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INFOLEHT

» Iervete rasedate naiste kehavedelikest eraldatud mikroRNA-de profiil*

MikroRNA-de (miRNA-de) peamine eesmirk on reguleerida post-transkriptsiooniliselt geenide
ekspressiooni kas translatsiooni inhibeerimise voi mRNA degradeerimise kaudu. Erinevate kudede
poolt produtseeritud ekstratsellulaarsed miRNA-d on leitavad kehavedelikes ning nende muutuva
ekspressiooni tottu saab neid kasutada mitteinvasiivsete biomarkeritena haiguste detekteerimisel.
Platsenta kui rasedusaegne organ ekspresseerib samuti kindlas koguses miRNA-sid, mille
ekspressioonitasemeid on vdimalik jédlgida ema vereringest. Hiljuti méarkimisvédrset panust
mitteinvasiivsete biomarkerite véljatotamisse on avaldanud uriinis ringlevad miRNA-d. Seetottu
antud bakalaureuset66 eesmirk on leida, kas tervete rasedate uriinis on olemas platsenta-
spetsiifilised miRNA-d, mille kaudu oleks voimalik tulevikus mitteinvasiivselt tuvastada

rasedusega kaasnevaid komplikatsioone.

Mirksonad: biomarker, mikroRNA, platsenta, uriin
CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika; B790 Kliiniline geneetika

“Profile of microRNAs isolated from body fluids of healthy pregnant women”

Short non-coding RNAs, known as microRNAs (miRNAS), regulate gene expression at
posttranscriptional level either by inhibiting the translation or degrading target mRNA.
Extracellular miRNAs produced by various human tissues are found in numerous body fluids. As
aresult of being irregularly expressed, miRNAs can potentially be used as non-invasive biomarkers
to detect different diseases. Developing and functioning only during pregnancy, placenta also
expresses a certain amount of miRNAs with altered expression levels, which can be observed in
mother’s bloodstream. Urinary miRNAs have recently made a remarkable change in the application
of non-invasive biomarkers, for instance the ability to identify kidney diseases. The aim of research
of this bachelor’s thesis is to discover urinary placenta-specific miRNAs, through which pregnancy

and its complications can be detected by non-invasive methods in the future.
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SISSEJUHATUS

MikroRNA-d (miRNA-d) on lithikesed mittekodeerivad RNA-d, mille kaudu reguleeritakse
geeni ekspressiooni post-transkriptsioonilisel tasemel kas translatsiooni inhibeerimise voi
MRNA degradeerimise kaudu (Khan et al., 2019). Paljud miRNA-d jdidvad stabiilsetena
ekstratsellulaarsete vesiikulite kujul, mis tdhendab, et nende ekspressiooni saab maééirata
inimese kudedes ja kehavedelikes (Cava et al., 2019; Salloum-Asfar et al., 2019). Tanu uriinis
kui inimorganismist iseeneslikult erituvas biomaterjalis muutuva ekspressioonimustriga
miRNA-de olemasolule, on viimati tdheldatud nende olulisus neeruhaiguste diagnoosimises,
mistottu uriinis ringlevad miRNA-d on pakutud vélja kui potentsiaalsed mitteinvasiivsed
biomarkerid (Juracek ja Slaby, 2020).

Platsenta on rasedusele iseloomulik organ, mille peamine funktsioon on lootele vajalikke
toitainete tagamine tema arenguks ja kasvuks (Knofler et al., 2019). Nagu teiste inimese
organite puhul, toimub ka platsentas kindlate miRNA-de regulatsioon, mis kuuluvad enamasti
Cl4MC ja C19MC Kklastritesse (Cai et al., 2017). Platsenta-spetsiifiliste miRNA-de
ekspressioonimuster viljaspool platsentat (nt ema vereringes) markimisvaérselt erineb otse
platsentas oleva ekspressioonitasemest (Donker et al., 2012; Ura et al., 2014). Uriinis ringlevate

platsentaga seotud miRNA-de kohta varasemad andmed puuduvad.

Antud  bakalaureusetoé  kirjanduse  iilevaates  Kirjeldatakse =~ miRNA-sid, nende
ekspressioonimustrit erinevates kehavedelikes nagu seerum ja uriin, ning vaadeldakse lahemalt
miRNA-de omadust funktsioneerida kui biomarkerid. Lisaks antakse pohjalik tilevaade
platsenta moodustumisest ning platsentale iseloomulikust transkriptoomist (sh miRNA-dest),
mida on voimalik leida ema verest, aga millel on olemas ka potentsiaal tuvastada neid uriinis.
Uldeesmirgiks on leida uriinis ringlevaid platsenta-spetsiifilisi miRNA-sid, mida tulevikus
saaks kasutada potentsiaalsete biomarkeritena raseduskomplikatsioonide tuvastamiseks
mitteinvasiivselt. Antud t66 raames oli eesmérgi saavutamiseks teostatud esimene etapp, kus
autori poolt olid uuritud tervete rasedate proovides miRNA-de profiilid, et tuvastada nende

seast platsenta-spetsifiilisi miRNA-sid.

Kiesolev bakalaureusetdd on tehtud Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudis inimese

geneetika uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. MikroRNA-d

Mikro-ribonukleiinhapped (miRNA-d) on viikesed (umbes 20-22 nt pikad) iiksikahelalised
RNA molekulid, mille pohifunktsiooniks on paljude bioloogiliste protsesside reguleerimine,
tapsemalt RNA molekulide vaigistamine kas mRNA degradeerimise voi mRNA -sihtmérkide
translatsiooni inhibeerimisega (Khan et al., 2019). lga aastaga leitakse erinevates organismides
juurde tuhandeid uusi miRNA-sid ning miRBase pohjal on tdnaseks tuvastatud inimeses iile
2500 funktsioneeriva miRNA (Khan et al., 2019; http://mirbase.org/textsearch.shtml?g=hsa).

1.1.1. MikroRNA-de siinteesirada

mMiRNA-de siintees algab tuumast, kus miRNA geenid on transkribeeritud RNA poliimeraas I1
poolt primaarseteks transkriptideks, mida nimetatakse pri-miRNA-deks (Joonis 1). pri-miRNA-
dele on iseloomulikud juuksendelstruktuurid ning tiksikahelalised RNA segmendid 3’ ja 5’
otsades (Khan et al., 2019). Mikroprotsessor-kompleks, kuhu kuuluvad kaksikahelaline RNaas
I11 endonukleaas Drosha ja valk DGCR8 (DiGeorge syndrome chromosomal region 8) (samuti
teatud kui Pasha), tunneb dra pri-miRNA-sid ja l16ikab neid juuksendela tiive otsast 60-110 nt
pikkusteks prekursor miRNA-deks (pre-miRNA) (Khan et al., 2019; Treiber et al., 2019).
Taiendavad ribosomaalsed valgud (DDXS5, DDX17, Lin28B, QKI, MeCP2) vdivad
mikroprotsessor-kompleksi  funktsioneerimist kas soodustada v0i peatada. Seejérel
transporditakse pre-miRNA-d tuumast tsiitoplasmasse 1abi tuuma ekspordi faktori eksportiin 5
(EXP5). EXP5 on vdimeline funktsioneerima ainult GTP siduva tuumavalgu RAN-GTP
olemasolul. EXP5, RAN-GTP ja pre-miRNA moodustavad transportkompleksi, mis edasi
liigub tuumapooridest 1abi. See omakorda kutsub esile RAN-GTP hiidroliiiisi, mille tulemusena

jaab pre-miRNA tsiitoplasmas transportkompleksist vaba (Khan et al., 2019).
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Joonis 1. MiRNA-de siinteesirada. RNA poliimeraas II (Pol Il) transkribeerib tuumas DNA-d
primaarseks miRNA-ks. Drosha 16ikab pri-miRNA-d 60-110 nt pikkuseks prekursor-miRNA-ks, mida
transpordib tuumast tsiitoplasmasse eksportiin 5 (EXP5). Dicer viib tsiitoplasmas 1dbi miRNA-
3p:miRNA-5p dupleksi moodustamist. miRNA dupleksi laadimine Ago valkudele indutseerib RISC
kompleksi tekkimist, mis seondub iihe ahelaga miRNA dupleksis. RISC kompleks aitab miRNA-I
seonduda sihtmérk-mRNA-ga ja mRNA saatus soltub miRNA ja sihtmérk mRNA komplementaarsusest

(Cullen, 2006 jargi).

pre-miRNA piiiitakse tsiitoplasmas kinni ja ldigatakse miRNA-miRNA dupleksiks RNA
endonukleaasiga Dicer (Cretoiu et al., 2016). RNA indutseeritud vaigistava kompleksi (RNA
induced silencing complex, RISC) moodustamine toimub kaheetapiliselt. Esialgu laaditakse

miRNA-de dupleks Argonaut (Ago) valkudele ja tekib pre-RISC kompleks. Seejarel valitakse,

mRNA translatsiooni inhibeerimine
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milline miRNA ahelatest saab kiipseks miRNA-ks dupleksi lahti keerutamisel helikaasiga
Ago2 (Khan et al., 2019). miRNA-de dupleksis on 2 ahelat: 5p ja 3p ahelad. 5p ahel saab alguse
pre-miRNA 5’ otsast, 3p ahel on moodustatud 3’ otsast. Mdlemad ahelad saavad kinnituda Ago
valgu kiilge. Tavaliselt ahel, mis omab norgemat stabiilsust voi uratsiili 5” otsas, saab kiipseks
miRNA-ks ning stabiilsema 5’ otsaga teine ahel lagundatakse (Khan et al. 2019; O’Brien et al.,
2018).

RISC kompleks aitab kiipsele tiiheahelalisele miRNA-le seonduda sihtmiark-mRNA
komplementaarsuse alusel (Michlewski ja Caceres, 2019). miRNA toime sihtmark-mRNA-le
sOltub nendevahelise paardumise astmest. Kui sihtmark-mRNA ja miRNA seonduvad 3’
mittetransleeritava regiooniga (UTR, untraslated region) ja on tdielikult komplementaarsed,
siis mRNA degradeeritakse ja vastupidiselt, kui seondumine toimub 5° UTR otsas ning

komplementaarsus on vaid osaline, siis mRNA translatsiooni represseeritakse (O’Brien et al.,

2018).

1.1.2. MikroRNA-de funktsioonid

Peamise funktsiooni tditmiseks seondub MiRNA sihtmark-mRNA-le 14dbi 3° UTR spetsiifilisi
jarjestusi. Kiipsenud miRNA funktsioneerib koos Ago valkudega, mille tagajirjel vormib
miRNA-indutseeritud vaigistav kompleks (miRISC). miRISC aitab kaasa translatsiooni
inhibeerimisele ning sihtmiark mRNA lagundamisele (Gebert ja MacRae, 2019). Sihtmaérk-
MRNA lagundamise rajas indutseerib miRNA deadentilaaside seondumist sihtméark-mRNA-le,
kus deadeniilaasid lagundavad polii-A-saba. Pecale deadeniileerimist soodustab miRISC
kompleks spetsiifiliste faktorite seondumist sihtmédrk-mRNA-le, mis pohjustavad ,miitsi”
eemaldamist (decapping) ning I6puks ldbib sihtmark-mRNA 5°-3° eksonukleaasset
degradeerimist (Iwakawa ja Tomari, 2015). miRNA-de poolt pohjustatud translatsiooni
inhibitsioon aga toimub ilma sihtmérk-mRNA arvukuse muutmata (Eulalio et al., 2008). Nii
on ndidatud, et polii-A-saba eemaldamine sihtmédrk-mRNA-It ei mdjuta miRISC’1 sdltuva

translatsiooni tdkestamist (Catalanotto et al., 2016).

miRNA-de kiipsemine on nii ajaliselt kui ka ruumiliselt viga reguleeritud protsess. Juhul kui
miRNA-de biosiinteesi kdigus tekivad esile diisregulatsioonid, siis need hakkavad mdjutama
miRNA-de ekspressioonitasemeid. miRNA-de ekspressioonimustri korvalekalle tekkimise

tagajdrjeks on geeniekspressiooni muutus, mis v0ib potentsiaalselt viia erinevate haiguste



arenemiseni. Kdige enam on sellist protsessi kirjeldatud vahkide puhul. (Neudecker et al.,
2016)

miRNA-d on olulised loomade normaalses arengus ja osalevad mitmes bioloogilistes
protsessides, reguleerides rakkude diferentseerumist, arengut ja homodstaasi (Khan et al.,
2019; O’Brien et al., 2018). Lisaks on késitletud ka miRNA-de osalemine rakk-rakk
interaktsioonis, epigeneetilistes modifikatsioonides ja inimeste haigustes (Saliminejad et al.,
2019).

