdelitev je normalna, kadar je p>0,05 v obeh skupinah.

Normalno so se porazdeljevali naslednji parametri: tel_masa, MKG_troch, MKG_podlahti,
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TBS, logTM, logTV, logLM, IlogMKG_ troch, logMKG inter, logMKG _lIs,
logFRAX_K_brez, logFRAX_K zMKG, logTBS, logmiRNA_30e_r, logmiRNA_126 r,
logmiRNA 574 r, sqrtTM, sqrtTV, squartLM, sqrtMKG_troch, sqrtMKG _inter, sqrtTBS,
sqrtmiRNA_148 s, obratno_TM, obratno_TV, obratno MKG_fn, obratno. MKG _troch,
obratno_MKG _th, obratno_ MKG _Is, obratno_TBS, obratno_miRNA_7d_r,
obratno_miRNA_30e_s, obratno MKG_miRNA_30d_r, square_TV, square_ MKG_podlaht
ter square_TBS. Vsi ostali parametri pa so se porazdeljevali nenormalno in smo pri

nadaljnji analizi zanje uporabili neparametri¢ne teste (60).

4.4.1 Razlika izrazanja mikro RNA med skupinama

Zanimalo nas je, ali se preuc¢evani skupini razlikujeta v koncentracijah izbranih plazemskih
miRNA. Signifikantna razlika med skupinama je zazelena (p<0,05), saj si zelimo, da bi
lahko lo¢ili osteoporozne od neosteoporoznih preiskovank glede na izrazanje dolocenih
miRNA.

Z uporabo neodvisnega t testa in Mann Whitney U testa smo preverili, ali se izrazanje
izranih miRNA razlikuje med skupino preiskovank z osteoporozo in kontrolno skupino.
Rezultati testov so prikazani v preglednici 11.

Preglednica 11: Izrazanje mikro RNA v skupini preiskovank z osteoporozo ter v
kontrolni skupini.
OP-osteoporoza, * parametricni t test, ** neparametri¢éni Mann Whitney U test

Mediana 1.kvartil 3.kvartil Mediana 1. kvartil 3.kvartil P

skupine z | skupine z | skupine z | kontrolne kontrolne kontolne vrednost

OP (1) OP (1) OP (1) skupine (0) | skupine (0) | skupine

(0)

miRNA_574_r* 7,0814 4,0387 14,3424 6,4418 3,4333 11,1079 0,504
miRNA_126_r* 0,3277 0,2926 0,5483 0,3287 0,2502 0,4066 0,147
miRNA_30e_r* 0,9833 0,73 1,5082 1,1209 0,6731 1,4101 0,586
miRNA_148 s* 0,7107 0,5512 1,2554 0,5308 0,3336 0,8306 0,044
miRNA_30d_r* 0,4721 0,3879 0,5939 0,4576 0,3222 0,5587 0,086
miRNA_30e_s* 0,8177 0,4917 1,233 0,6628 0,4962 0,7811 0,927
miRNA_30d_s** 7,0814 4,0387 14,3424 6,4418 3,4333 11,1079 0,164
miRNA_126_s** 0,3277 0,2926 0,5483 0,3287 0,2502 0,4066 0,244
miRNA_148 r** 0,9833 0,73 1,5082 1,1209 0,6731 1,4101 0,103
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MIRNA_199_r** 0,7107 0,5512 1,2554 0,5308 0,3336 0,8306 0,806

MiRNA_199_s** 0,4721 0,3879 0,5939 0,4576 0,3222 0,5587 0,855

MiRNA_574_s** 0,8177 0,4917 1,233 0,6628 0,4962 0,7811 0,299

Izrazanje miRNA-148 s se signifikantno lo¢i med preucevanima skupinama, pri cemer je
izrazanje miRNA-148_s v skupini z osteoporozo zvisano glede na kontrolno skupino. Tudi
Seelinger s sod. je v svoji raziskavi dokazal zviSano izrazanje miRNA-148a v skupini
bolnic z osteoporozo v primerjavi s kontrolno skupino preiskovank brez osteoporoze (26).
Posledicno bi miRNA-148a lahko predstavljala potencialni kazalec za diagnozo
osteoporoze.

Sellinger s sod. je delal raziskave tudi na kostnih vzorcih in dodatno dokazal zvisano
izrazanje miRNA-21, miRNA-23a, miRNA-24, miRNA-25, miRNA-100, miRNA-125b
(26).

Ostale miRNA ne izkazujejo pomembno razlinega izrazanja v skupini bolnic z
osteoporozo v primerjavi s kontrolno skupino. Razlog bi lahko bil posledica uporabe
majhnega Stevila preiskovank z osteoporozo ter na splosno majhnega Stevila preiskovank,
vkljucenih v raziskavo. Poleg tega pa se skupini med seboj pomembno locita glede na
telesno maso, telesna masa pa je eden izmed dejavnikov, ki vpliva na pojavnost
osteoporoze, kar pa bi bilo potrebno upostevati v nadaljnjih raziskavah.

Tudi Seelinger s sod. v svoji raziskavi ni dokazal statisticno pomembne razlike v izrazanju
miRNA 30d, 30e in 126 v skupini z osteoporozo glede na kontrolno skupino zdravih
preiskovank, pri cemer je pomanjkljivost tudi njegove raziskave majhen preucevani vzorec

— 10 osteoporoznih in 10 zdravih preiskovank (26).

4.4.2 Korelacija mikro RNA s parametri tveganja za razvoj osteoporoze

Zeleli smo preudili ali obstaja statistiéno pomembna povezanost med izbranimi miRNA in
parametri tveganja za razvoj osteoporoze v celotni populaciji preiskovank (60). Zato smo
najprej preverili, ali se preucevani skupini razlikujeta v povpre¢nih vrednostih parametrov
tveganja za razvoj osteoporoze. Signifikantna razlika med skupinama je zazelena (p<0,05),
saj si zelimo, da bi lahko locili osteoporozne od neosteoporoznih preiskovank s pomocjo
parametrov tveganja za razvoj osteoporoze in bi tako s korelacijo med izbranimi miRNA in
parametri tveganja za razvoj osteoporoze lahko doloc¢ili miRNA, ki bi bile potencialno

lahko vpletene v pojavnost osteoporoze.
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S pomocjo neodvisniega t-test ter Mann Whitney U testa (neparametri¢no razli¢ico t testa)
smo najprej preucili porazdelitev parametrov tveganja med skupinama. Rezultati so podani
v preglednici 12 (60).

