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INFOLEHT

MiR-30d-5p, miR-92-5p ja miR-195-5p ekspressioon gestatsioonidiabeediga patsientide

vereplasmas raseduse teisel trimestril

MikroRNA-d on Uheahelalised mittekodeerivad liihikesed RNA-molekulid, mis reguleerivad
geenide ekspressiooni post-transkriptsioonilisel tasemel. Gestatsioonidiabeet on raseduse ajal
tekkiv susivesikute metabolismi héire. On tdheldatud, et mikroRNA-de ekspressioonitasemete
muutused vdivad olla seotud gestatsioonidiabeedi kujunemisega. Antud bakalaureuset6o
eesmargiks oligi madrata miR-30d-5p, miR-92-5p ja mIiR-195-5p ekspressioonitasemete

muutusi gestatsioonidiabeediga patsientide vereplasmast.
Marksdnad: mikroRNA, miR-30d-5p, miR-92-5p, miR-195-5p, gestatsioonidiabeet

CERCS: B500 immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

MiR-30d-5p, miR-92-5p and miR-195-5p expression in gestational diabetes mellitus

patients blood plasma during second pregnancy trimester

MicroRNAs are single-stranded non-coding short RNA molecules, which regulate gene
expression at post-transcriptional level. Gestational diabetes mellitus is a carbohydrate
metabolism disorder, which occurs only during pregnancy. Changes in the microRNAs
expression levels might be linked with the formation of gestational diabetes mellitus. This
bachelor’s thesis goal is to determine the changes of miR-30d-5p, miR-92-5p and miR-195-5p
expression levels, taken from the patients of gestational diabetes mellitus blood plasma during

second pregnancy trimester.
Keywords: microRNA, miR-30d-5p, miR-92-5p, miR-195-5p, gestational diabetes mellitus

CERCS: B500 immunology, serology, transplantation
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KASUTATUD LUHENDID

Ago — Argonaut valk (Argonaut protein)

cDNA — komplementaarne DNA (complementary DNA)
Cel — nematood, Caenorhabditis elegans

Ct — lavitsuikkel (threshold cycle)

DGCRS8 — DiGeorge sundroomi Kriitilise regiooni valk 8 (DiGeorge syndrome chromosomal

region protein 8)

GDM - gestatsioonidiabeet (gestational diabetes mellitus)

GTT - glikoositolerantsuse test (glucose tolerance test)

hsa — inimene, Homo sapiens

INSR — insuliini retseptor (insulin receptor)

miR, MiRNA — kups mikroRNA (mature microRNA)

NPMI — nukleofosfiin I (nucleophosmin)

pre-miRNA, mir — prekursor mikroRNA (precursor microRNA)

pri-miRNA — primaarne mikroRNA (primary microRNA)

gRT-PCR - kvantitatiivne reaalaja-polimeraasi ahelreaktsioon (quantitative real-time PCR)
RISC — RNA-indutseeritud vaigistav kompleks (RNA-induced silencing complex)
snoRNA — vaike tuumakese-RNA (small nucleolar RNA)

SNRNA — véike tuuma-RNA (small nuclear RNA)

T1D — esimest tliupi diabeet (type 1 diabetes)

T2D — teist tulpi diabeet (type 2 diabetes)

TCR — T-raku retseptor (T-cell receptor)

UTR — mittetransleeritav regioon (untranslated region)



SISSEJUHATUS

Gestatsioonidiabeet on raseduse ajal tekkiv stsivesikute ainevahetuse héire, mis taandub peale
rasedust. Lisaks on see seotud raseduskomplikatsioonidega, mis ohustab nii ema kui ka last
(Kirssetal., 2015). MikroRNA-d on keskmiselt 22 nukleotiidi pikkused mittekodeerivad RNA-
molekulid, mis reguleerivad geenide ekspressiooni. On téheldatud mikroRNA-de
ekspressioonitasemete muutusi haiguste eri staadiumites ning arvatakse, et neil voib-olla seos

teatud haiguste kujunemisel (Xu et al., 2013).

Antud bakalaureusetdd kirjanduse (levaates on kirjeldatud mikroRNA-de slinteesi,
ekstratsellulaarset transporti ja immuunsisteemi mojutavaid kui ka pankrease-spetsiifilisi
mikroRNA-sid ning mikroRNA-de mdju insuliini tootvatele beeta-rakkudele. Lisaks on antud
Ulevaade erinevatest mikroRNA-de madramise meetoditest. Samuti on Kirjeldatud

gestatsioonidiabeeti, kui ka lthidalt nii esimest kui ka teist tldpi diabeeti.