1.1.3. MikroRNA-d kudedes ja kehavedelikes

Landgraf et al. aastal 2007 olid esimesed, kes nditasid miRNA-de esinemise profiili erinevates
inimese kudedes. Nende uuringus oli esitatud 26 organist parit 340 miRNA-d (Landgraf et al.,
2007). Aastal 2016 tdiendasid Ludwig ja tema kolleegid Landgraf’i et al. poolt tehtud uuringu
ja saadi 61 erinevast koest 1997 kiipsenud miRNA-d (Ludwig et al., 2016). 2019. aastal olid
lahemalt uuritud koespetsiifilised miRNA-d ning selgus, et kokku 30 organis esines 95
koespetsiifilist mMIRNA-d. 30 koe hulka kuulusid aju, kusepdis, neerud, maks, kopsud,
munasari, eesnddre, munand jt, kusjuures viimane sisaldas koige rohkem koespetsiifilisi
miRNA-sid (n=25). Rasvkoe, rinna, kohunddrme, siidame, mao ja emaka iseloomulikke

koespetsiifilisi miRNA-sid pole leitud (Cava et al., 2019).

Koespetsiifiliste miRNA-de diisregulatsiooni pdhjal on vodimalik tuvastada patoloogilisi
seisundeid, nditeks hsa-miR-195 on iseloomulik rinnavéhi korral (Cui et al,. 2019; Ortiz-
Quintero, 2016). Koespetsiifiliste miRNA-de kliiniline kasutamine on aga piiratud, kuna
analiiiisiks noutakse koebiopsiat, mis on problemaatiline ja voib ohustada patsiendi elu. Téanu
MiRNA-de omadusele vabaneda haigestunud koest on tdnapideval vdimalik koebiopsiate

tegemist vihendada (Agrawal et al., 2018; Scott, 2017).

On teada, et suurem o0sa mMiRNA-sid paikneb rakulistes mikrokeskkondades ehk
intratsellulaarselt, kuid esineb ka rakuviliseid ehk ringlevaid ehk ekstratsellulaarseid miRNA-
sid. Tavaliselt leidub ekstratsellulaarseid miRNA-sid sellistes kehavedelikes nagu plasma,

seerum, liikvor, rinnapiim, uriin, siilg, pisarad, seemnevedelik jt. (Salloum-Asfar et al., 2019)

miRNA-d viljuvad rakust paljude sekretsiooniradade abil. miRNA-d voib leida apoptootilistes
kehades, korge tihedusega lipoproteiini osakestes voi vabalt liikuva kompleksina koos Ago

valkudega (Makarova et al., 2016). Kdige tavalisemalt toimivad ekstratsellulaarsete miRNA-
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de kandjatena rakuvélised vesiikulid, mis moodustuvad peaaegu koikidest rakutiiipidest.
Rakuvilised vesiikulid eksisteerivad kahel kujul — mikrovesiikulite ja eksosoomidena.
Mikrovesiikulid (100-1000 nm) moodustuvad plasma membraani véljapoolse pungumise teel.
Eksosoomid on palju viiksemad (30-100 nm) ja tekivad tdnu multivesikulaarsete kehade
eksotstitoosile. Kuigi enamik miRNA-sid on kirjeldatud just eksosoomidena, on molemad
rakuviliste vesiikulite tiitibid véga tugevad ja resistentsed RNaasi, korge temperatuuri ja pH
suhtes — selle tagab vesiikulite bilipiidne kiht, mis kaitseb miRNA-sid degradatsiooni eest
(Makarova et al., 2016; Zhao et al., 2019). See on iiks pShjustest, miks tdnapdeval vaadeldakse
ekstratsellulaarseid miRNA-sid kui mitmete haiguste tuvastamise potentsiaalsed biomarkerid
(Mori et al., 2019; Salloum-Asfar et al., 2019).

Nagu rakusisesed miRNA-d, osalevad ka ekstratsellulaarsed miRNA-d fiisioloogilistes ja
patoloogilistes protsessides ning seetdttu on nende ekspressioonimustrid kehavedelikes viga
tihedalt seotud erinevate haigustega (Zhao et al., 2019). Naiteks hsa-miR-223 on II tiiiipi
suhkrutobe podevatel patsientidel veres alaekspresseeritud, kuid arteroskleroosiga patsientidel
on antud miRNA tileekspresseeritud (Mori et al., 2019). Ekstratsellulaarsete miRNA-de
uurimisel kehavedelikes tuleb silmas pidada, et koik kehavedelikud erinevad iiksteistest
miRNA-de poolest. Nii on ndidatud, et inimese veri on kdige rikkam miRNA-de suhtes, samal
ajal kui uriin, liikvor ja kopsukelme vedelik on miRNA-de vaesed kehavedelikud (Syed ja
Deiuliis, 2019; Weber et al., 2010).

1.1.3.1. Seerum

Suurem osa uuringutes on ringlevate miRNA-de tuvastamiseks kasutatud just vereplasma, mitte
vereseerum, kuna verehiitibimise protsessis on suur tdendosus, et RNA molekulide vabastamise
tottu muutub tdeline ringlevate miRNA-de profiil. Siiski on aga tdheldatud, et vereseerumi
totaalse RNA kontsentratsioon on palju korgem vorreldes vereplasmaga, mistottu arvatakse, et
vereseerum on parem kehavedelik ringlevate miRNA-de tuvastamiseks (Cui et al., 2019;

Felekkis ja Papaneophytou, 2020).

Seerumi miRNA-de leidmise hetkest on paljud uuringud ndidanud, et seerumi miRNA-de
diisreguleeritud tasemed korreleeruvad mitmesuguste haiguste seisunditega (Tabel 1), samal
ajal kui tervetel isikutel jaab seerumi miRNA-de ekspressiooniprofiil pidevaks (Ortiz-Quintero,
2016). Seerumi miRNA-de muutuva profiili jargi on voimalik tuvastada eesnddrme- ja
rinnaviahke (Guo et al., 2018; Mohammadi Torbati et al., 2019), kardiovaskulaarseid (Cakmak
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ja Demir, 2020) kui ka neurodegeneratiivseid haigusi (Madadi et al., 2020). Lisaks on uuritud
mMiRNA-sid. Naiteks hsa-miR-135b

ekspressiooniga rasedatel naistel kui mitterasedatel (Montagnana et al., 2019). Seerumi hsa-

rasedust mojutavaid seerumi esineb kdrgema
miR-628-3p ja -Sp on mdlemad iileekspresseeritud varases raseduses, mis hiljem panustavad

preeklampsia arengusse (Martinez-Fierro et al., 2019).

Tabel 1. Seerumis ringlevate diisreguleeritud miRNA-de néited ja nende allikad.

MiRNA Ekspressioon Allikas Viide
hsa-miR-106b Alaekspresseeritud Alzheimeri tobi Madadi et al., 2020
hsa-miR-34a Uleekspresseeritud Munasarjavihk Maeda et al., 2020
hsa-miR-484 Alaekspresseeritud Munasarjavihk Zhang et al., 2020b
hsa-miR-20a, Uleekspresseeritud PCa Stuopelyte et al., 2016a;
hsa-miR-21, Stuopelyté et al. 2016;
hsa-miR-148a-3p, Mohammadi Torbati et al.,
hsa-miR-375 2019
hsa-miR-19a, Alaekspresseeritud PCa Stuopelyté et al., 2016b;
hsa-miR-19b, Paunescu et al., 2019
hsa-miR-130a-3p,
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-25-3p, Uleekspresseeritud Rinnavahk Guo et al., 2018;
hsa-miR-1915-3p Savari et al., 2020
hsa-miR-455-3p, Alaekspresseeritud Rinnavihk Guo et al., 2018; Ritter et
hsa-miR-518b, al., 2020
hsa-miR-4719,
hsa-miR-6757-3p
hsa-miR-22-3p, Uleekspresseeritud Endometrioos Zhang et al., 2020a
hsa-miR-320
hsa-miR-195-5p Uleekspresseeritud | Gestatsioonidiabeet Wang et al., 2020
hsa-miR-628-3p, Uleekspresseeritud PE Martinez-Fierro et al., 2019
hsa-miR-628-5p

PCa: eesnddrmevihk; PE: preeklampsia

1.1.3.2. Uriin
Uriin on iisna kiiresti muutuv biomaterjal, aga samas on voimeline peegeldama nii kuseteede
2016b).

mitteinvasiivsele proovi kogumisele ja kergele ligipddsule, on tinapéeval uriini miRNA-d

haiguste kui ka eesndrmevdhi progresseerumist (Stuopelyté et al., Tanu

kaasatud nii véhi kui ka neeruhaiguste uuringutesse (Juracek ja Slaby, 2020).

Vaatamata uriinis ringlevate miRNA-de véhesele arvukusele, on leitud monede miRNA-de

puhul ka varieeruvaid ekspressioonitasemeid (Tabel 2). miRNA-sid sisaldavad ja uriinis
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ringlevad ekstratsellulaarsed vesiikulid tulenevad peamiselt kuseteedest voi neerutuubulite
epiteelrakkudest, mistdttu miRNA-de profiili abil on voimalik tuvastada neeruhaigusi (Juracek
ja Slaby, 2020; Sun ja Lerman, 2019). On tdestatud, et uriinis ringlevad hsa-miRNA-16, hsa-
miRNA-21, hsa-miRNA-24 ja hsa-miRNA-200c on
neerupuudulikuse korral (Khalid et al., 2019; Sonoda et al., 2019).

tileekspresseeritud  akuutse

Tabel 2. Uriinis tuvastatud diisreguleeritud miRNA-de niited ja nende allikad.

MiRNA Ekspressioon Allikas Viide
hsa-miR-10b, Uleekspresseeritud BCa Giillii Amuran et al., 2020;
hsa-miR-34b, Nekoohesh et al., 2018

hsa-miR-19b1-5p,
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-139-5p | Alaekspresseeritud BCa Giillii Amuran et al., 2020
hsa-miR-19a, Uleekspresseeritud PCa Ghorbanmehr et al., 2019;
hsa-miR-107, Stuopelyte et al., 2016a;
hsa-miR-141-3p, Stuopelyté et al., 2016b
hsa-miR-196b,
hsa-miR-205-5p,
hsa-miR-375
hsa-miR-19b, Alaekspresseeritud PCa Stuopelyté et al., 2016b
hsa-miR-150,
hsa-miR-328
hsa-miR-218, Uleekspresseeritud | | tiiiipi diabeet Kong et al., 2019
hsa-miR-424
hsa-miR-146a Alaekspresseeritud | Albuminuuria | Perez-Hernandez et al., 2018
hsa-miR-29b, Uleekspresseeritud Diabeetiline Beltrami et al., 2018
hsa-miR-126, nefropaatia
hsa-miR-155

hsa-miR-27b-3p,
hsa-miR-1228-3p

Alaekspresseeritud

Diabeetiline
nefropaatia

Conserva et al., 2019

hsa-miR-328-3p

Alaekspresseeritud

Progressiivne
neeruvahk

Di Meo et al., 2020

BCa: kusepdievihk; PCa: eesndédrmevihk

2016. aastal Styopelyte et al. avaldasid artiklis, et eesnadrmevéhi (PCa, prostate cancer) korral
esinevad miRNA-de muutuvad ekspressioonitasemed eesnddrme koes ja uriinis. PCa
patsientidel oli leitud eesnddrme koes iileekspresseerunud hsa-miRNA-375, mille korged
tasemed olid samuti ekspresseeritud uriinis. Lisaks oli hsa-miR-95 kdrge kontsentratsioon
leitud dgeda PCa korral eesndarme koes, samal ajal kui uriinis oli hsa-miR-95 ekspresseeruvus

madal. Mdlemad miRNA-d voiksid anda panust PCa detekteerimisse. (Styopelyte et al., 2016a)
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1.1.4. MikroRNA-d kui biomarkerid

1.1.4.1. MikroRNA-de potentsiaal meditsiinis

Alates miRNA-de avastamise hetkest on uuritud nende mérkimisvaérset diagnoosimise
voimalust, kuna miRNA-de muutuv ekspressioonimuster kindlates kudedes ning kehavedelikes
tugevalt korreleerub inimhaigustega (Bonneau et al., 2019; Neudecker et al., 2016). Tanu
rohkusele ja sdilivusele kehavedelikes on miRNA-sid hakatud rakendama Kliinilistes
uuringutes (Neudecker et al., 2016). Arusaam, et kehavedelikes ringlevate miRNA-de
kéttesaamine on palju kergem ja ei ndua invasiivseid meetodeid, on muutunud meditsiini
valdkonda. Lisaks on tdnapéeval rakendatud palju biotehnoloogilisi meetodeid, mille kaudu
saab ekstratsellulaarseid miRNA-sid lihtsasti dra tunda (Zhong et al., 2019). Eelnimetatud
omadused teevad miRNA-dest potentsiaalsed biomarkerid, mille kasutamine Kkliinilises
praktikas on aina laiemaks muutunud (Mori et al., 2019). Viimasel ajal on hakatud suuremat
tahelepanu poorama kehavedelikes ringlevatel miRNA-del kui biomarkeritel pohinevale
erinevate vahkide (Cui et al., 2019), neurodegeneratiivsete haiguste (Madadi et al., 2020),
kardiovaskulaarsete haiguste (Krzywinska et al., 2020) kui ka rasedustiisistuste

diagnoosimisele (Hromadnikova et al., 2017; Vashukova et al., 2020).