Preglednica 12: Rezultati t-testa normalno porazdeljenih Kklini¢nih parametrov
tveganja ter rezultati Mann-Whitney U testa nenormalno porazdeljenih klini¢nih
parametrov tveganja.

Obratno - rezultat pridobljen z recipro¢no transformacijo, MKG — mineralna kostna gostota
kosti, fn - stegneni¢ni vrat, troch - trohanter, inter — intertrohanter, th - torahalna vretenca,
Is - ledvena vretenca, TBS — rezultat kvalitete kostne trabekule, (ang. Trabecular bone
score), podlaht — podlahti, radius — 1/3 podlahti, FRAX — orodje za oceno tveganja zloma
kosti, M — zlom drugih kosti, K — zlom kolka, brez — v FRAX izracunu se ne uposteva
MKG, zMKG - v FRAX izracunu se uposteva MKG, OP-osteoporoza * parametricni t

test, ** neparametri¢éni Mann-Whitney U test

Mediana | 1.kvartil | 3.kvartil Mediana | 1kvartil |3.kvartil
. . . kontrolne | kontrolne | kontolne | P
skupine | skupine | skupine skupine |skupine |skupine |vrednost
zOP (1) [zOP (1) |zOP (1
M |zOPW 1ZOPW " 1o |©
MKG_fn* 0,604 0,5625 0,6735 0,713 0,658 0,7745 0,001
MKG_troch* 0,573 0,515 0,6005 0,649 0,6085 0,696 <0,001
MKG_inter* 0,924 0,8775 0,969 1,07 0,9725 1,1375 <0,001
MKG_th* 0,76 0,73 0,811 0,895 0,8185 0,947 <0,001
MKG_Is* 0,715 0,656 0,7725 0,926 0,844 0,9985 <0,001
TBS* 1,304 1,1905 1,35 1,3165 1,25325 1,37925 0,071
MKG_podlaht** 0,463 0,423 0,499 0,541 0,50425 0,5775 <0,001
MKG_radius** 0,566 0,51 0,6095 0,641 0,62225 0,68875 <0,001
FRAX_M_brez** 9 6,3 14,5 5,95 4,15 11,75 0,054
FRAX_K_brez** 1,7 1,25 4,3 0,75 0,4 1,875 0,006
FRAX_M_zMKG** 8,2 6,15 16,5 6,15 4,6 11 0,037
FRAX_K_zMKG** 15 0,85 54 0,6 0,225 1,6 0,002

Kot smo pric¢akovali, se skupini med seboj pomembno locita po vseh izmerjenih vrednostih
MKG, saj je bila vrednost MKG, oziroma T vrednost, kriterij za razdelitev preiskovank v
preiskovani skupini. Tudi vrednosti MKG so v skupini preiskovank brez osteoporoze

pricakovano vi§je v primerjavi s skupino preiskovank z osteoporozo. Skupini smo med
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seboj primerjali tudi glede na povprecne FRAX vrednosti. Opazimo lahko, da se
osteoporozna in kontrolna skupina med seboj razlikujeta glede na vec¢ino FRAX vrednosti,
pri ¢emer imajo osteoporozne bolnice visSje FRAX vrednosti. Rezultat je v skladu s
pricakovanjem, saj vi§ja FRAX vrednost predstavlja vecjo verjetnost za osteoporozni zlom.
Pri FRAX_M_brez vrednosti pa ne opazimo signifikantne razlike med preiskovanima
skupinama. Razlog bi lahko bil manj natancen izraun tovrstne FRAX vrednosti, saj
izraun ne uposteva vrednosti MKG (76). Skupini pa se med seboj signifikantno ne locita
po TBS vrednostih, kar pa ni v skladu s pri¢akovanji, saj so TBS vrednosti povezane z
mikroarhitekturo kostnega tkiva in verjetnostjo za osteoporozni zlom ter predstavljajo
najnovejSi klini¢ni parameter, s katerim lahko opredelimo osteoporozo. Vrednosti TBS
>1,3 pomenijo normalno mikroarhitekturo kosti, vrednosti TBS < 1,2 pa spremenjeno
mikroarhitekturo kosti (27). Vrednosti obeh skupin se gibljejo okoli 1,3, pri ¢emer so
povprecne vrednosti TBS v skupini preiskovank brez osteoporoze nekoliko visje kot v
skupini preiskovank z osteoporozo, vendar razlika statisticno ni pomembna.
Nesignifikantna razlika med skupinama bi lahko bila tudi posledica majhne populacije
preiskovank.

Nadalje smo z uporabo Spermanovega neparametricnega testa preucili, ali obstaja
statisticno pomembna povezanost med izbranimi miRNA in parametri tveganja za razvoj

osteoporoze v celotni populaciji preiskovank (60). Rezultati so prikazani v preglednici 13.

Preglednica 13: Prikaz korelacij med mikro RNA in Kklini¢nimi osteoporoznimi
parametri.

Sivo obarvana polja predstavljajo statisticno pomembno korelacijo med dolo¢eno miRNA
in klini¢nim parametrom. miR pomeni miRNA

miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_5
30d r | 30d s|30e r|30es|126 r|126 s|148 r | 148 s |199 r [ 199 s (574 r | 74 s
MKG fn p| -,068 | -,117 | -,146 | -,167 | -,120 | -,174 | -,007 | -,130 | -,112 | -,109 | ,057 | -,022
- Pl 607 | ,372 | ,266 | ,203 | ,343 | ,169 | ,955 | ,311 | ,379 | ,390 | ,663 | ,865
p| -,237 | -,267 | -,213 | -,271 | -,191 | -,247 | -,118 | -,188 | -,171 | -,087 | ,025 | -,031

MKG_troch
- Pl 068 | ,039 | ,103 | ,036 | ,131 | ,049 | ,356 | ,141 | ,177 | ,496 | ,846 | ,813
MKG inter p| -,154 | -,132 | -,215 | -,175 | -,143 | -,091 | -,014 | -,011 | -,030 | ,055 | ,191 | ,110
- Pl 241 | ;315 | ,099 | ,180 | ,261 | ,474 | ,911 | ,934 | ,813 | ,667 | ,140 | ,397
MKG th p| -145 | -170 | -,191 | -,206 | -,158 | -,177 | -,052 | -,119 | -,098 | -,030 | ,097 | ,024
- Pl 270 | ,194 | ,143 | ,115 | ,212 | ,162 | ,683 | ,353 | ,440 | ,817 | /455 | ,851
MKG 1s p| -,116 | -,105 | -,016 | -,051 | -,009 | -,112 | -,063 | -,147 | ,019 | ,058 | -,112 | -,184
- Pl 378 | /425 | ,903 | ,701 | ,944 | 378 | 622 | ,250 | ,882 | ,647 | ,389 | ,155
MKG_podla |P| -,193 | -,294 | -,090 | -,256 | ,074 | -,028 | ,035 | -,059 | ,032 | ,018 | -,078 | -,127
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ht Pl 144 | ,024 | 500 | ,051 | ,566 | ,828 | ,790 | ,648 | ,801 | ,891 | ,554 | ,334
~|p|-236 | -278 | -115 | -,247 | ,147 | ,045 | ,173 | ,054 | ,063 | ,071 | -,081 | -,114