Antud t06 eesmérgiks on vordlevalt méarata kolme spetsiifilise mikroRNA (miR-30d-5p, miR-
92-5p ja miR-195-5p) ekspressioonitasemete muutusi gestatsioonidiabeediga patsientide

hulgas.

Bakalaureusetoo eksperimentaalne osa on tehtud Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini

instituudi immunoloogia osakonnas.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mison mikroRNA-d?

MikroRNA-d (miRNA) on 19-24 nukleotiidi pikkused mittekodeerivad tiheahelalised RNA-
molekulid, mis kuuluvad post-transkriptsioonilise geeniekspressiooni regulaatorite klassi ning
takistavad mRNA translatsiooni v3i pdhjustavad mRNA lagundamist (Calderari et al., 2017;
Hashimoto & Tanaka, 2017; Turchinovich et al., 2011). Inimesel on 30% miRNA-dest
intergeensetel regioonidel ning lle poolte miRNA-dest transkribeeritakse intronitel ja eksonitel
(Liu et al., 2008). MikroRNA-sid on leitud nii rakkude seest ja kudedest kui ka erinevatest
kehavedelikest: vereplasmast, uriinist, siiljest ja rinnapiimast (Weber et al., 2010). Uks miRNA
vOib mdjutada mitmeid mMRNA-sid ja mitu miRNA-d vdivad mdjutada tihte mMRNA-d (Calderari
etal., 2017). Inimesel on seni leitud 2693 kiipset MiIRNA-t (miRBase andmebaas (mirbase.org),
kilastatud 23.05.2019).

1.1.1 MikroRNA biogenees

MikroRNA biogenees saab alguse rakutuumas, kui ensiim RNA poltimeraas Il transkribeerib
mIRNA geenilt primaarse miRNA (pri-miRNA) (Joonis 1). Seejarel toimub pri-miRNA
I6ikamine ribonukleaasi Drosha ja RNA-ga seonduva valgu, DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region), kompleksi poolt juuksendela-kujulise struktuuri sisaldavaks prekursor pre-
miRNAKs (Rebane & Akdis, 2013; Xu et al., 2013).

Pre-miRNA transporditakse tstitoplasmasse Exportin-5-Ran-GTP kompleksi poolt, kus jatkub
I6ikamine, mida viib 1abi endoribonukleaas Dicer. Selle protsessi tulemusena moodustuvad 22-
nukleotiidilised RNA-dupleksid — juhtiva ahelaga ja mahajaéva ahelaga miRNA-d. Juhtiv ahel
uhendatakse RNA-indutseeritud vaigistava kompleksiga RISC (RNA-induced silencing
complex), mis sisaldab endas ka Uhte neljast Argonaut (Ago) valgust (peamiselt Ago2) ning
GW182 (glycine-tryptophan 182 kDa protein) (Guay & Regazzi, 2013; Rebane & Akdis, 2013).
RISC-kompleks valib vélja ahela, millel on kdige vdiksem termodiinaamiline stabiilsus 5’-0tsas
(Tétreault & De Guire, 2013). Mahajaav ahel tavaliselt lagundatakse, kuid ménikord liidetakse
teise RISC-kompleksi (Guay & Regazzi, 2013; Rebane & Akdis, 2013).

Ahel, mis on seondunud RISC-kompeksiga, secondub mRNA 3’ mittetransleeritava regiooniga
(UTR — untranslated region). MiRNA ja mRNA vaheline interaktsioon viib transkripti
lagundamiseni vOi translatsiooni aeglustumiseni (Joonis 1) (Guay & Regazzi, 2013; Ghai &
Wang, 2016).
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Joonis 1. miRNA biogenees. MiRNA stinteesitakse rakutuumas RNA polimeraas Il poolt. Pikad pri-
miRNA-d l6igustatakse Drosha-DGCR8 poolt juuksendela-kujulise struktuuriga pre-miRNA-Ks.
Exportin-5-RAN-GTP kompleks viib pre-miRNA-d tsiitoplasmasse. Enstiim Diceri abil tehakse pre-
miRNA-dest lilhikesed RNA-dupleksid. Uks dupleksi ahelatest viiakse RISC-kompeksi, kus on lisaks
ka AGO2 ja GW182 valgud. Teine dupleksi ahelast viiakse kas teise RISC-kompleksi vdi lagundatakse.
GW182 valk vajab CCR4-NOT nukleaasi kompleksi, mis viib translatsiooni aeglustumiseni,
deadentleerimiseni vdi mRNA lagundamiseni (modifitseeritud ja télgitud Rebane & Akdis, 2013 jargi).