1.1.4.2. Biomarkeri iseloomustus

Bioloogiline marker ehk biomarker kujutab endast nditajat, mis omab vdimet mododta
biokeemilisi vo6i molekulaarseid muutusi rakkudes, kudedes voi kehavedelikes (Aronson ja
Ferner, 2017). Kliiniliste biomarkerite abil on vdimalik teha kindlaks patoloogiliste protsesside
olemasolu organismis kui ka ennustada selle haiguse progresseeruvust (Califf, 2018). Selleks,
et tdnapdeval saaks biomarkerit personaliseeritud meditsiinis kasutada, peab tal olema mitmeid
tunnusi: spetsiifilisus kindla haiguse voi koe/kehavedeliku suhtes, lihtne késitlus ning voime
analliiisida selle mitteinvasiivsete meetoditega. Lisaks tuleb biomarkerit kindlasti tuvastada
enne, kui kliinilised stimptomid esile tulevad, sest nii on vdimalik ennetada patoloogiliste

protsesside arengut (Condrat et al., 2020).

miRNA-sid kui biomarkereid on esimest korda mainitud 2008. aasta vahiuuringutes (Lawrie et
al., 2008). Alates sellest hetkest hakati miRNA-sid biomarkeritena rakendama ka teiste
haiguste puhul. Néiteks on leitud kdrged hsa-miR-1, hsa-miR-133a ja hsa-miR-499 tasemed
patsientide vereplasmas akuutse miiokardi infarkti korral. Plasmas ja seerumis ringlevad
alaekspresseeritud hsa-miR-107, hsa-miR-298 ja hsa-miR-328 ning iilesreguleeritud hsa-miR-
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9, hsa-miR-125b ja hsa-miR-155 viitavad Alzheimeri tove tekkimisele (Condrat et al., 2020).
Teadlased on teinud sammu edasi ning pracgusel hetkel on ka uriinist vdimalik leida haiguste
seoselisi miRNA-sid. Nii on leitud, et diabeetilise nefropaatia korral on uriinis olemas nii ala-
kui ka tileekspresseeritavad miRNA-d (Beltrami et al., 2018; Conserva et al., 2019).

1.1.4.3. MikroRNA-de kui biomarkeritega kaasnevad probleemid

On oluline tdhele panna, et moningatel olukordadel piisab vaid tihest miRNA-st, selleks et
médrata tervise seisundit ja haigust detekteerida, samal ajal kui teiste juhtumite korral oleks
vaja koigi miRNA-de profiili (Hanna et al., 2019; Kim, 2015). See teeb miRNA-de kasutamise
véljakutset pakkuvaks, kuna erinevad kehavedelikud sisaldavad erinevat miRNA-de hulka
(Kim, 2015). Peamiseks miRNA-de kui biomarkerite kasutamise probleemiks on selliste
miRNA-de avastamine, mida saab rakendada hulgaliselt paljude patsientide seas (Condrat et
al., 2020). Kuna miRNA-de kogus on iilivéike ja jarjepideva ekspressiooniga miRNA-sid on
isna véhe, siis on oluline kitte saada proov suuremas koguses ning vihendada vigu miRNA-

de protsessimise ja tuvastamise kdigus (Condrat et al., 2020; Kim, 2015).

1.2. Platsenta

Embriio arenemise peamiseks tingimuseks on kontakti loomine emaga platsenta kaudu.
Platsenta on liihiajaline mitmefunktsionaalne organ, mis tagab kasvava embriio ja ema vahelist
kontakti kogu raseduse viltel. Selle aja jooksul kditub platsenta kui seede-, eritus-, immuun- ja
hingeteedesiisteemid, Vvarustades embriiot hapniku ja toitainetega ning eemaldades
moodustunud jadkaineid. Platsenta aktiivne to0protsess mdjutab ka ema metabolismi. Ema
vereringesse sekreteeritakse tohusalt hormoone, mis soodustavad emapoolset raseduse
sdilitamist. (Knofler et al., 2019; Staud ja Karahoda, 2018)

1.2.1. Platsenta moodustumine
Kogu loote elu on otseses soltuvuses platsenta korrektsest moodustumisest, sest platsenta
mojutab nii loote siinnikaalu, neuroloogilist arengut kui ka holbustab terviseprobleemide

ennustamist tdiskasvanueas (Miao et al., 2017).

Viljastatud munarakk diferentseerub 4-5 péeva peale viljastumist blastotsiistiks, mis koosneb
trofoektodermist ja sisemisest rakumassist (Cunningham et al., 2018). Sisemisest rakumassist
areneb edasi embriio ning trofoektoderm panustab trofoblastide arengusse, millest hiljem

moodustub platsenta epiteelkate (Burton ja Fowden, 2015; Mescher, 2018).
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Blastotsiist hakkab emaka vastuvdtlikku endomeetriumisse sisse tungima 7. pdeval pérast
munaraku viljastumist (Mescher, 2018) (Joonis 2). Edukas implantatsioon holmab endas 3
etappi: apositsiooni, adhesiooni ja invasiooni. Apositsiooni kdigus endomeetriumi pinnal
kujunevad sdrmetaolised pinopoodid, mille kaudu tekib esmane kokkupuude endomeetriumi ja
blastotsiisti vahel. Samal ajal endomeetriumi nddrmetest sekreteeritavad proteaasid pohjustavad
blastotsiisti timbritseva zona pellucida taandarengut, mis omakorda panustab blastotsiisti
sissetungimisse (Davidson ja Coward, 2016; Kibble ja Halsey, 2015). Adhesiooni faasis
blastotsiisti ja endomeetriumi epiteelrakkude vaheline kontakt tugevneb (Cunningham et al.,
2018). Invasiooni kdigus jouavad trofoblastirakud endomeetriumi epiteeli alusmembraanini
ning annavad aluse emaka spiraalarteri tmberkorraldamisele (Kim ja Kim, 2017).
Implantatsiooni jooksul ldbib endomeetrium rida muutusi, mida nimetatakse detsiidua
reaktsiooniks. Detsiidua reaktsiooni kdigus endomeetrium tiheneb, tekivad platsenta
membraanid ehk detsiidua. Detsiidua peamiseks iilesandeks peetakse trofoblastide

sissetungimise ennetamist véljaspoolt endomeetriumi (Mescher, 2018).
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Joonis 2. Embriio implanteerumine endomeetriumisse. Blastotsiist hakkab sisenema emaka pinda
umbes 7. pdeval peale viljastumist. Implantatsiooni alustamiseks seovad blastotsiisti trofoblastirakud
gliikoproteiine endomeetriumi pinnal. 8. pdeval hakkavad trofoblastirakud diferentseeruma sisemiseks
ja vélimiseks kihideks — vastavalt tsiitotrofoblasti- ja siintsiiiitsiotrofoblastikihideks. 9. pédevaks on
blastotsiist téielikult implanteerunud emaka endomeetriumisse ja edasised diferentseerumised
pohjustavad lakuunide teket, mille kaudu toimub embriio varustamine hapniku ja toitainetega (Mescher,

2018 jirgi).

Blastotsiisti trofoblastirakud diferentseeruvad implantatsiooni viimasel etapil kaheks
rakukihiks — mitmetuumalisteks sisemisteks tsiitotrofoblastideks ja iihetuumalisteks
vélimisteks siintsiiiitsiotrofoblastideks. Sisemine rakumass koos siintsiiiitsiotrofoblastidega
tungivad emaka epiteeli 15puni vélja ja sellega 10peb embriio implantatsioon (Kibble ja Halsey,
2015).
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Pédrast implantatsiooni muutuvad tsiitotrofoblastirakud hatulisteks ning hatuvilisteks
trofoblastideks. Hatulised trofoblastid annavad alust mitmeid kordi hargnenute koorioni hattude
arenemisele, mis moodustavad suurema osa platsentast. Koorioni hattude abil toimub loote ja
emapoolse vere vaheldumine, millega saab loode kitte vajalikke toitaineid (Cunningham et al.,
2018; Mescher, 2018). Hatuvilised trofoblastid siivenevad emakasse kuni jouavad
milomeetriumini vélja (Burton ja Jauniaux, 2015). Lohkudes detsiiduas olevaid veresooni,
tekitavad hatuvilised trofoblastid vohamise tottu hattude vaheruumi. Hattude vaheruum jaotab
alles vorminud platsentat loote- ja emapoolteks, mida nimetatakse vastavalt koorioni- ja
basaalplaatideks (Burton ja Fowden, 2015; Cunningham et al., 2018). Samuti osalevad
hatuvilised trofoblastid emaka spiraalarteri remodelleerimises, mis tekitab platsentale
iseloomuliku madala takistusega verevoolu esimese trimestri kdigus (Cunningham et al., 2018;

Knofler et al., 2019).

1.2.2. Platsenta areng ja kiipsemine

Kiipsenud platsentat iseloomustab oGhuke siintsiiiitsiotrofoblastirakkude kiht kui ka
tsiitotrofoblastide arvukuse védhesus, mille tottu loote veresooned ulatuvad rohkem pinna peale
(Cunningham et al., 2018). Siintsiiiitiotrofoblastide iihildumine tsiitotrofoblastidega toob
endaga kaasa 16. rasedusnéddalaks tsiitotrofoblastide tdieliku kaotamist. Raseduse jooksul
stintsiiiitiotrofoblastirakkude ~ kiht  jérjepidevalt uueneb, mis toob endaga kaasa
ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamist (Cunningham et al., 2018; Ji et al., 2013). Kui varases
raseduses alles tekkinud hattude vahel paikneb avar vaheruum, siis kiipsenud platsentas hattude
strooma muutub palju tihedamaks ja rakud paiknevad iiksteise kdrval. Tdnu nendele omadustele
on kiipsenud platsenta voimeline tagama lootele tdiusliku toitainete vahetust (Cunningham et
al., 2018).

Esimesel trimestril areneb platsenta palju kiiremini kui embriio, kuid alates 17. rasedusnédalast
on molemad platsenta ja loode umbes sama kaaluga. Raseduse edenemisega pakseneb platsenta
1 mm nédalas. Viimaste rasedusnéddalate jooksul platsenta kasv aeglustub. Raseduse 15puks

platsenta paksus ei iileta 40 mm ning kaalub umbes 500 g. (Cunningham et al., 2018)

1.2.3. Platsenta funktsioonid

Platsenta omab tdhtsat rolli ema ja loote vahelises koostoimes. Platsenta varustab embriiot vee,

slisivesikute, aminohapete, lipiidide, vitamiinide ning mineraalidega, samal ajal eemaldades

slisihappegaasi ja teisi jadkaineid (Gude et al., 2004; Kapila ja Chaudhry, 2019). Selline
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ainevahetus saab toimuda nii aktiivsete kui ka passiivsete mehhanismide abil (Flick ja Kahn,
2019; Kibble ja Halsey, 2015).

Embriio vajab oma erilist mikrokeskkonda, mis oleks ema sugu- ja stresshormoonide vaba,
kuna isegi vdikesed molekulid vdivad ldbida platsentat lihtdifusiooni teel. Selle vastu on
platsental arenenud vélja kaitsemehhanism, milleks on platsentat moodustavatel
slintstiiitsiotrofoblastide pinnal olevad ensiiimid ja transporterid, mis suruvad maha
véliskeskkonna saasteainete toimet (Burton ja Fowden, 2015; Gude et al., 2004). Samuti
tegutseb platsenta kui barjddr paljude mikroobsete nakkuste vastu, mis on vdimalik tdnu

makrofaagide olemasolule koorioni hattudes (Kapila ja Chaudhry, 2019).