MKG_radius
- Pl 072 | ,033 | ,386 | ,060 | ,250 | ,729 | ,178 | 678 | ,625 | ,581 | ,539 | ,387
FRAX M br |P| ,357 | ,239 | ,248 | ,205 | -,007 | -,040 | -,074 | -,151 | ,001 |-,029 | ,074 | ,039
ez [P[005 | 066 | ,056 | ,116 | 953 | ,756 | ;566 | ,238 | ,996 | ,818 | ;569 | ,767
FRAX K br |P| ,298 | ,296 | ,191 | ,270 | -,004 | ,034 | ,022 | -038 | ,006 | ,045 | ,124 | ,126
ez [P[021 | 022 | 144 |087 | 978 | 790 | 864 | 765 | 962 | 724 | 341 | 334
FRAX M z |P| ,280 | ,144 | 236 | ,144 | ,015 | -,026 | -,099 | -,132 | ,013 | -,019 | ,064 | ,044
MKG [P[T,080 | 273 | ,069 | 274 | 907 | 836 | 441 | 304 | 921 | 883 | ,622 | ,733
FRAX K z |P| ,200 | ,195 | ,195 | 215 | ,107 | ,138 | ,044 | ,078 | ,123 | ,123 | ,077 | ,106
MKG [P 126 | 135 | ,135 | ,099 | 402 | 275 | ,731 | 542 | 334 | 334 | 556 | 416
TBS p| -295 | -,117 | -,223 | -,053 | -,032 | ,168 | ,076 | ,171 | ,013 | ,228 | ,170 | ,213
Pl 023 | 378 | ,089 | 691 | ,803 | ,188 | ,558 | ,184 | ,917 | ,072 | ,194 | ,102

Iz rezultatov je razvidno, da med MKG_troch ter miRNA _30d_s, miRNA_30e_s in
miRNA 126 s ter med MKG_podlaht in MKG radius ter miRNA_30d s obstaja
statisticno pomembna povezava, pri ¢emer gre za Sibko negativno korelacijo, kar pomeni,
da gre za obratno sorazmeren odnos med spremenljivkama, iz ¢esar lahko sklepamo, da so
nasStete miRNA povezane s pojavnostjo osteoporoze, saj vecje izrazanje miRNA pomeni
manjso vrednost MKG, manjsa MKG pa je povezana S pojavov o0steoporoze.
FRAX_M_brez, FRAX_M_zMKG ter TBS pa statisticno pomembno Kkorelirajo z
miRNA_30d_r. Pomembna je tudi korelacija med FRAX K brez ter miRNA_30d_r,
miRNA_30d_s ter miRNA_30e_s. Korelacija miRNA s FRAX parametri je S$ibko
pozitivna, kar pomeni, da je povecano izraZzanje miRNA povezano z vi§jo FRAX
vrednostjo, kar se odraza v povecanem tveganju za osteoporozni zlom. Korelacija med
miRNA in TBS vrednostim pa je Sibko negativna, kar je tudi v sladu s pojavnostjo
osteoporoze in Se dodatno potrjuje vpletenost nastetth miRNA v pojav osteoporoze. Zato
menimo, da bi miRNA 30d, 30e in 126 lahko predstavljale potencialen diagnosti¢ni
kazalec za osteoporozo, pri cemer pa bi bilo potrebno izrazanje miRNA preuciti na vecji
populaciji preiskovank, saj bi si dodatno Zeleli, da bi se izrazanje miRNA lo¢ilo med
skupino z osteoporozo in kontrolno skupino, kar je tudi osnovni pogoj, da dolo¢en

parameter lahko uporabimo kot diagnosti¢ni kazalec.

Zanimala nas je tudi korelacija izrazanja miRNA med seboj. Rezultati korelacije so

prikazani v preglednici 14 in prilogi 3.
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Preglednica 14: Prikaz korelacij med mikro RNA.

mMiR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_ | miR_
30d r|{30d s|30e r|30e s|126 r|126 s|148 r|148 s|199 r|199 s |574 r |574 s
mir | P | 1:000 3917 | 8747 | 3717 | 4827 | -,063 | ,096 | -248 | 288" | -,044
de— P AT72 741
) -,040
miR_
30d_s
miR_
30e r
miR_
30e_s
. -014
miR_
126 r 917
miR_
126 s
miR_
148 r
miR_
-
199 7 145 | ,084 | ,506 854 | ,490
g [P -,044 -145 | 4237 | 221 7067 | 1,000 | ,042 | ,242
<[Pl 741 270 ,084 757 | 073
199 s
p|-263]-158 | - |-243|-162 | ,062 | ,145 | ,181 | -,025 | ,042 | 1,000 |,890"
miR_ 384"
574 r [P | ,057 | ,259 - 080 | 234 | 651 | 297 | 191 | 854 | ,757 -
pl| - | 147 - | 073 |-3417| 365" | ,008 |,476 | -094 [ ,242 |,890" | 1,000
miR_ 453 585
574 s |P 294 490 | 073

Opazimo lahko, da med izbranimi miRNA obstaja kar nekaj statisti¢cno pomembnih §ibkih

korelacij, kar pomeni, da je izrazanje nekaterih miRNA pri osteoporozi socasno. Lastnost

soCasnega izrazanja MiRNA bi lahko izkoristili pri diagnostiki, saj ¢e bi bile diagnosti¢no
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pomembne miRNA v korelaciji, ali pa ¢e bi bile miRNA vkljuéene v isto metaboli¢no pot,

bi lahko dolocali manjse stevilo miRNA.

4.4.3 Dolocitev potencialnega mehanizma delovanja mikro RNA 30d — 5p , 30e —

5p, 126-3p ter 148a-3p in opis glavnih dveh signalnih poti

Zanimal nas je potencialni mehanizem vpletenosti miRNA 30d, 30e in 126 in 148a v
osteoporozo, saj so naStete MIRNA izkazale korelacijo s kazalci tveganja za razvoj
osteoporoze, oziroma sta se preucevani skupini lo€ili glede na izraZzanje miRNA.
Posledi¢no bi nastete miRNA lahko sluzile kot potencialen klini¢ni kazalec osteoporoze.