1.1.2 Ekstratsellulaarne transport

Ekstratsellulaarse miRNA transpordil osalevad ekstratsellulaarsed vesiikulid (eksosoomid,
mikrovesiikulid), korge-ja madala tihedusega lipoproteiinid, vastavalt HDL (high density
lipoproteins) ja LDL (low density lipoproteins) ning ribonukleoproteiini kompleksid, néiteks
valgud nukleofosmiin I (NPMI — nucleophosmin 1) ja Ago2 (Boon & Vickers, 2013; Xu et al.,
2013). Eksosoomid ja mikrovesiikulid suudavad kanda erinevaid valke ja nukleiinhappeid, ning
transportida neid retsipient rakkudesse (Guay & Regazzi, 2013). NPMI ekspordib RNA-d ja
ribosomaalseid valke tsutoplasmasse (Xu et al., 2013). Ago2 vdib miRNA-d transportida nii

ekstratsellulaarse vesiikuli sees kui ka sellest valjas (Boon & Vickers, 2013).



1.2 MikroRNA-de funktsioon

MikroRNA-d on geenide ekspressiooni regulaatorid. Nad omavad olulist rolli rakkude
jagunemisel, diferentseerumisel ja ellujadmisel, mistdttu mdjutavad nad organismi normaalset
arengut aga ka haiguste kujunemist. MiRNA-de seondumine sihtmargiga toimub enamasti
konserveerunud jarjestuste jargi, mis on miRNA 5’-otsa 16pus olevad nukleotiidid
positsioonidel 2-7 (Vidigal & Ventura, 2015).

1.2.1 Immuunsiusteemi mjutavad mikroRNA-d

MikroRNA-d reguleerivad immuunsisteemi (Joonis 2). On leitud, et miRNA biogeneesil
osalevate ensulimide, néiteks Dicer eemaldamine mdjutas immuunrakkude ellujgdmust ja
proliferatsiooni. Sarnased muutused tekkisid ka enstimi Drosha ja Argonaut valguga
(Ventriglia et al., 2015). Muutused miRNA-de ekspressioonitasemetes v@ivad viia erinevate
autoimmuunhaiguste, allergiliste reaktsioonide ja immuunpuudulikkuse tekkeni (Monticelli,
2013; Rebane & Akdis, 2013; Ventriglia et al., 2015). MiRNA-de (le-ja alaekspressioon
mojutab nende seondumist sihtmarkgeenidele (Sonkoly et al., 2008).

MiR-155 ja miR-146a on t&htsad immuunsisteemi T-regulatoorsete (Treg)-rakkude
funktsioneerimises. MiR-155 on vajalik adaptiivsete immuunrakkude arenguks ja nende
aktiveerimiseks. Lisaks osaleb ta T-rakkude polarisatsioonil, aidates kaasa ka immuunsusteemi
tootamisele esmase ja teisese immuunvastuse korral erinevate viiruseliste ja bakteriaalsete
patogeenide vastu (Monticelli, 2013; Rebane & Akdis, 2013; Ventrigliaet al., 2015). MiR-146a
surub maha NF-«B signaaliraja aktivatsiooni (Rebane & Akdis, 2013).

MiR-125b leidub CD4* T-rakkudes, kus ta reguleerib limfotstitide diferentseerumisega
seotud geenide ekspressiooni (Monticelli, 2013). Seda spetsiifilist mMiRNA-d on seostatud
insuliiniresistentsusega (Guay et al., 2011). MiR-326 reguleerib tliip 17 T-abistaja rakkude
(Th17 — T-helper 17) diferentseerumist nii in vitro kui ka in vivo. MiR-150 ekspressioon
mdjutab Pro-B-rakkude arengut Pre-B-rakkudeks. Haired miR-150 ekspressioonis vd@ivad

seetdttu pdhjustada vigu B-rakkude kipsemises (Raisch et al., 2013).
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Joonis 2. MikroRNA-d, mis on seotud omandatud immuunsuse regulatsiooniga. Joonisel on vélja

toodud erinevad miRNA-d, mis on olulised T-rakkude (tlemine rida) ja B-rakkude (alumine rida)
arengul ning diferentseerumisel. Th — T-helper (T-abistaja), Ty — regulatoorne T-rakk, CLP —
lumfotsitide eellasrakk, DN T — topelt negatiivne T-rakk, DP T — topelt positiivne T-rakk
(modifitseeritud ja tdlgitud Dai & Ahmed, 2011 jargi).