Olles endokriinne organ, vabastab platsenta steroid- ja peptiidhormoone, reguleerides nii
raseduse alles jaamist kui ka ema fiisioloogilisi muutusi (Burton ja Fowden, 2015; Kapila ja
Chaudhry, 2019). Kui varases raseduses sekreteeritavad hormoonid pohjustavad toidu- ja
energiavajaduste kasvamist, siis raseduse loppemisel kasutatakse need varud loote kasvu
toetamiseks (Burton ja Fowden, 2015). Loote ja platsenta omavaheline koostoime on peamiseks
steroidhormooni allikaks, mis aitab kontrollida nii loote emakasisest kasvu kui ka elutdhtsate

elundite kiipsemist (Flick ja Kahn, 2019).

Kui platsenta ei tdida oma peamisi funktsiooni korrektselt, siis tegemist on platsenta
puudulikkusega. Kehv hapniku ja toitainete kui ka vere iilekandmine lootele vdib omakorda
pohjustada tdsisemaid raseduskomplikatsioone, nagu loote kasvupeetus (Gagnon, 2003).
Defektne platsentatsiooni siigavus on peamine pohjus, mis tekitab platsenta funktsioneerimises
takistusi ning sellega on seostatud alles raseduse 10pus ilmuvat preeklampsiat (Peres et al.,
2018). Sellised emapoolsed riskifaktorid nagu vanus, ebatervislik eluviis ja kardiovaskulaarsed

haigused v&ivad samuti raseduskomplikatsioonide teket soodustada (Cuffe et al., 2017).

1.3. Platsenta mikroRNA-d ja rasedus

1.3.1. Platsenta-spetsiifilised mikroRNA-d ja nende diisregulatsioon

Platsenta ekspresseerib mRNA-sid ja miRNA-sid sisaldavat transkriptoomi, mis eristab teda
teistest organitest (Cox et al., 2015). Platsentale iseloomulikud miRNA-d tavaliselt paiknevad
tihel kromosoomil klastritena, mis tdhendab, et nende ekspressioon toimub iiheaegselt, kuna
need omavad {ihist promootorit (Cai et al., 2017; Cox et al., 2015). Normaalse platsenta

tranksriptoomi puhul esineb esimese ja kolmanda trimestrite ning miRNA ekspressiooni
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vaheline seos, kus raseduse 16ppfaasis on leitud iileekspresseerituna nende miRNA-de klastrid,

mille arvukus raseduse alguses oli madal ja vastupidi (Cox et al., 2015; Gu et al., 2013).

Kromosoom 19 miRNA klaster (C19MC) on teadaolev suurim primaatspetsiifiline miRNA-de
Klaster, mille kdige korgemat ekspressiooni on tdheldatud platsenta puhul, aga tegelikult on
C19MC miRNA-de monevorra madalamaid ekspressioonitasemeid tuvastatud ka ajus ja
testistes (Fu et al., 2013; Sadovsky et al., 2015). C19MC ekspresseeritakse isapoolselt alleelilt,
mida aktiveeritakse arenguetappi kriitilisel ajahetkel (Fu et al., 2013; Morales-Prieto et al.,
2013; Mouillet et al., 2015). Asetsedes samuti 19. kromosoomil, esineb miR-371-3 klastril
C19MC-ga sarnane ekspressioonimuster, mis on iseloomulik platsentale (Fu et al., 2013;
Morales-Prieto et al., 2013).

Primaatide spetsiifiliste miRNA-de klastrite hulka kuulub ka kromosoom 14 miRNA Kklaster
(C14MC). Antud Klastri miRNA-d néditavad kdrgemat ekspressioonimustrit platsentas, samal
ajal kui ka teistes kudedes on mingil méaéral ekspresseeruvust leitud (Fu et al., 2013; Sadovsky
et al., 2015). Vorreldes C19MC-ga kodeerivad antud klastrit emapoolsed geenid. C14MC
miRNA-de tase on tavaliselt kdige korgem trofoblastides esimesel trimestril, samal ajal kui
C19MC miRNA-de tasemed on esimese trimestri jooksul méarkimisvaérselt madalad (Fu et al.,
2013). Koigi kolme platsenta-spetsiifiliste miRNA-de klastrite ekspressioon muutub sdltuvalt
gestatsiooniajast, tinu millele voiksid ema plasmas leiduvad platsenta-spetsiifilised miRNA-d

olla kasulikud biomarkerid raseduse tuvastamiseks (Morales-Prieto et al., 2013).

Paljud uuringud on ndidanud, et miRNA-d kui signaalmolekulid mojutavad korrektset platsenta
moodustumist ning osalevad trofoblastide diferentseerumises, migreerumises, sissetungimises,
jagunemises, apoptoosis kui ka angiogeneesis (Hayder et al., 2018). Naiteks C19MC kuuluvad
hsa-miR-515-5p, hsa-miR-518f, hsa-miR-519c¢-3p, hsa-miR-519e-5p on maérkimisvaarselt
alaekspresseeritud tsiitotrofoblastide diferentseerumises siintsiiiitsiotrofoblastideks (Hayder et
al., 2018; Zhang et al., 2016). hsa-miR-520c osaleb platsenta ja ema vahelises
signaliseerumises. Hatuvilistes trofoblastides madalal tasemel ekspresseeruv hsa-miR-520c-3p
soodustab hatuviliste trofoblastide sisse tungimist ja reguleerib nende migreerumist (Takahashi
etal., 2017; Yang et al., 2019a).

Platsenta-spetsiifiliste =~ miRNA-de  diisregulatsiooni  hakati  seostama  erinevate
rasedustiisistustega, sh preeklampsiaga (PE). Preeklampsia haigetel on platsentast taheldatud

platsenta-spetsiifiliste klastrite C14MC ja C19MC miRNA-de iile- kui ka alaekspressiooni
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(Tabel 3) (Fu et al., 2013; Morales-Prieto et al., 2013). Niiteks tileekspresseeritud hsa-miR-
520 ja hsa-miR-1233 ning alareguleeritud hsa-miR-144 on juba mirgatavad varases raseduses

(Barchitta et al., 2017). Lisaks on leitud, et platsentas kdrgelt ekspresseeritavad hsa-miR-431,

hsa-miR-518a-5p ja hsa-miR-124 ning alareguleeritud hsa-miR-544 ja hsa-miR-3942 viitavad

varajaselt tekkivale preeklampsiale (Lykoudi et al., 2018).

Tabel 3. Niited iile- ja alaekspresseeritud miRNA-dest preeklampsia platsentades

Uleekspresseeritud Viide Alaekspresseeritud Viide
hsa-miR-496, Cretoiu et al., 2016 hsa-miR-181, Cretoiu et al., 2016
hsa-miR-885-5p hsa-miR-483-5p
hsa-miR-124, Lykoudi et al., hsa-miR-544, Lykoudi et al.,
hsa-miR-431, 2018 hsa-miR-3942 2018
hsa-miR-518a-5p
hsa-miR-193b-3p, Awamleh et al., hsa-miR-15Db, Gunel et al., 2020;
hsa-miR-210-5p 2019 hsa-miR-195, Tang et al., 2019
hsa-miR-424
hsa-miR-30a-3p, Huang et al., 2019; hsa-miR-376c, Yang et al., 2019b
hsa-miR-181a-5p Niu et al., 2018 hsa-miR-441
hsa-miR-15, Cai et al., 2017 hsa-miR-126 Cai et al., 2017
hsa-miR-17,
hsa-miR-20a,
hsa-miR-21,
hsa-miR-325
hsa-miR-517a-3p, Anton et al., 2015; hsa-miR-515-5p, Hromadnikova et
hsa-miR-518c-3p, Hu ja Zhang, 2019; hsa-miR-517a-5p, al., 2015
hsa-miR-518f-3p Zhang et al., 2016 hsa-miR-518b,
hsa-miR-519d,
hsa-miR-520a-5p,
hsa-miR-524-5p
hsa-miR-16, Fuetal., 2013 hsa-miR-18Db, Fuetal., 2013
hsa-miR-20b, hsa-miR-144,
hsa-miR-21, hsa-miR-377,
hsa-miR-29b, hsa-miR-378a-5p,
hsa-miR-517c, hsa-miR-411,
hsa-miR-675 hsa-miR-625

1.3.2. Platsentaga seotud mikroRNA-de detekteerimine kehavedelikes

miRNA-sid, mida tuvastatakse véljaspoolt platsentat, aga ikkagi omavad platsentalist paritolu,

nimetatakse platsenta seolisteks miRNA-deks. Normaalse raseduse korral on niidatud, et

enamik C19MC klastrit moodustavad miRNA-d on vodimalik detekteerida emapoolses
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vereringes (Donker et al, 2012). Selle pohjuseks on platsentas olevad
slintstiiitsiotrofoblastirakud, mis on véimelised vabastama ema vereringesiisteemi miRNA-sid

sisaldavaid ekstratsellulaarseid vesiikuleid (Ouyang et al., 2014).

Platsenta-spetsiifilised hsa-miR-517a, hsa-miR-518b, hsa-miR-518e, hsa-miR-524 kui ka hsa-
miR-141 ja hsa-miR-424 on palju kdrgemini ekspresseeritud rasedate vereplasmas Kui
mitterasedatel naistel (Mouillet et al., 2010). Lisaks oli ndidatud, et kui normaalse raseduse
korral on platsentas hsa-miRNA-518b kdorgelt ekspresseeritud (Donker et al,. 2012), siis
tegelikult vereseerumis on antud miRNA madala ekspressioonitasemega (Ura et al., 2014).
Antud tulemused viitavad sellele, et platsentaga seotud miRNA-d voiksid olla potentsiaalsed
biomarkerid raseduse tuvastamiseks. Ainsaks takistuseks on aga fakt, et platsentast
sekreteeritavaid rakuviliseid vesiikuleid on vereplasmas tldiselt vahe (3%), vorreldes teistest

rakkudest vabastatavate ekstratsellulaarsete vesiikulite kogusega (90%) (Familari et al., 2017).

Paljud uuringud on demonstreerinud, et osa platsentaga seotud miRNA-sid on sekreteeritavad
ema vereringesse muutuva regulatsiooniga, tinu millele on vdimalik tuvastada
raseduskomplikatsioone (Fu et al., 2013). Nii olid ema vereplasmast leitud platsenta-
spetsiifilised hsa-miR-517-5p, hsa-miR-520a-5p ja hsa-miR-525-5p alaekspresseerituna PE
korral (Li et al., 2020). Seerumis iilesreguleerituna ringlevad hsa-miR-26a, hsa-miR-130b ja
hsa-miR-103 mdjutavad samuti PE viljaarenemist (Barchitta et al., 2017). Lisaks nendele
miRNA-dele oli varases raseduses leitud seerumis hsa-miR-628-3p ja hsa-miR-628-5p
kdrgenenud tasemed naistel, kellel hiljem arenes vélja PE (Martinez-Fierro et al., 2019). Enam
uuritud hsa-miR-210 ja hsa-miR-155 on mdlemad tugevalt tileekspresseeritud nii PE
platsentades kui ka seerumis, mistottu neid on vOimalik kasutada potentsiaalsete
biomarkeritena PE tuvastamiseks (Bounds et al., 2017; Gan et al., 2017). Tdénu miRNA-de
omadusele ringleda ekstratsellulaarsete vesiikulite kujul, siis on ka uriinist proovitud otsida PE
seoselisi miRNA-sid. Nii oli leitud, et kuigi uriinis olevate hsa-miR-210 ja hsa-miR-155
ekspressioonid ei erine kontrollgrupist, siis on tdheldatud, et need on positiivselt korreleeritud

O0pdevase uriinivalguga, mida voiks kasutada neerukahjustuse hindamiseks PE korral (Gan et

al., 2017).
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2. EKPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirk
Kaesoleva bakalaureusetod eesmirkideks on:

1) anda pohjalik kirjandusiilevaade miRNA-de rollist platsenta funktsioneerimisel ning
miRNA-de kasutamisest kui potensiaalsete biomarkeritena;

2) tuvastada platsentas ekspresseeruvad ning seerumi ja uriini proovides detekteeritavad
miRNA-d sekveneerimise meetodil normaalsete raseduste korral;

3) leida erinevused ja sarnasused platsenta, seerumi ja uriini proovides tuvastatavate miRNA-
de vahel.