S pomocjo pregleda predvidenih tar¢nih genov delovanja miRNA z bazo TargetScan (77)
ter s pomocjo pregleda potencialne vpletenosti miRNA v signalne poti z bazo Diana
TOOLS (78) smo doloc¢ili potencialen mehanizem delovanja zgoraj nastetih miRNA.
MiRNA-148a-3p potencialno deluje na gen MAFB (V-maf muskuloaponevroti¢ni
fibrosarkom onkogen homolog B), kar smo ugotovili s pomoc¢jo podatkovne baze
TargetScan (77), kar je tudi skladno z raziskavo Seelinger s sod. (31). Seelinger je v
raziskavi pojasnil tudi mehanizem delovanja miRNA (slika 9). MiRNA-148a naj bi
delovala kot negativni regulator MAFB in tako posledi¢no spodbuja regulatorni sistem
RANKL/RANK/OPG ter diferenciacijo osteoklastov, kar pa je povezano z nastankom

osteoporoze (31).

Signalna pot RANKL/RANK/OPG je glavni sistem, ki nadzoruje diferenciacijo

osteoklastov. Podroben mehanizem delovanja je prikazan na sliki 8.

osteoblast
receptor RANK

RANKL
N ®
— _// . osteoklast

C C (/ ovo Q@D o

Slika 8: Signalna pot RANKL/RANK/OPG. Prirejeno po (31).
Osteoblasti izlo¢ajo RANKL (ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika xB) in
OPG (osteoprotogerin). Po vezavi RANKL na receptor RANK (receptor za aktivacijo
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jedrnega dejavnika kB), ki se nahaja na povrSini osteoklastov, pride do aktivacije jedrnega
dejavnika kB, ta pa aktivira NFATCI1 in C-FOS — jedrna dejavnika, odgovorna za prepis
osteoklastnih genov, kar vodi v diferenciacijo osteoklastov. OPG pa je inhibitor RANKL in
prepreci osteoklastogenezo (4, 31).

|
SRS — MAFB — — — RANKL
il - _ N
- S —=—— ()
vl - TS
maktofag/ g
monocit pre-osteoklast osteoklast

Slika 9: Vpletenost mikro RNA-148a v osteoklastogenezo. Prirejeno po (31)

MAFB negativno regulira RANKL, kar je povezano z zmanjSanim izrazanjem RANKL in
posledicno zmanjsano aktivacijo jedrnega transkripcijskega faktorja c-Fos in tako
zmanj$ano diferenciacijo pre-osteoklastov v osteklaste (79, 80). V primeru zaviralnega
delovanja miRNA-148a pride do poveCanega izrazanja RANKL, kar vodi v
osteoklastogenezo.

Potencialno vpletenost miIRNA-126, miRNA-30d in miRNA-30e v signalno pot WNT ter v
diferenciacijo osteoklastov smo doloc¢ili s pomocjo podatkovne baze Diana Mirpath 2,0
(78).

Kanoni¢na signalna pot p-katenin/WNT je klju¢na pri diferenciaciji in prezivetju

osteoblastov. Podroben mehanizem delovanja je predstavljen na sliki 10.

R
P
| Alsin | Dsh

APC I

Cos

TCP) s
izrazanje tarénih genov

Slika 10: Signalna pot g-katenin/WNT. Prirejeno po (81).

WNT protein se veze na receptorski kompleks, ki ga sestavljata LRP in protein Frizzled.
To vodi do nastanka kompleksa med aksinom, DSH in APC, kar vodi do inhibicije
aktivnosti GSK3p, ki je odgovoren za fosforilacijo  katenina. Posledi¢no se P katenina
kopi¢i v citoplazmi in nato prehaja v jedro, kjer se veze na transkripcijske faktorje
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TCF/LEF1 in tako sprozi izrazanje tar¢nih genov, med drugim tudi OPG in RUNX2 (4,
31).

Slika 11 prikazuje normalen potek signalne poti Jak-STAT, ki predstavlja eno izmed
signalnih poti, ki so vpletene v diferenciacijo osteoklastov. Z rumeno so oznaceni tar¢ni
geni naStetih miRNA. ZmanjSano izrazanje SOCS; in IFNAR; genov vodi v manjsi
zaviralen ucinek IRF9 na c-Fos. Posledicno se poveca izrazanje transkripcijskega
dejavnika c-Fos, ki je eden klju¢nih dejavnikov, odgovornih za pretvorbo preosteoklastov
v osteoklaste (80). Poveca se Stevilo in aktivnost osteoklastov, kar pa je povezano s

pojavom osteoporoze (78).

Jak-STAT signalna pot

—- osteoklasti
[ socs: | T

[ | SrEmnd— e f--s————-

Slika 11: Diferenciacija osteoklastov po signalni poti Jak-STAT in vpletenost c-Fos
transkripcijskega faktorja. Prirejeno po (82).

Po signalni poti Jak — STAT poteka prenos informacije iz izvenceli¢nega prostora do jedra,
kjer vpliva na DNA transkripcijo in izrazanje genov, ki sodelujejo v osteoklastogenezi.
Glavne tri komponente signalne poti Jak-STAT so: receotor IFNAR2, JAK (kinaza) in
STAT protein, ki se aktivira z fosforilizacijo ter nato integrira z jedrnimi proteini, kot je
IRF9, ta pa negativno regulira transkripcijo c-Fos transkripcijskega faktorja, odgovornega
za pretvorbo preosteoklastov v osteoklaste (82).

Slika 12 prikazuje normalen potek kanoni¢ne signalne poti -katenin/WNT. Z rumeno in
oranzno so oznaene potencialne tarce delovanja naStetth miRNA. NasStete miRNA
negativno regulirajo izraZzanje oznaCenih genov, kar vodi v zmanjSano proliferacijo

osteoblastov in pojavnost osteoporoze (78).

o | | [Goxaa) +p ”@ ,@_. izraZanje tarénig e prolif:’tl*aciia
— ] APC SNADMY genov osteoblastov
] | [

Slika 12: Kanoni¢na signalna pot p-katenin /WNT. Prirejeno po (78).

Aktivacija  signalne poti  WNT/B-katenin poteka preko tvorbe kompleksa
WNT/LRP/protein Frizzled, kar povzro¢i fosforilizacijo LRP receptorja in nastanka
receptorja za aksin, kamor se vezeta $¢ GSK in APC. Nastali kompleks zavira aktivnost
GSK, katerega funkcija je aktivacija B-katenina. Posledi¢no se [-katenin kopici v
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citoplazmi in nato prehaja v jedro, kjer se B-katenin veZze na transkipcijske dejavnike
TCF/LEF in tako povzroci izrazanje tar¢nih genov ter proliferacijo osteoblastov, ki pa so
udeleZeni v tvorbi kostnine (31).

Dosedanje raziskave so eksperimentalno potrdile vpletenost miRNA 30d in 30e v
kanoni¢no signalno pot B-katenin/WNT. MiRNA-30d-5p in miRNA-30e-5p naj bi tako
delovali kot negativni regulator na diferenciacijo osteoblastov (usmerita pretvorbo
specifi¢nih zarodnih celic v mas¢obne celice). Taréni molekuli miRNA-30d-5p sta Smad 1
in Runx2 (38 — 40).

Tar¢na molekula miRNA-30e-5p pa je LRP6 (41). Vsi naSteti faktorji so vpleteni v
osteoblastogenezo, njihovo zaviranje pa vodi v pojav osteoporoze.

Eksperimentalno potrjeni geni s pomo¢jo TARBASE Diana TOOLS za miRNA-30d-5p so
Runx2, SOCS;, IFNAR;in LRP6, za miRNA-30e-5p pa SOCS;, IFNAR; in WNT5B (83).
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5. SKLEP

V magistrski nalogi smo v plazmi dolo¢ili izrazanje miRNA 30d-5p, 30e-5p, 126-3p, 148a-

3p, 199a-3p in 574-5p pri pomenopavzih preiskovankah z osteoporozo ter pri zdravih

posameznicah. S pomocjo programskih orodij Diana Mirpath in TargetScan smo nato

dolocili potencialen mehanizem delovanja miRNA 30d, 30e, 126 in 148a.

Ugotovili smo:

da se preiskovani skupini statisticno pomembno locCita glede na telesno maso,
medtem ko je razlika v telesni visini in letih mene statisticno nepomembna;

da se izrazanje MIRNA 148a-3p med preiskovanima skupinama statisticno
razlikuje, pri ¢emer gre za povecano izrazanje v skupini preiskovank z osteoporozo;
da se izraZzanje posameznih miRNA 30d-5p, 30e-5p, 126-3p, 199a-3p in 574-5p ne
lo¢i med skupinama;

dokazali smo statisticno pomembno korelacijo med miRNA 30d, 30e in 126 ter
kazalci tveganja za razvoj osteoporoze - FRAX, MKG, TBS. Pri tem miRNA
korelirajo Sibko pozitivno S FRAX in §ibko negativno z MKG ter TBS;

dokazali smo korelacijo med nekaterimi miRNA,;

da je miRNA-148a potencialno vpletena v RANKL/RANK/OPG signalno pot,
miRNA 30d, 30e in 126 pa v osteoklastno diferenciacijo in kanoni¢no [-
katenin/WNT signalno pot;

da kljub temu, da obstaja majhno Stevilo Studij, se naSi rezultati ujemajo s

primerljivimi studijami;

Tako lahko zaklju¢imo, da plazemske miRNA 148a, 126, 30d in 30e zaradi vpletenosti v

osteoporozo lahko predstavljajo potencialen diagnosti¢ni kazalec osteoporoze, pri ¢emer bi

bilo rezultate potrebno potrditi na vecji populaciji preiskovank. Teoreticne mehanizme

delovanja miRNA pa bi bilo priporo¢ljivo eksperimentalno potrditi.
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7. PRILOGE

Priloga 1: Povpre¢ne Cq vrednost ter standardni odkloni izrazanj, ki smo jih pridobili z
LightCycler-jem 480. VVz so vzorci.

cel-miR- let-7a(R) miR-16(R) miR-574(T)
248(spike)
VZORCI | MeanCp | STD MeanCp | STD MeanCp | STD MeanCp | STD
Cp Cp Cp Cp

vzl 20,99 0,19 23,25 0,13 23,37 0,28 30,33 0,27
vz2 19,86 0,08 23,80 0,02 22,10 0,03 31,47 0,35
vz3 19,92 0,03 25,95 0,10 23,98 0,05

vz4 19,08 0,03 22,80 0,10 21,20 0,05 30,95 0,24
vz5 19,72 0,03 22,51 0,16 21,84 0,06 31,48 0,18
vz6 18,81 0,04 21,34 0,09 20,84 0,05 30,17 0,06
vz7 24,34 0,16 26,90 0,26 27,40 0,07 32,88 0,13
vz8 20,21 0,03 22,79 0,16 22,24 0,05 31,77 0,11
vz9 20,63 0,08 25,05 0,08 23,10 0,07 31,96 0,15
vz10 20,67 0,12 24,38 0,10 22,95 0,06 29,66 0,13
vz1l 21,48 0,05 25,88 0,04 24,69 0,02 31,72 0,13
vz12 20,68 0,09 24,33 0,09 22,94 0,02 30,95 0,03
vz13 20,09 0,05 25,07 0,24 22,80 0,02 31,84 0,15
vz14 25,70 0,07 25,65 0,18 29,13 0,10 30,64 0,07
vz15 20,92 0,06 23,81 0,03 23,42 0,06 32,80 0,34
vz16 21,19 0,10 24,85 0,19 23,49 0,05 31,06 0,20
vz17 19,11 0,06 25,31 0,48 21,19 0,06 29,76 0,19
vz18 19,79 0,06 24,70 0,17 22,51 0,03 31,31 0,18
vz19 19,43 0,08 25,73 0,14 21,88 0,03

vz20 21,77 0,03 25,03 0,07 24,21 0,01 32,16 0,01
vz21 20,85 0,01 25,36 0,22 24,41 0,07 31,79 0,14
vz22 22,98 0,03 24,91 0,04 27,05 0,01 32,26 0,06
vz23 19,29 0,00 23,99 0,19 21,72 0,03 31,38 0,47
vz24 20,57 0,07 24,62 0,11 23,31 0,12 32,63 0,02
vz25 20,35 0,08 24,64 0,06 22,51 0,05 33,19 0,53
vz26 29,99 0,12 30,11 0,03 31,65 0,21

vz27 20,28 0,04 24,76 0,05 22,50 0,02 31,22 0,09
vz28 23,29 0,01 24,73 0,05 25,62 0,03 31,89 0,12
vz29 22,36 0,09 25,16 0,02 24,44 0,02 31,74 0,19
vz30 21,74 0,06 25,61 0,17 24,51 0,03 32,57 0,34
vz3l 29,55 0,14 28,18 0,05 32,36 0,24 33,22 0,16
vz32 33,22 0,15 35,11 0,00 33,16 0,25