Pilootuuringu
koostamine (n=9)

Totaalse RNA MiRNA
eraldamine (n=15) sekveneerimine

Proovide kogumine
(seerum, uriin,
platsenta)

Andmete analiiiis

Joonis 3. Toovoo kirjeldus. Kéesoleva bakalaureusetdd eksperimentaalosa eesmarkide saavutamiseks
olid kaasatud Happy Pregnancy projekti raames kogutud rasedate naiste proovid, sh platsenta, seerum
ja uriin. Proove koguti Tartu Ulikooli Kliinikumi poolt aastatel 2012-2015. Platsentast, seerumist ja
uriinist (n=15) totaalse RNA eraldamine oli 14bi viidud autori poolt inimese geneetika uurimisgrupi
laboris. Proovidest saadud totaalsete RNA-de pdhjal oli koostatud pilootuuring, kuhu kuulus 9 proovist
eraldatud totaalsed RNA-d. Edasi oli teostatud eraldatud totaalse RNA (n=9), sh ka miRNA,
sekveneerimine QIAGEN’i (Hilden, Saksamaa) ettevotte poolt. Saadud sekveneerimistulemused olid
analiiiisitud autori poolt. Antud bakalaureuset6o raames on autori osalemine eksperimentaalosa

etappides margistatud siniste kastidega.
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2.2. Materjalid ja metoodika
2.2.1. Valimi kirjeldus

Antud t66s oli kasutatud Happy Pregnancy uuringu proovid. Happy Pregnancy (inimese
viljakuse ja rasedusega seotud uute mitteinvasiivsete biomarkerite viljatootamine, development
of novel non-invasive biomarkers for fertility and healthy pregnancy) uuring oli 1abi viidud
aastatel 2012-2015 professor Maris Laane koordineerimisel. Platsenta, seerumi ja uriini proovid
olid kogutud rasedatelt naistelt dots. Kristiina Rulli poolt Tartu Ulikooli Kliinikumis. Uuringu
raames osalesid need rasedad naised, kellel esines soov uuringus osa votta. Uuringu
labiviimiseks oli saadud eetikakomitee load 221/T-6, 17.12.2012; 286/M-18, 15.10.2018.
Antud bakalaureuset6d valimisse valitud seerumi ja uriiniproovid péarinesid korvalekalleteta
raseduse ja siinnitusega naistelt. Uriini proovid olid voetud hommikusest uriinist ning vere

proovid koguti rutiinse arsti visiidi jooksul.

Kéesolevas t60s oli kasutatud 3 indiviidi proovid, igalt naiselt oli voetud kaks seerumi, kaks
uriini ja tiks platsenta proov (n=15). Kaks seerumi ja kaks uriini proovi koguti erinevatel
ajahetkedel raseduse jooksul, teise trimestri 16pus ja kolmanda trimestri keskel. Tdpsemad
proovide votmisajad gestatsiooninddalates on kujutatud Joonisel 4. Antud t66s kasutatud valimi

Kirjeldus on toodud vélja keskvéartuse ja standardhilve kujul (Tabel 4).
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3 rasedat naist

Indiviid 1
Indiviid 2
Indiviid 3

¥

uriin 24,53 + 2,08
uriin 32,8 = 0,14
seerum 23,63 = 0,97 = n =15
seerum 31,76 + 0,82
platsenta

Joonis 4. Proovide kogumine erinevatel ajahetkedel raseduse jooksul. Antud t66s oli kasutatud 3
tervete rasedate (indiviid 1, 2, 3) proovid. Igalt naiselt voeti 5 proovi: kaks seerumi, kaks uriini ja iiks
platsenta koe proov. Kokku saadi 15 proovi. Proovide votmisajad on esitatud vormis keskvaértus +

standardhélve (gestatsiooniaeg néddalates).
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Tabel 4. Antud t66s kasutatud valimi Kirjeldus

Indiviidid
(n=3)

Emad
Vanus (a) 252+1,9
Pikkus (cm) 168,0 + 6,2
Raseduseelne kaal (kg) 64,7 £6,7
Kaaluiive (kg) 13,5+3,9
KMI 23,0+£2,7
Varasemad rasedused (n) 1
Gestatsiooniaeg (paev) 283,3+3,8
Gestatsiooniaeg (nddal) 40,7+ 0,5
Enneaegne slinnitamine 0
Stinnitusviis (V / K) (3/0)
Stinnituse kestus (min) 462,3 £ 154,6
Vastsiindinud
Stinnikaal (g) 3646,0 += 575,4
Stinnipikkus (cm) 51,5+£2,1
Pea iimbermoot (cm) 34,5+0,7
Rinna tiimbermdot (cm) 33,0+2,8
Platsenta kaal (g) 546,7 + 138,7
Sugu (N / M) 1/2)

Andmed on esitatud vormis keskvairtus + standardhédlve. KMI: kehamassi indeks; V: vaginaalne; K:

keisrildoige

2.2.2. Proovide totaalse RNA eraldamine

Kéesolevas toos 15 proovist totaalse RNA eraldamiseks kasutasin miRNeasy Mini Kit’i
(QIAGEN, Hilden, Saksamaa). Antud komplekt vdimaldab totaalse RNA eraldamist (sh
miRNA) inimeste ning loomade koikidest kudedest ja rakkudest. Totaalse RNA eraldamiseks

kasutasin miRNeasy Mini Kit’i poolt loodud Quick-Start protokoll.
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2.2.2.1. Totaalse RNA eraldamine platsenta proovidest

Platsenta proovist 16igati skalpelliga 0,02 g koetiikk, mida seejéarel pandi 1,5 ml tuubi, kuhu
lisati 700 ul QIAzoli reagenti. Platsentast saadud koetiikk peenestati TissueRuptor (QIAGEN,
Saksamaa) rootor-staator homogenisaatoriga. Homogeniseerimine toimus 3 minuti jooksul.
Tuubi hoiti 5 minutit toatemperatuuril. Jargnevalt lisati proovile 140 ul kloroformi, seejarel
segu segati vortex’il 15 sekundit. Jargnes toatemperatuuril hoidmine 3 minuti jooksul. Edasi
toimus tsentrifuugimine 15 minutiks 12 000 x g 4°C juures. Peale tsentrifuugimist eemaldati
pealt vesifaas, mille ligikaudne kogus oli 350 ul, ning tosteti uude tuubi. Edasine totaalse RNA
puhastamine ja elueerimine viidi 1dbi miRNeasy Mini Kit’i poolt loodud Quick-Start protokolli
pohjal. Totaalset RNA-d elueeriti 20 ul RNaasivaba veega ning kontsentratsiooni ja puhtust
moodeti NanoDrop 2000 spektrofotomeetriga (ThermoFisher, USA). Platsentast eraldatud
RNA-d jdid -80°C juures kiilmikusse hoiustamiseks.

2.2.2.2. Totaalse RNA eraldamine seerumi proovidest

Totaalse RNA eraldamiseks voeti 100 ul seerumit. Seerumi kogusele lisati 5-kordne QIAzol
reagenti kogus (500 ul) ning segati korralikult vortex’il 1 minut. Tuub hoiti samuti
toatemperatuuri juures 5 minutit. Seejérel lisati seerumi prooviga vordne kogus kloroformi (100
ul). Seerumi ja kloroformi segu segati vortex’il 15 sekundit. Seejdrel hoiti tuub taas
toatemperatuuril 3 minutit. Jargnes 15-minutiline tsentrifuugimine 12 000 x g 4°C juures.
Tsentrifuugimise 16petamisel eemaldati pealt vesifaas, mille ligikaudne kogus oli 350 ul, ning
tosteti uude tuubi. Edasine totaalse RNA puhastamine ja elueerimine viidi 1abi miRNeasy Mini
Kit’i poolt loodud protokolli pdhjal. Totaalset RNA-d elueeriti 20 ul RNaasivaba veega ning
totaalse RNA kontsentratsiooni ja puhtust mdodeti NanoDrop 2000 spektrofotomeetriga
(ThermoFisher, USA). Seerumist eraldatud RNA-d jdid samuti -80°C juures kiilmikusse

hoiustamiseks.

2.2.2.3. Totaalse RNA eraldamine uriini proovidest

Voeti 200 pl uriini proovi. Nédidisproovi uriini RNA eraldamisel selgus, et protokoll vajab
lisaetappi. Metoodika arendamisel tuli vélja, et uriinist eraldatav ja totaalset RNA-d sisaldav
vesifaas vajus allapoole, mis tekitas RNA kogumisel raskusi. Seega otsustasin enne QIAzoli
reagendi lisamist proovi korralikult madalatel pooretel (1000 x Q) 1édbi tsentrifuugida, nii et
uriinis olevad valgud sadeneks tuubi pohja. Uriini proovid olid tdstetud uute tuubi ilma sadet

puudutamata. Peale tsentrifuugimist oli uriinile lisatud 5-kordne QIAzol reagenti kogus (1 ml).
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Proovi segati korralikult vortex’il 1 minut. Seejarel tuub hoiti 5 minutit toatemperatuuril.
Jargmisena lisati uriiniga vordne kogus kloroformi (200 ul). Uriini ja kloroformi segu segati
vortex’il 15 sekundit. Jargnevalt hoiti tuubi toatemperatuuri juures 3 minutit. Tsentrifuugiti 15
minuti jooksul 12 000 x g 4°C juures. Peale tsentrifuugimist eemaldati pealt vesifaas (350 pl)
ning tosteti uude tuubi. Edasine totaalse RNA puhastamine ja elueerimine viidi 1abi miRNeasy
Mini Kit’i poolt loodud protokolli pdhjal. Totaalset RNA-d elueeriti 20 ul RNaasivaba veega
ning totaalse RNA kontsentratsiooni ja puhtust mdddeti NanoDrop 2000 spektrofotomeetriga
(ThermoFisher, USA). Uriinist eraldatud RNA-d jdid samuti -80°C juures kiilmikusse

hoiustamiseks.

2.2.3. Uuritavad proovid

Antud bakalaureuset66 raames oli otsustatud teha pilootuuring. Uuritavate proovide hulka
kuulusid igalt uuritavalt naiselt iiks platsenta (n=3), iiks seerumi (n=3) ja iiks uriiniproov (n=3).
Analiitisitavad seerumi ja uriini proovid koguti vastavalt 31,76 + 0,82 ja 32,8 + 0,14

gestatsiooninddalatel.

2.2.4. MikroRNA sekveneerimine

Platsenta, seerumi ja uriini proovidest (n=9) eraldatud totaalsed RNA-d olid saadetud Rain Inno
poolt QIAGEN’i ettevittesse miRNA sekveneerimiseks (Hilden, Saksamaa). QIAGEN
ettevottes tehakse miRNA-de sekveneerimist jargmise pdlvkonna sekveneerimise (NGS, next
generation sequencing) pdhjal. NGS omab palju eeliseid kvantitatiivse poliimeraasi
ahelreaktsiooni (QPCR, quantitative polymerase chain reaction) ees, niiteks korge tundlikkuse
tottu on vdimalik detekteerida palju rohkem uusi miRNA-sid eelkdige madala
kontsentratsiooniga ~ proovidest.  Minimaalne  totaalse = RNA  kogus  miRNA

sekveneerimisreaktsiooni ldbiviimiseks on 1 ng.

QIAGEN’i poolt kasutatav totaalse RNA sekveneerimise meetod pohineb mMIiRNA-de
raamatukogu loomisel QIASeq miRNA Library komplektiga. Kiipsenud miRNA-de 3’ ja 5’
otsadesse ligeeruvad adapterid, mille kaudu saavutatakse universaalset cDNA siinteesimist ning
sellest tulenevalt ka parimat miRNA-de sekveneerimisraamatukogu. miRNA-de 3’ otsa liitunud
poordtranskriptsiooni praimer sisaldab ainulaadseid molekulaarindekseid (UMI, unique
molecular indices), mis sisenevad iga miRNA molekulisse. QIAGEN kasutab UMI’dena 12
juhusliku aluspaari. UMI-de loendamise kaudu saab peale sekveneerimist sekundaarses

andmeanaliiiisis 1abi viia diferentsiaalse ekspressioonianaliiiisi. miRNA-de
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sekveneerimisraamatukogu oli sekveneeritud kasutades lon Torrent NGS tehnoloogiat
(ThermoFisher, USA).