vz33 21,59 0,04 25,68 0,01 23,20 0,05 31,01 0,42
vz34 21,94 0,07 26,60 0,08 23,67 0,03 30,64 0,30




vz35 22,83 0,05 26,86 0,06 25,16 0,08

vz36 22,86 0,04 24,92 0,05 24,37 0,12 32,49 0,02
vz37 28,55 0,07 26,60 0,04 30,61 0,27 33,02 0,05
vz38 24,61 0,08 26,20 0,03 27,61 0,08 32,60 0,04
vz39 21,68 0,12 24,82 0,05 23,68 0,04 33,44 0,34
vz40 22,30 0,13 26,08 0,08 25,35 0,12 32,44 0,27
vz4l 22,95 0,07 25,55 0,04 25,46 0,18 32,09 0,09
vz42 21,50 0,02 25,65 0,18 22,87 0,02 30,81 0,11
vz43 21,47 0,02 25,41 0,11 23,15 0,04 31,06 0,10
vz44 21,82 0,04 26,54 0,04 24,29 0,02 30,76 0,15
vz45 24,69 0,03 26,57 0,13 26,94 0,08 31,26 0,29
vz46 21,96 0,04 24,62 0,04 23,92 0,01 31,27 0,25
vz47 29,14 0,13 28,30 0,27 29,90 0,06 34,80 0,01
vz48 29,60 0,10 28,45 0,14 31,03 0,03 33,14 0,20
vz49 30,06 0,19 30,77 0,15 31,09 0,22

vz50 22,82 0,01 24,65 0,19 25,74 0,02 30,75 0,35
vz51 18,83 0,04 24,77 0,02 21,04 0,02 28,12 0,06
vz52 21,77 0,03 25,45 0,14 23,99 0,03

vz53 20,53 0,03 24,69 0,06 22,59 0,08 30,89 0,01
vz54 27,05 0,09 26,44 0,20 29,43 0,10 32,59 0,36
vz55 22,33 0,20 26,61 0,21 24,95 0,03

Vz56 20,49 0,13 25,21 0,07 22,94 0,01 31,40 0,10
vz57 23,21 0,01 24,39 0,22 25,59 0,10 30,99 0,02
vz58 30,89 0,12 30,49 0,06 31,52 0,10 31,89 0,23
vz59 32,83 0,08 34,56 0,20 33,78 0,33

vz60 21,90 0,03 23,36 0,18 24,02 0,01 29,71 0,28
vz61l 25,82 0,07 25,11 0,05 28,55 0,06

vz62 19,65 0,01 25,52 0,18 22,66 0,03 31,09 0,00
vz63 21,28 0,04 24,51 0,04 23,77 0,02 27,94 0,08
vz64 19,85 0,12 25,97 0,15 22,81 0,05 30,99 0,16
vz65 25,33 0,10 25,47 0,03 29,18 0,25 31,38 0,23
Vz66 21,91 0,03 26,98 0,08 24,77 0,04 31,30 0,17
vz67 22,59 0,07 25,88 0,10 24,65 0,02 31,62 0,01
vz68 26,93 0,08 25,85 0,03 30,06 0,08

vz69 20,24 0,05 25,15 0,25 23,12 0,02 29,97 0,08
vz70 25,04 0,03 24,69 0,02 26,90 0,10 32,48 0,01
vz7l 22,73 0,04 24,94 0,06 25,71 0,03 31,74 0,13
vz72 22,88 0,05 25,30 0,20 26,43 0,13 33,11 0,56
vz73 22,80 0,06 24,94 0,19 26,83 0,13 30,93 0,05
vz74 21,85 0,07 25,21 0,08 24,90 0,01 31,52 0,03
vz75 21,04 0,05 24,82 0,03 24,20 0,03 30,58 0,12
vZ76 23,21 0,02 24,09 0,07 26,30 0,03 31,70 0,08
vz77 19,83 0,04 24,86 0,06 21,94 0,02 30,25 0,26
vz78 23,19 0,05 24,95 0,04 25,60 0,06 32,05 0,11




vz79 21,74 0,01 24,50 0,07 25,59 0,02 30,01 0,13
vz80 21,51 0,03 25,61 0,13 25,73 0,02 30,86 0,10
vz81 22,08 0,06 24,23 0,12 24,48 0,04 30,41 0,20
vz82 28,07 0,02 28,88 0,28 30,15 0,04 33,42 0,24
vz83 28,59 0,09 28,02 0,08 28,68 0,03 34,29 0,29
vz84 21,29 0,13 25,64 0,09 23,77 0,03 30,62 0,18
vz85 28,91 0,14 29,06 0,10 30,44 0,30
vz86 18,48 0,01 25,04 0,02 21,21 0,01 30,03 0,18
vz87 20,72 0,08 24,73 0,06 23,17 0,04
vz88 20,57 0,04 23,94 0,13 23,20 0,04 31,49 0,15
vz89 21,82 0,02 25,14 0,14 24,18 0,05 29,67 0,01
vz90 20,64 0,02 24,37 0,06 23,55 0,01 30,42 0,31
vz91l 21,11 0,04 24,09 0,01 23,92 0,00 29,71 0,11
vz92 23,54 0,02 24,98 0,21 26,38 0,08 30,98 0,12
vz93 21,01 0,05 25,12 0,19 23,97 0,05 32,63 0,26
vz94 29,53 0,31 29,64 0,04 31,47 0,20
vz95 22,02 0,01 25,38 0,05 24,02 0,03 32,74 0,31
vz96 20,28 0,14 24,90 0,28 22,00 0,05
vz97 19,29 0,03 24,73 0,15 21,71 0,02 30,65 0,08
miR-30e(T) miR-30d(T) miR-126(T) miR-148(T) miR-199(T)
VZOR | Mean |STD |[Mean |STD |Mean |STD |Mean |STD | Mean |STD
Cl Cp Cp Cp Cp Cp Cp Cp Cp Cp Cp
vzl 2490 | 0,02 |24,02 |0,04 2295 |0,03 |26,01 |0,10 |24,77 |0,12
vz2 2494 0,04 |2433 |0,12 |2357 |0,13 |26,72 | 0,09 | 2590 |0,06
vz3 2850 |0,24 |2866 |0,14 |26,64 |0,05 |2795 |0,06 |30,73 |0,20
vz4 23,94 0,04 |2329 |0,05 |22,13 |0,01 |2574 |0,17 |2459 |0,11
vz5h 24,67 | 0,07 | 24,10 |0,31 |23,13 |0,07 |26,19 |0,10 | 24,79 | 0,02
vz6 23,14 | 0,05 |2260 |0,03 (21,08 |0,12 |24,76 | 0,05 |23,29 |0,25
vz7 31,57 (0,09 3175 |0,16 |29,73 |0,15 |30,96 |0,16 | 33,64 |0,22
vz8 27,03 |0,03 |2748 |0,25 |2588 |0,02 |28,23 |0,19 |29,60 |0,17
vz9 2751 |0,18 |27,89 |0,21 |25,70 |0,04 |28,33 |0,18 |30,52 |0,06
vz10 27,63 |0,14 |2767 |0,09 |[2594 |0,13 |26,71 |0,02 |29,19 |0,09
vz1l 29,10 | 0,05 |28,73 | 0,26 |26,94 |0,08 |28,27 |0,24 |30,19 |0,03
vz12 27,76 0,14 | 2764 |0,05 |2589 |0,11 |2785 |0,05 |30,69 |0,11
vz13 27,29 |0,06 |2751 |0,03 |26,70 (0,21 |28,78 |0,17 |30,74 | 0,25
vz14 31,81 (0,18 |30,70 | 0,07 |30,58 |0,08 |32,80 |0,36 |38,52 |5,62
vz15 27,65 (0,14 |27,29 |0,05 |26,24 |0,00 |27,07 |0,07 |29,71 |0,07
vz16 27,65 |0,01 |2753 |0,05 |26,32 |0,06 |2827 |0,21 |3109 |0,21
vz17 2589 |0,16 |26,12 | 0,01 |2520 |0,08 |2756 |0,04 |30,24 |0,30
vz18 26,28 | 0,20 |26,39 |0,11 |25,11 |0,06 |28,06 |0,06 |28,61 |0,13
vz19 26,55 | 0,08 |2663 |0,06 |2573 (0,12 |27,84 |0,02 |30,42 |0,08
vz20 29,09 |0,15 2899 |0,09 (2751 (0,17 |29,32 |0,03 |31,71 |0,18




vz21 28,14 (0,24 |27,70 |0,04 | 26,37 |0,10 | 28,28 |0,22 | 30,03 | 0,05
vz22 29,82 (0,12 |28,99 |0,07 |28,02 |05 |3053 |0,19 |30,78 |0,04
vz23 26,34 (0,11 | 26,75 |0,01 |2539 |0,11 |27,04 |0,06 |29,72 |0,22
vz24 27,16 (0,15 | 27,09 |0,01 |26,09 |0,22 |27,95 |0,20 |29,86 |0,09
vz25 27,00 (0,12 |26,95 |0,07 |2592 |0,08 |27,25 |0,15 |30,48 |0,25
vz26

vz27 27,24 (0,19 |27,11 |0,03 |26,00 |0,08 |27,86 |0,07 |3032 |0,24
vz28 29,58 (0,06 |29,16 |0,02 |2832 |0,16 |30,77 |0,15 |31,82 |0,10
vz29 28,86 [0,20 |28,53 |0,10 |27,74 |0,15 | 29,09 |0,16 |33,58 |0,07
vz30 2859 (0,15 |28,3 |0,09 |27,03 |0,12 |29,19 |0,08 |31,29 |0,08
vz3l 0,00 0,00 | 36,03 | 0,00
vz32 0,00 0,00

vz33 27,52 (0,09 |28,08 [0,05 |26,46 |0,05 |28,17 |0,07 |3014 |0,13
vz34 28,27 (0,10 | 2842 |0,21 |26,76 |0,08 |2954 |0,13 |32,75 |0,08
vz35 29,39 (0,20 | 29,20 |0,05 |28,38 |0,11 |30,34 |0,21 |3191 |0,27
vz36 2852 |0,20 |28,22 |0,02 |27,22 (0,12 |2897 |0,04 |3150 |0,40
vz37 35,89 |0,29
vz38 31,28 | 0,21 |3098 |0,13 |29,49 |0,21 |30,40 |0,09 |3356 |0,35
vz39 27,51 (0,08 |2758 |0,09 |26,5 |0,07 30,24 | 0,27
vz40 29,19 (0,15 |29,06 |0,18 |28,00 |0,10 |29,28 |0,19 |31,76 |0,23
vz4l 2890 (0,17 |28,99 |0,07 |27,79 |0,07 |30,37 |0,40 |3161 |0,23
vz42 27,33 (0,11 | 2780 |0,11 |26,82 |0,07 |28,62 |0,02 |31,14 |0,22
vz43 27,82 (0,09 |2787 |014 |26,83 |0,06 |28,68 |0,04 |31,30 |0,14
vz44 28,75 (0,11 | 28,92 |0,06 |27,76 |0,04 |29,40 |0,20 |31,33 |0,19
vz45 31,17 |0,13 |30,94 |0,16 |29,12 |0,20 | 31,60 |0,27 |33,48 | 0,06
vz46 2841 (0,14 | 2851 0,16 |26,58 |0,10 |28,90 |0,11 | 30,97 |0,03
vz47 34,30 | 0,00

vz48 37,70 | 0,00

vz49 0,00 0,00

vz50 29,59 (0,26 |2954 |0,07 |2749 |0,06 |28,95 |0,15 |31,07 |0,18
vz51 25,48 (0,02 | 26,06 [0,04 |24,38 |0,09 | 2550 |0,06 |2953 |0,35
vz52 29,29 (0,16 |29,64 |0,06 |27,21 |0,10 |28,69 |0,22 |3154 |0,51
vz53 27,28 (0,16 |27,76 |0,08 |26,14 |0,01 |28,35 |0,23 |30,17 | 0,08
vz54 31,72 0,21 | 35,16 | 0,09

vz55 29,62 (0,4 |29,77 |0,17 |27,13 | 0,06 |29,41 |0,24 |3265 |0,14
vz56 27,49 (0,13 |27,73 | 0,09 |2583 |0,02 |28,30 |0,15 |30,11 |0,04
vz57 29,67 (0,09 |29,02 |[0,09 |26,76 |0,03 |28,72 |0,12 |29,56 | 0,05
vz58 0,00 0,00

vz59 0,00 0,00

vz60 2861 (0,09 |2855 |0,10 |26/45 |0,09 |27,68 |0,10 |30,25 |0,16
vz61 30,57 0,25 |34,23 | 0,01 |36,08 |0,09
vz62 27,43 (0,19 |27,79 |0,05 |26,15 |0,06 |28,27 |0,09 |30,66 |0,16
vz63 2858 (0,28 |28,71 |0,20 |26,77 |0,15 |28,11 |0,15 | 30,15 | 0,33
vz64 27,55 (0,12 | 2792 |0,05 |2640 |005 |2841 |0,08 |3085 |0,06