2.2.5. Andmete analiiiis ja visualiseerimine

QIAGEN?’1 poolt sekveneeritud miRNA-d joondati nende poolt miRbase v22 jargi. Lugemite
arvud edastati kui CPM-id (counts per million). Saadud lugemite vaartuste analiiiisimiseks ning
visualiseerimiseks kasutasin programmeerimiskeele R’i (v3.6.3) pohjal tootavaid pakette
VennDiagram (v1.6.20) ja ggplot2 (v.3.3.0).

Hindamaks miRNAde ekspressiooni kudedes rakendasin IMOTA andmebaasi (kasutatud
15.04.20) (Saarland Ulikool, Saksamaa), mis hdlmab endas andmeid 20 000 miRNA-de kohta
ja nende ekspresseeruvusest 23 koes (Palmieri et al., 2018). Lisaks oli kasutusel ka R’i paketti
miRmine (v1.8.0), mis samuti sisaldab andmeid inimeste miRNA-de ekspresseeruvustest
rakuliinides, kehavedelikes ning normaalsetes kui ka haigestunud kudedes. miRmine
andmebaasis on miRNA-de ekspressioonid esitatud kujul lugemid miljoni kohta (reads per
million, RPM) (Panwar et al., 2017).

2.3. Tulemused

2.3.1. Eraldatud totaalse RNA kogused ja puhtus

Peale totaalsete RNA-de eraldamist platsenta koe, seerumi ja uriini proovidest mogtsin nende
kogus (ng/ul) ja puhtus (A260/A280) NanoDrop 2000 spektrofotomeetriga (ThermoFisher,
USA) (Tabel 5). Antud etapp oli oluline 14bi viia, kuna eraldatud totaalse RNA kogusest sdltus,
millise meetodi pohjal hakkab toimuma edasine miRNA-de sekveneerimine. Saadud mdotmiste
pohjal selgus, et kui seerumi ja uriini totaalse RNA kogused (ng/ul) on mérkimisvaarselt
madalad (vastavalt 8,83 = 3,83 ng/ul ja 7,47 + 3,06 ng/ul), siis platsentast eraldatud RNA kogus
on vastupidiselt korge (119,60 + 64,09 ng/ul). Vottes arvesse eraldatud totaalsete RNA-de
neeldumise suhet 260 nm ja 280 nm juures, mis puhta RNA korral on ~1,8, siis platsentast
eraldatud totaalne RNA oli palju puhtam (2,04 + 0,04 A260/A280 suhe) kui seerumi ja uriini
proovidest saadud RNA (vastavalt 1,37 + 0,06 ja 1,35 +0,9).
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Tabel 5. Eraldatud totaalse RNA kogused ja puhtus platsenta koest, seerumi ja uriini proovidest.

Indiviid Proovid Kogus (ng/pl) Puhtus (A260/A280)

Platsenta 191,3 2,08

1 Seerum 8,3 1,33
Uriin 8,6 1,45

Platsenta 67,9 2,01

2 Seerum 12,9 1,43
Uriin 9,8 1,32

Platsenta 99,6 2,03

3 Seerum 53 1,34
Uriin 4.0 1,28

2.3.2. Sekveneerimisest tuvastatud mikroRNA-d

Saadud miRNA-de sekveneerimise tulemused sisaldasid iga proovi kohta 3 erinevat
ekspressiooni mdotmist CPM-ide kujul. Platsenta koe, seerumi ja uriini proovide (n=9) jaoks
arvutasin vélja miRNA-de ekspressiooni CPM-de mediaanid ja keskmised. Selle pohjal olid
vilistatud need miRNA-d, mille CPM oli vdiksem kui 2,5. Varasemalt on uurimisrithmas
avaldatud sekveneerimise andmestikus kasutatud ekspressiooni piirmddraks 50 lugemit, mis
antud valimis oleks 2,5 CPM. Antud vilistamise kaudu oli tulemuseks saadud, et 2633
voimalikust miRNA-st oli platsenta koes ekspresseerunud 665 miRNA-d. Seerumis ja uriinis
iile 2,5 CPM ekspresseerunud miRNA-sid oli vastavalt 341 ja 193.

Platsentas, seerumis ja uriinis ekspresseeruvate miRNA-de (CPM > 2,5) nimekirjade alusel
tegin Venn diagrammi (Joonis 5), mis néitab, kui palju tihiseid miRNA-sid on antud platsenta,
seerumi ja uriini proovide puhul vdimalik tuvastada ning lisaks ka iga proovi kohta unikaalsete
miRNA-de arvu.
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Platsenta Seerum

142
340 41

1585
28 3

Uriin
Joonis 5. Venn diagramm ekspresseeritud miRNA-de (CPM > 2,5) arvu jaotuvusest platsenta,
seerumi ja uriini proovide vahel. Joonisel on toodud vilja nii erinevate proovide vahel {ihiste miRNA-

de arv kui ka proovides olevate unikaalsete miRNA-de kogus. Platsenta, seerumi ja uriini proovides on
ekspresseeritud 155 iihist mMiRNA-d.

Edasises andmete filtreerimises oli suuremat tdhelepanu pooratud kindlalt platsentas
ekspresseerunud 665-le miRNA-le (CPM > 2,5), mille ekspressioon on samuti tuvastatav nii
seerumi kui ka uriini proovides (CPM > 2,5). Platsentas ja seerumis on tuvastatavad 142
samasugust miRNA-d, samal ajal kui platsenta ja uriini proovides 28. Kdigis kolmes proovis

oli ekspresseerunud 155 iihist miRNA-d.

Kasutades kudede spetsiifiliste kirjeldavaid miRNA-de ekspressioone IMOTA ja miRmine
andmebaase, olid vilja toodud uriinis tuvastatavad platsenta-spetsiifilised miRNA-d (Joonis 6).
IMOTA ja miRmine andmebaaside pohjal peaksid miRNA-d olema kudedes keskmise voi
korge tasemetega. Edasi olid vilja valitud miRNA-d saavutanud hinnangu vastavalt nende
ekspressioonimustrile erinevates kudedes. Kindlalt platsenta-spetsiifiliste miRNA-de
ekspressioon esines kas ainult platsentas (IMOTA ja miRmine jargi) voi kui andmebaasides

ekspressiooniandmed puudusid, aga antud t66s kasutatud proovide (n=9) sekveneerimisel oli
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ekspressioon tuvastatud. Peale platsentat veel kuni neljas koes tuvastatavad miRNA-de
ekspressioonid (IMOTA ja miRmine andmebaaside jargi) olid platsenta ekspressiooniga
vorreldes samasugune voi madalam. C14MC/C19MC moodustasid antud klastritesse kuuluvad
mMiRNA-d, mille kdige korgem ekspressioon on margatav eelkdige platsenta koes. Lopliku

platsenta-spetsiifiliste miRNA-de nimekirja moodustavad 12 miRNA-d.

Kindlalt platsenta-
spetsiifilised miRNA-d
Ekspresseeritud Kuni miR-12136
neljas koes : miR-190b-5p
iR miR-320a-3p
miR-518b miR-375-3p
miR-518a-3p
miR-518¢-3p
miR-518f-3p
miR-519¢-5p
miR-345-5p
miR-526b-5p
C14MC/C19MC

Joonis 6. Platsentas ekspresseeruvate miRNA-de klasterdus. Joonisel on toodud miRNA-d (n=12),
mis on tuvastatavad nii platsentas, seerumis kui uriinis (CPM > 2,5). miRNA-d klasterduvad kolme
riihma: Kindlalt platsenta-spetsiifilised, ekspresseeritud kuni neljas koes, C14MC/C19MC Klastrisse
kuuluvad.

2.3.3. Seerumis ja uriinis tuvastatavate platsenta-spetsiifiliste mikroRNA-de kirjeldus
12 platsenta-spetsiifilise miRNA ekspressioonid platsenta koe, seerumi ja uriini proovides

(n=9) koos keskmiste ja ekspressioonivahemikutega on toodud vilja eraldi vastavalt Lisades 1,

2ja3.

Platsenta-spetsiifiliste 12 miRNA ekspressioonid (CPM), mis esinesid tervetelt rasedatelt
voetud platsenta koes, seerumis ja uriinis (n=9), on toodud eraldi vilja Joonisel 7.
C19MC/C14MC Klastritelt ko-ekspresseeruvate 7 miRNA-de puhul (hsa-miR-517a-3p, hsa-
miR-518a-3p, hsa-miR-518b, hsa-miR-518c-3p, hsa-miR-518f-3p, hsa-miR-519c-5p, hsa-
MiR-526b-5p) esineb sarnane ekspressioonimuster, kus kodige korgem ekspresseeruvus on
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taheldatud platsenta koes. Antud tulemus néitab, et need miRNA-d on halvad platsenta barjaéri
labistajad.

miRNA-de hsa-miR-12136, hsa-miR-190b-5p ja hsa-miR-375-3p ekspressioonitasemed
platsentas on palju madalamad kui seerumis voi uriinis, viidates sellele, et antud miRNA-d ei
kuulu platsenta-spetsiifiliste miRNA-de hulka, kuigi varasemalt pole nende ekspressiooni
teistes kudedes tuvastatud. Lisaks hsa-miR-345-5p, mille ekspressioon on platsentast
madalamal tasemel tuvastatud ka muudes organites ning kuulub C14MC miRNA-de hulka, ei
pruugi olla piisavalt platsenta-spetsiifiline. Ainuke miRNA, mille ekspressiooni pole varem
tiheski teises koes tuvastatud IMOTA ja miRmine andmebaaside kohaselt ning on platsentas

koige korgema ekspressiooniga, on hsa-miR-320a-3p.
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Joonis 7. Karpdiagrammid platsenta-spetsiifiliste miRNA-de (n=12) ekspressioonist platsentas, seerumis ja uriinis. (a) Kindlalt platsenta-

spetsiifilised; (b) Ekspresseerunud kuni neljas koes, kdrgeim platsentas; (c) C14MC/C19MC.
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2.4. Arutelu

Kédesoleva bakalaureusetoéo eesmargiks oli leida, kas rasedate naiste uriinis leidub
ekstratsellulaarseid  platsenta-spetsiifilisi miRNA-sid, mida saaks kasutada tulevikus
potentsiaalsete  mitteinvasiivsete biomarkeritena rasedusega seotud komplikatsioonide
tuvastamiseks. Antud eesmérgi saavutamiseks olid esmasel etapil voetud kolmelt tervelt naiselt
platsenta, seerumi ja uriini proovid (n=9), mis olid kogutud Happy Pregnancy uuringu raames
(aastatel 2012-2015) professor Maris Laane koordineerimisel. Proovidest oli autori poolt eraldatud
totaalne RNA. Edasi oli analiiiisimise jaoks teostatud jargmise pdlvkonna sekveneerimine (NGS)
(QIAGEN, Saksamaa). Saadud sekveneerimise tulemuste pdhjal vordles autor platsenta, seerumi
ja uriini proovides tuvastatavaid miRNA-sid.

2.4.1. Totaalse RNA eraldamise ja saadud tulemuste analiiiis

Totaalse RNA eraldamine uriini proovidest miRNeasy Mini komplekti kuuluva protokolli jérgi
osutus keeruliseks, kuna totaalset RNA-d sisaldav vesifaas vajus tuubi pdhja, siis kui protokolli
jargi peaks olema kdige pindmisem kiht. Uks vdimalik pdhjus, mis seisab antud probleemi taga,
on uriini eripdra. Uriin sisaldab erinevas kontsentratsioonis lahustunud mineraale, mis voivad
eraldamiseks kasutatavate kemikaalide t66d hiirida. Lisaks sellele on normaalse uriinisette
koosseisus tdheldatud ka viheses koguses punaseid ja valgeid verelibleid, liimfotsiiiite kui ka
kuseteid vooderdavaid epiteelrakke (Ringsrud, 2001). Need rakud satuvad uriini neerudest ja
kuseteedest liikumisel, seega on neil rakkudel teine paritolu, mistottu totaalse RNA eraldamisel oli
vaja nendest lahti saada. Tekkinud probleemi lahendamiseks oli otsustatud enne miRNeasy Mini
komplekti kuuluvate reagentide lisamist tsentrifuugida uriini proovid madalatel pooretel (1000 x

g). Antud modifikatsiooni jalgimise tulemusena oli vesifaasi asukoht muutunud digeks.