vz65 30,70 | 0,07 35,77 | 0,06
vz66 2899 (0,18 |28,99 |0,16 |26,79 |0,08 |29,12 |0,13 |31,47 |0,20
vz67 29,34 (0,22 |2889 |0,02 |27,07 |0,12 |29,26 |0,09 |3195 |0,08
vz68 32,95 | 0,08 35,61 | 0,04
vz69 27,85 (0,08 |2837 |[0,19 |26,10 |0,05 |28,29 |0,90 |30,24 |0,36
vz70 30,84 |0,12 |30,71 |0,10 |28,81 |0,04 |3050 |0,19 |33,17 |0,05
vz71 29,81 (0,03 |29,35 |0,12 |27,33 |0,21 |28,81 |0,13 |33,12 | 0,07
vz72 2991 (0,11 |29,89 |0,13 |27,64 |0,04 |29,35 |0,09 |31,36 |0,09
vz73 30,73 | 0,25 |29,98 |0,17 |28,03 |0,11 |2929 |0,26 |31,38 |0,19
vz74 29,40 (0,13 |28,92 |0,06 |27,20 |0,08 |28,80 |0,04 |3083 |0,18
vz75 28,73 (0,14 |28,74 |0,07 |26,12 |0,07 |27,78 | 0,05 |30,17 |0,22
vzZ76 30,03 [ 0,10 |29,92 |0,11 |26,95 |0,08 |2930 |0,24 |2991 |0,07
vz77 26,43 (0,08 |26,95 |0,10 | 2553 |0,04 |27,66 |0,15 |29,88 |0,26
vz78 29,87 (0,08 |29,74 0,10 |2759 |0,09 |2892 |0,14 |3062 |0,24
vz79 2858 (0,06 |28,16 |0,09 |26,33 |0,12 |27,35 |0,17 | 29,46 |0,12
vz80 28,67 [0,13 | 2856 |0,04 |2655 |008 |2866 |016 |30,13 |0,34
vz81l 29,43 0,12 |29,24 |0,04 (2750 |0,03 |29,04 |0,21 |31,44 |0,17
vz82

vz83 32,63 |0,18

vz84 28,09 (0,18 |28,34 |0,15 |26,86 |0,11 |28,78 |0,17 |30,74 |0,13
vz85

vz86 26,03 (0,02 |26,92 |0,03 |24,79 |0,03 |27,21 |0,06 |2930 |0,24
vz87 27,37 (0,11 |27,70 |[0,03 |2581 |0,05 |28,04 |0,07 |2989 |0,31
vz88 27,89 (0,10 |27,81 |0,07 |2582 |0,04 |27,32 |0,15 |30,558 |0,15
vz89 2897 (0,15 |28,90 |0,09 |27,143 |0,07 |29,11 |0,02 |31,40 |0,33
vz90 28,17 (0,09 |28,09 |0,10 |2591 |0,07 |27,65 |0,14 |30,20 |0,20
vz9l 28,76 (0,17 |28,37 |0,17 |26,33 |0,10 | 27,68 |0,04 |30,10 |0,22
vz92 29,99 (0,03 |29,65 |0,17 |26,96 |0,10 |28,73 |0,13 | 30,69 |0,12
vz93 28,50 (0,07 |28,34 |0,08 |26,29 |0,04 |2898 |0,11 |31,09 |0,13
vz94 41,54 | 0,00

vz95 28,57 (0,07 |2841 |[0,09 |26,69 |0,11 |2851 |0,03 |3108 |0,12
vz96 27,03 (0,05 |27,11 |0,02 |25,75 |0,05 |27,82 |0,12 |31,74 |0,00
vz97 26,59 |0,09 |2703 |0,12 |2542 (0,12 |27,24 |0,16 |30,44 |0,13




Priloga 2: Rezultati Normfinderja, ki so podani kot stabilnostna vrednost, kot variacija med
skupina in znotraj skupine, glavni rezultat pa je podan kot najboljsi gen.

ime gena stabilnostna vrednost
miR-140 3,183
miR-338 2,015
RNU6 7,022
SNORD 96a 4,902
let-7a 1,927
miR-16 13,484
miR-32 22,070

variacija znotraj skupine

dolocCitev skupine 2 1
miR-140 91,415 21,840
miR-338 14,424 27,181
RNU6 269,110 224,988
SNORD 96a 163,428 83,474
let-7a 14,424 23,215
miR-16 1761,920 335,910
miR-32 2610,580 2266,534

variacija med skupinama

dolocitev skupine 2 1
miR-140 -1,293 1,293
miR-338 0,857 -0,857
RNU6 -1,441 1,441
SNORD 96a -1,944 1,944
let-7a -1,511 1,511
miR-16 6,887 -6,887
miR-32 -1,556 1,556
najbojsi gen let-7a
stabilnostna vrednost 1,927
Najboljsa kombinacija dveh genov miR-338 and let-7a
stabilnostna vrednost za kombinacijo najboljsih genov 1,394

Vi



Priloga 3: Prikaz statisticno pomembnih korelacij med izbranimi mikro RNA.
miR - mikro RNA

dolo¢ena
MiRNA korelacija korelacija korelacija korelacija korelacija
miR_30d r |miR_ 574 s |miR_30e_r |miR_199 r [miR_126 r
miR_30e_s
miR_30d s [miR_199 s |miR_30e_ s [miR_126 s |miR_148 s
miR_30e r [miR_30d_r |miR_574 s [miR_126 r |miR_148 s
miR_574 r
miR_30e s [miR_30d_r |miR_148 s [miR_199 s |miR_126_s
miR_30d s
miR_126 r |miR_30d_r |[miR_30e_.s |miR 574 s [miR_148 r |miR_199 r
miR_30e r
miR_126 s |miR_148 s |miR_30d_s |miR_199 r [miR_574 s
miR_199 s
miR_148 r |miR_126 r |miR_148 s |miR_199 r
miR_199 s
miR_148 s |miR_30e_ s |miR_30d_s |miR_ 574 s [miR_126 s |miR_199 r
miR_30e r miR_199 s
miR_199 r [miR_30d_r |miR_126 r |[miR_148 r
miR_126 s [miR 148 s
miR_199 s [miR_30e_ s |miR_30d s [miR_126 s
miR_574 r [miR_30e_r
miR_574 s |miR_30d_r |miR_126 r |miR_30e_r [miR_148 s
miR_126 s

vii