Uuritavatest proovidest (n=9) saadud totaalsete RNA-de kogused ja puhtused (Tabel 5) omavad
iseloomulikku mustrit, nimelt platsentadest eraldatud totaalse RNA kogused on keskmiselt 10
korda suuremad kui seerumist ja uriinist saadud totaalsed RNA-d. Lisaks on platsentadest eraldatud
totaalse RNA neeldumissuhe A260/A280 viirtus keskmiselt 2,04, mis on eraldatud RNA jaoks
véga hea ja viitab sellele, et tegemist on puhtama saagisega. Kokkuvotteks saab viita, et kui seerum
ja uriin on totaalse RNA, sh miRNA, suhtes vaesed kehavedelikud, siis platsenta kude on miRNA-

de suhtes rikas.
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Seerumiproove on varasemalt kasutatud miRNA-de profiili hindamiseks erinevate haigusjuhtude
nagu eesnaarmevahki (Mohammadi Torbati et al., 2019) ning kardiovaskulaarsete haiguste
(Cakmak ja Demir, 2020) korral. Kéesoleva bakalaureuset6d pohjal on voimalik viita, et uriini ja
seerumi miRNA-de profiilid nii kontsentratsiooni kui ka tuvastatavate miRNA-de osas on kiillaltki
sarnased. Naiteks esimese indiviidi puhul seerumi ja uriini proovide kontsentratsioonid on
vastavalt 8,3 ja 8,6 ng/ul ning enamik kuni neljas koes ekspresseeritud ja C14MC/C19MC
moodustavaid platsenta-spetsiifilisi miRNA-sid on seerumis ja uriinis ekspresseeritud sarnases
vahemikus (10-100 CPM). See annab rohkem tdendust, et uriini pdhised biomarkerite hindamise

testid voiksid olla hea alternatiiv vereseerumi omadele.

2.4.2. Uriinist tuvastatavate platsenta-spetsiifiliste mikroRNA-de nimekirja koostamine

665 platsentas ekspresseerunud miRNA-st filtreerisin vilja 12 miRNA-d (CPM > 2,5) (Joonis 6),
mille ekspressioon oli samuti leitav seerumi ja uriini proovidest (CPM > 2,5), seega moodustavad
antud miRNA-d uriinist tuvastavate miRNA-de nimekirja. Kuna antud bakalaureuset6o
eksperimentaalosa raames uurisin ainult tervete rasedate proovid, siis platsenta-spetsiifiliste
miRNA-de nimekiri oli piiratud 12-ga. Samas aga saadud miRNA-de nimekiri ei ole ammendatud,
sest raseduskomplikatsioonide korral (nt preeklampsia) voivad miRNA-de ekspressioonitasemed
olla nii korged, et need on tuvastatavad nii seerumis kui ka uriinis. Varasemates uuringutes oli
ndidatud, et hsa-miR-26a, -130b ja -103 omavad seerumis korget ekspressiooni preeklampsia
korral (Barchitta et al., 2017) ning varases raseduses korge ekspressioonitasemetega hsa-miR-628-
3p ja -5p leidmisel, oli hiljem avastatud PE (Martinez-Fierro et al., 2019). Uriini miRNA-sid, mis

omaksid otsest seost preeklampsia diagnoosiga, praegu veel teada ei ole.

Varasemast kirjandusest on teada, et antud t66s vélja valitud miRNA-d omavad enamasti
korgemaid ekspressioonitasemeid just tervetel rasedatel naistel vdorreldes mitterasedatega.
Sellisteks on néiteks hsa-miR-320a-3p, -345-5p, -518a-3p, -518b ja -518c-3p, kusjuures viimased
kolm miRNA-d on périt 19. kromosoomist ning omavad kdrgemat ekspressiooni nii vereplasmas
kui ka seerumis (Gu et al., 2013; Menon et al., 2019; Vashukova et al., 2020). Lisaks on mérgatud
muutuv ekspressioon mdningate platsenta-spetsiifiliste miRNA-de seast PE korral. Hsa-miR-518c-
3p ja hsa-miR-518f-3p puhul on platsentas tdaheldatud korge ekspressioon PE korral, siis kui hsa-
miR-518b on alaekspresseeritud (Hromadnikova et al., 2015; Hu ja Zhang, 2019; Zhang et al.,
2016). Muutuvat miRNA ekspressiooni on kirjeldatud ka vereplasmas, kus hsa-miR-320a-3p on

iileekspresseeritud (Zhong et al., 2019). Iseloomulikku ekspressioonimustrit omab hsa-miR-517a-
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3p, sest antud miRNA on iilesreguleeritud preeklamptilistes platsentades, aga plasmas niitab

madalamat ekspressioonitasemet (Anton et al., 2015; Fallen et al., 2018).

2.4.3. Uriinis ringlevate mikroRNA-de profiili unikaalsus

Vaadates ldhemalt, kuidas 12 platsenta-spetsiifilist miRNA-d on ekspresseeritud platsentas (Lisa
1), seerumis (Lisa 2) ja uriinis (Lisa 3) kolme indiviidi puhul, siis voib viita, et uriinis olev miRNA-
de profiil on unikaalne iga indiviidi jaoks, sest ainult 5 miRNA-d (hsa-miR-12136, -190b-5p, -
320a-3p, -517a-3p ja -526b-5p) esines koigis kolmes indiviidis vélja valitud 12 miRNA-st.
Ulejasinud miRNA-d esinesid ainult kahes juhuslikus proovis kolmest. Antud tulemus vaib olla
tingitud nahtusest, et erinevatel indiviididel toimub varieeruva kiirusega vedelikuvahetus, mis on
otseselt seotud vere ja uriiniga. Kui vorrelda vere koosseisu uriiniga, siis koostise poolest on veri
palju stabiilsem ning seda tagab vereringe. Vereringe kaudu liigub veri méoda kopse ja neerude,
hoides oma komponentide koostist tasakaalus regulatoorse mehhanismi abil, mis tdhendab, et ka
miRNA-d on erinevate indiviidide vahel samasugused (https://www.britannica.com/science/blood-
biochemistry). Uriini koostis on aga alati ebastabiilne, sest jadkainede ja vee kontsentratsioonid
alati muutuvad ja sellest tulenevalt ka indiviidide vahel voivad miRNA-de ekspressioonid
varieeruda (https://www.britannica.com/science/urine). Sellest tulenevalt peaks suuremat
tdhelepanu podrama tuvastatavate miRNA-de ekspressioonide suhetele, mis voivad olla piisivamad

kui miRNA-de absoluutkontsentratsioonid.

2.4.4. Vilja valitud mikroRNA-de ekspressioonide vordlus riithmade jéargi

Platsenta-spetsiifiliste miRNA-de (n=12) ekspressioonid platsentas, seerumis ja uriinis (Joonis 7)
omavad iga rithma kohta omapérast ekspressioonimustrit. Kindlalt platsenta-spetsiifiliste miRNA-
de hulka kuuluvad hsa-miR-190b-5p ja hsa-miR-375-3p on palju madalamalt ekspresseeritud
platsenta koes, kui vorrelda seerumi ja uriini ekspressioonidega. Uriinis oleva hsa-miR-12136
ekspressioonitase on korge, siis kui seerumis on alaekspresseeritud. Platsentas keskmise
ekspresseeruvusega hsa-miR-320a-3p on leitav seerumis samal tasemel, kuid uriinis on
alaekspresseeritud. Kui miRNA-de ekspressioon on platsentas palju madalam kui kehavedelikes,
siis tdhendab see, et platsenta ei ole peamine organ, millest miRNA-d ekspresseeritakse, vaid on
olemas mingi muu allikas. Tavaliselt voivad seerumi miRNA-d olla pédrit maksast ning uriini

miRNA-d seostatakse neerude patoloogiliste seisunditega (Zhou et al., 2016).

Koik kuni neljas koes ekspresseeritud miRNA-d jalgivad samasugust ekspressioonimustrit: hsa-
miR-518b ja -518a-3p on 100 korda ning hsa-miR-518c-3p ja -517a-3p on peaaegu 1000 korda
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korgema ekspressiooniga platsenta koes kui seerumis ja uriinis. Hsa-miR-518f-3p, -519¢-5p ja -
526b-3p, mis kuuluvad C14MC/C19MC klastrite alla, on samuti iileekspresseeritud platsentas,
seerumis ja uriinis aga alaekspresseeritud, v.a hsa-miR-345-5p, mis on platsentas kiill madala
ekspressiooniga, kuid omab korgeid tasemeid seerumis. Léhtudes erinevates proovides saadud
ekspressioonimustritest, voib eeldada, et tegelikult platsentas iileeckspresseerunud miRNA-d on
toelised platsenta-spetsiifilised ning nende ekspressiooni madalad tasemed kehavedelikes nditavad,
et platsenta barjadrist tuleb 1abi madal fraktsioon, seega tdendosus tuvastada selliseid miRNA-sid

véljaspoolt platsentat on madal normaalse raseduse korral.

2.4.5. Raseduse tuvastamine platsenta-spetsiifiliste mikroRNA-de abil

Analiitisides antud bakalaureuset6os saadud tulemusi saab tdendada, et kuigi kdesolevas tods
kindlalt platsenta-spetsiifilisteks rithmitatud miRNA-d olid IMOTA ja miRmine andmebaaside
pohjal ekpresseeritud ainult platsentas, siis tegelikult antud t66s tehtud analiiiisi pohjal oli nende
ekspressioon platsentades iisna madal, mistdttu ei saa neid tdelisteks platsenta-spetsiifilisteks
miRNA-deks nimetada. Hsa-miR-12136, 190b-5p ja -375-3p olid kiill seerumis ja/voi uriinis
platsentaga vorreldes korgemalt ekspresseeritud, aga kokkuvdtvalt need miRNA-d on suurema
tdendosusega parit mingist teisest organist. Mis puudutab kuni neljas koes ekspresseeritavaid ja
C14MC/CI9MC riithma alla kuuluvaid miRNA-sid, siis nende puhul saab kindlalt véita, et hsa-
miR-517a-3p, -518a-3p, -518b, -518c-3p, -518f-3p, -519¢-5p ning -526b-5p on tdelised platsenta-
spetsiifilised miRNA-d, kuna nende ekspressioon platsentas on korge, samas aga ei 14bi nad
platsenta barjdari nii hésti, et olla samal ekspressioonitasemel platsentaga seerumis ja/voi uriinis,
mistottu nende tuvastamine uriinis voib olla raskendatud. Sellele tulemusele tuginedes peaks
toendoliselt tulevikus rasedusega seotud komplikatsioonide tuvastamiseks kasutama mitme erineva

miRNA ekspressioonitaseme infot, et nende pdhjal luua ennustusmudel.

Hsa-miR-320a-3p oli platsenta-spetsiifilistest ainus miRNA, mille ekspressioon oli platsentas
keskmisel tasemel (1207,43 — 2734,29 CPM). Nagu eespool toodud varase kirjanduse niitel, on ka
antud t66s hsa-miR-320a-3p tileekspresseeritud rasedate naiste seerumis. Uriinis on ekspressioon
madalam, aga sellegi poolest valitud 12 platsenta-spetsiifilisest miRNA-st on hsa-miR-320a-3p
ainus, mille ekspressioon uriinis ulatub 1000 CPM-ni. Vottes arvesse antud miRNA-le omapérast
ekspressioonimustrit, voib eeldada, et platsenta-spetsiifiline hsa-miR-320-3p on potentsiaalne

mitteinvasiivne biomarker raseduse tuvastamiseks.
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Ténapédeval enamasti tuvastatakse rasedust 1abi koorionigonadotropiini tasemet veres ja uriinis, mis
on iisna kiire ja odav meetod, samas aga ei voimalda koorionigonadotropiin méarata rasedusega
kaasnevaid komplikatsioone (Morse et al., 2018). Selle vastu on veres leitud palju diisreguleerituid
miRNA-sid, mille kaudu saab niiteks preeklampsiat detekteerida (Yang et al., 2020). Lahtudes
faktist, et uriin on iseeneslikult erituv kehavedelik ja selles ringlevate platsenta-spetsiifiliste
miRNA-de kaudu saab tdendoliselt nii rasedust kui ka raseduskomplikatsioone detekteerida

mitteinvasiivselt, siis see teeb tulevikus miRNA-sid Kliinilistes uuringutes palju eelistatumateks.

2.4.6. Tulevikuplaan

Kokkuvotteks kinnitab kiesolev t606, et platsentas ekspresseeruvad miRNA-d on vdéimalik
tuvastada rasedate naiste seerumist ning lisaks annab uusi teadmisi miRNA profiili kohta rasedate
naiste uriinis, mida eelnevalt ei ole veel uuritud. Praegusel hetkel pole aga teostatud t66 pohjal veel
voimalik tdpselt Oelda, milliste miRNA-de kaudu oleks vdimalik raseduse kulgemisel
mitteinvasiivselt jalgida rasedusega seotud komplikatsioonide tekkimist. Tanu antud t66s teostatud
analiiiisile, kus olid selgeks tehtud potentsiaalsed platsentast parit miRNA-d, on tulevikus palju
lintsam  tuvastada  platsenta-spetsiifilisi  miRNA-sid, mis on  seotud  otseselt
raseduskomplikatsioonidega, nditeks PE-ga. Seega on ka jargmise etapina plaanis sekveneerida PE
gruppi kuuluvaid platsenta, seerumi ja uriini proove ning vorrelda omavahel antud t66s saadud
miRNA-de ekspressiooni PE korral olevate miRNA-de ekspressiooniga. Selline tulevikuplaan
voiks eeldatavasti anda ka jargmise miRNA-de nimekirja, kus vaadeldakse uriinis ringlevaid
platsenta-spetsiifilisi mMiRNA-sid juba PE diagnoosimise jaoks. Kuna kdesolevas t6os platsenta-
spetsiifiliste mMiRNA-de (n=12) kohta on varasemast kirjandusest antud ka iilevaade nende seosest
PE-ga, kus tdpsemalt platsenta-spetsiifiliste miRNA-de hulka kuuluvad hsa-miR-571a-3p, -518b,
-518c¢-3p ja -518f-3p on diisreguleeritud PE korral (Tabel 3), siis on ka moistlikum edasi jitkata
tood PE gruppi kuuluvate proovidega.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetoo raames oli kirjanduse pdhjal antud iilevaade miRNA-dest ja nende
omadusest sdilida kehavedelikes ja funktsioneerida kui biomarkerid. Lisaks oli kirjanduse
iilevaates késitletud platsenta ja selle areng ning platsenta-spetsifiilised miRNA-d ja nende
olemasolu kehavedelikes.

Too ildine eesmérk oli leida raseduskomplikatsioonidega naiste uriinist platsenta-spetsiifilisi
miRNA-sid, mis tulevikus voiksid panustada rasedusega seotud komplikatsioonide tuvastamisse
mitteinvasiivsete meetmetega. Antud eesmaérgi saavutamiseks oli autori poolt teostatud esimene
osa toost, mis seisnes totaalse RNA (sh miRNA) eraldamises 2012-2015 aastatel kogutud tervetelt
rasedatelt platsenta, seerumi ja uriini proovidest. Seejdrel teostati eraldatud miRNA-de
sekveneerimist uue pdlvkonna sekveneerimise (NGS) meetodi pohjal (QIAGEN, Saksamaa).

Sekveneerimise tulemuste pohjal oli vélja valitud 12 platsenta-spetsiifilist miRNA-d, mille
ekspressioon oli tuvastatav nii platsenta, seerumi kui ka uriini proovides (CPM > 2,5). Tuginedes
miRNA-de andmebaasidele (IMOTA ja miRmine) olid 12 miRNA-d klasterdatud kolme rithma:
kindlalt platsenta-spetsiifilised, kuni neljas koes ekspresseeritud ning C14MC/C19MC miRNA-d.

Tulemuste analiiiisimisel selgus, et kindlalt platsenta-spetsiifiliste miRNA-de hulka kuuluvad hsa-
miR-190b-5p, -375-3p ja -12136 on platsentas madalalt ekspresseeritud ja seega ei ole platsenta-
spetsiifilised miRNA-d. Platsentas korgelt ekspresseeritud, kuid seerumis ja uriinis alareguleeritud
hsa-miR-517a-3p, -518a-3p, -518b, -518c-3p, -518f-3p, -519¢-5p ja -526b-5p ei ldbi platsenta
barjddri, mistottu kuuluvad antud miRNA-d tdeliste platsenta-spetsiifiliste miRNA-de hulka.
Vottes arvesse, et hsa-miR-320a-3p oli keskmise ekspressiooniga platsentas ja vorreldes iilejadnud
12 platsenta-spetsiifilise miRNA-ga koige korgema ekspressioonitasemega uriinis, siis voib

eeldada, et hsa-miR-320a-3p on potentsiaalne mitteinvasiivne biomarker raseduse tuvastamiseks.

Antud t66 kinnitab, et platsenta-spetsiifilisi miRNA-sid on vdimalik tuvastada seerumis ja annab
hea iilevaate uriinis ringlevate platsenta-spetsiifiliste miRNA-de profiilidest, mida varem pole veel
tehtud. Kuna antud t66 raames olid autori poolt uuritud ainult tervete rasedate proovid ja nende
miRNA-de profiilid, siis tulevikus on plaanitud uurida ka raseduskomplikatsioonidega naiste
platsenta, seerumi ja uriini proovid, et leida eelkdige uriinis platsenta-spetsiifiliste miRNA-de
ekspressiooniprofiili, mis vdiks anda panust potentsiaalsete mitteinvasiivsete biomarkerite
arendamisse raseduskomplikatsioonide tuvastamiseks.
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Profile of microRNAs isolated from body fluids of healthy pregnant women

Galina Belova

SUMMARY

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs, which function as gene expression regulators
at posttranscriptional level either by degrading mRNA or suppressing mRNA translation. Many
miRNAs are expressed as constant extracellular vesicles so they can be observed in human tissues
and body fluids. miRNAs with altered expression can be also found in spontaneously excreted body
fluid like urine. These miRNAs had a noticeable impact in developing non-invasive biomarkers as

it was shown that kidney diseases can be diagnosed by analysing expression of urinary miRNAs.

Placenta and its developing process through the entire pregnancy was also included into this
bachelor’s thesis. Consisting mainly of tissues, placenta expresses a certain amount of altered and
specific miRNAs that can affect the formation of placenta. Placenta-related miRNAs show
different expression patterns not only in placenta tissue but also in mother’s bloodstream. There is

no previous data available about urinary placenta-related miRNAs.

The overall goal was to observe urinary placenta-specific miRNAs that could be used as potential
non-invasive biomarkers to detect pregnancy related complications in the future. To achieve this
goal, the experimental part of this bachelor’s thesis was focused on finding placenta-specific
miRNAs in urine of healthy pregnant women. Firstly, it was necessary to extract total RNAS
(including miRNAs) from placenta, serum and urine samples of pregnant women. These samples
were collected as part of Happy Pregnancy project in the years 2012-2015. The next step was to

perform miRNA sequencing using next generation sequencing technology (QIAGEN, Germany).

Among the miRNA sequencing results, 12 placenta-specific miRNAs with expression above 2.5
CPM in placenta, serum and urine samples were selected. Based on miRNA databases (IMOTA
and miRmine), 12 miRNAs were clustered into three groups: firmly placenta-specific, expressed
in up to four tissues, and C14MC/C19MC miRNAs. Analysis of the results revealed that hsa-miR-
190b-5p, -375-3p, and -12136, which belonged to the firmly placenta-specific miRNAs, were in
fact low expressed in placenta tissue and thus are not related to the placenta-specific miRNAs. hsa-
miR-517a-3p, -518a-3p, -518b, -518c-3p, -518f-3p, -519c-5p, and -526b-5p showed high
expression in placenta but were downregulated in serum and urine. Given that these miRNAs do
41



not cross the placental barrier, and therefore are true placenta-specific miRNAs. Hsa-miR-320a-3p
with moderate expression in placenta and the highest expression level in urine compared to the

other 12 placenta-specific miRNAs can be a potential non-invasive biomarker for pregnancy.

This bachelor thesis confirms that placenta-specific miRNAs can be detected in serum, but also
provides a good overview of urinary placenta-specific miRNA profile, which was not previously
done before. As only samples from healthy pregnant women and their miRNA profiles were studied
by the author, it is planned to examine placental, serum and urine samples from women with
pregnancy complications in the future to also find the expression profile of urinary placenta-
specific miRNAs. This finding could contribute to the development of potential non-invasive
biomarkers for the detection of pregnancy complications.
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LISAD

Lisa 1l

Tabel 6. MikroRNA-de ekspressioon (CPM) platsenta koe proovides

miRNA-d Platsenta-1 | Platsenta-2 | Platsenta-3 | Keskmine Vahemik
(CPM) (CPM) (CPM) (CPM) (CPM)

hsa-miR-12136 45,64 46,73 39,13 43,83 39,13 - 46,73
hsa-miR-190b-5p 60,51 27,38 94,98 60,96 27,38 — 94,98
hsa-miR-320a-3p 1832,82 1207,43 2734,29 1924,85 1207,43 — 2734,29
hsa-miR-345-5p 55,90 58,79 56,99 57,22 55,90 — 58,79
hsa-miR-375-3p 10,26 112,55 1,70 41,50 1,70 - 112,55
hsa-miR-517a-3p 76730,85 34328,19 76768,30 62609,11 | 34328,19 — 76768,30
hsa-miR-518a-3p 6893,32 3074,11 6401,66 5456,36 3074,11 - 6893,32

hsa-miR-518b 59355,51 21687,57 26339,82 35794,30 | 21687,57 —59355,51
hsa-miR-518c-3p 51122,19 21938,81 47825,74 40295,58 | 21938,81 —51122,19
hsa-miR-518f-3p 29905,83 13659,87 26222,16 23262,62 | 13659,87 —29905,83
hsa-miR-519¢-5p 25224,56 11845,96 35848,89 24306,47 | 11845,96 — 35848,89
hsa-miR-526b-5p | 27625,58 10775,95 37984,67 25462,07 | 10775,95 —37984,67

Lisa 2
Tabel 7. MikroRNA-de ekspressioon (CPM) seerumi proovides
miRNA-d Seerum-1 Seerum-2 Seerum-3 | Keskmine Vahemik
(CPM) (CPM) (CPM) (CPM) (CPM)

hsa-miR-12136 0,00 9,40 15,69 8,36 0,00 — 15,69
hsa-miR-190b-5p 31,56 169,19 125,49 108,74 31,56 — 169,19
hsa-miR-320a-3p 1830,20 1344,08 4251,01 2475,10 1344,08 — 4251,01
hsa-miR-345-5p 126,22 187,98 203,92 172,71 126,22 — 203,92
hsa-miR-375-5p 94,67 103,39 141,18 113,08 94,67 — 141,18
hsa-miR-517a-3p 189,33 47,00 62,75 99,69 47,00 — 189,33
hsa-miR-518a-3p 0,00 18,80 15,69 11,49 0,00 - 18,80

hsa-miR-518b 157,78 65,79 47,06 90,21 47,06 — 157,78

hsa-miR-518c-3p 31,56 9,40 15,69 18,88 9,40 — 31,56
hsa-miR-518f-3p 94,67 18,80 0,00 37,82 0,00 — 94,67
hsa-miR-519¢-5p 126,22 28,20 62,75 72,39 28,20 - 126,22
hsa-miR-526b-5p 31,56 9,40 15,69 18,88 9,40 — 31,56
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Lisa 3

Tabel 8. MikroRNA-de ekspressioon (CPM) uriini proovides

miRNA-d Uriin-1 Uriin-2 uUriin-3 Keskmine Vahemik
(CPM) (CPM) (CPM) (CPM) (CPM)

hsa-miR-12136 75,34 164,33 369,48 203,05 75,34 — 369,48
hsa-miR-190b-5p 301,37 369,73 105,57 258,89 105,57 - 369,73
hsa-miR-320a-3p 1054,80 1150,28 844,53 1016,54 844,53 — 1150,28
hsa-miR-345-5p 0,00 41,08 52,78 31,29 0,00 -52,78
hsa-miR-375-5p 452,06 328,65 0,00 260,24 0,00 — 452,06
hsa-miR-517a-3p 75,34 41,08 105,57 74,00 41,08 — 105,57
hsa-miR-518a-3p 75,34 41,08 0,00 38,81 0,00 - 75,34

hsa-miR-518b 150,69 41,08 0,00 63,92 0,00 - 150,69
hsa-miR-518c-3p 0,00 41,08 52,78 31,29 0,00 -52,78
hsa-miR-518f-3p 0,00 82,16 105,57 62,58 0,00 - 105,57
hsa-miR-519¢-5p 75,34 82,16 0,00 52,50 0,00 -82,16
hsa-miR-526b-5p 75,34 41,08 52,78 56,40 41,08 - 75,34
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