MiR-181a on oluline B-ja T-lumfotsiltide arengus. See spetsiifiline miRNA reguleerib T-raku
retseptori (TCR — T-cell receptor) signaliseerimise toimimiseks vajalikke fosfataase (Sonkoly
et al., 2008).

1.2.2 Pankrease-spetsiifilised mikroRNA-d

Pankreas on ndére, mis osaleb organismi ainevahetuses ja millel on kaks erinevat komponenti:
eksokriinne ja endokriine osa. Eksokriinne osa toodab susivesikute, rasvade ja valkude
lagundamiseks vajalikke seedeensiiime. Endokriinne osa koosneb Langerhansi saarekestest,
mis jaotatakse viieks erinevaks rakuttiibiks: alfa-, beeta-, delta-, epsilon- ja gamma-rakkudeks.
Alfa-rakud eritavad glikagooni, beeta-rakud insuliini, delta-rakud somatostatiini, epsilon-
rakud greliini ja gamma-rakud pankreaatilist pollpeptiidi (Roder et al., 2016; Zhou & Melton,
2018). lgal erineval hormoonil on oma kindel funktsioon. Veresuhkru taset méjutavad kaks
hormooni: insuliin ja glukagoon. Insuliini toimel veresuhkru tase langeb, kuid glikagooni abil
veresuhkru tase tduseb. Somatostatiin mdjutab omakorda insuliini ja glikagooni vabastamist
ning pankreaatiline polupeptiid reguleerib pankrease eksokriinse ja endokriinse sekretsiooni
aktiivsust (Roder et al., 2016).

Pankrease beeta-rakud reguleerivad insuliini sekretsiooni ja selle siinteesimist. On leitud

mitmeid miRNA-sid, mis mojutavad beeta-rakkude apoptoosi, proliferatsiooni ja
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diferentseerumist (Tabel 1) (Feng et al., 2016; Hashimoto & Tanaka, 2017). Samuti on miRNA-
d seotud insuliini vabastamise ja sekretsiooniga, insuliini graanuli eksotsiitoosiga ning
insuliiniresistentsuse tekkega erinevates kudedes. Nende sihtmarkideks on vastav ensiiim voi
transkriptsioonifaktor (Chen et al., 2014).

Tabel 1. Pankrease p-raku funktsioneerimisega seotud miRNAd (Feng et al., 2016)

Raku protsess MiRNA
miR-577

B-raku ellujgdmine/apoptoos miR-200a/b/c
miR-34a
miR-375
miR-181a

B-raku proliferatsioon miR-17
miR-24
miR-29a
miR-375
miR-7
miR-34a
miR-146a

B-raku diferentseerumine miR-30d
let-7e
miR-21
miR-9
miR-376
miR-375
miR-184

miR-7a

miR-29a
miR-187
miR-30a
miR-124
miR-33

Insuliini sekretsioon
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Pankrease-spetsiifilisteks miRNA-deks on naiteks miR-375 ja miR-7. miR-7 seondub
pankreases ekspresseeritava transkriptsioonifaktoriga Pax6 (paired box gene 6) (Kaviani et al.,
2016), mis on vajalik pankrease arengul (Mao et al., 2013).

MiR-375 oli aga esimesi miRNA-sid, mida seostati pankrease beeta-rakkudes toimuva insuliini
sekretsiooniga. Peale selle osaleb miR-375 beeta-rakkude proliferatsioonil, arengus ja nende
ellujagé@misel (Joonis 3). Samuti ekspresseeritakse miR-375 pankrease alfa-rakkudes, mis on
vaga oluline pankrease organogeneesil (Calderari et al., 2017; Hashimoto & Tanaka, 2017),
kuna ta reguleerib pankrease arengu, raku kasvu ja proliferatsiooniga seotud geene (X. Li,
2014). MiR-375 ekspresseeritakse pankrease Langerhansi saarekestes ning ta on vajalik ka
beeta-rakkude massi sdilitamisel (Hashimoto & Tanaka, 2017; X. Li, 2014). Katsed hiirtega on
naidanud, et selle miRNA puudumisel vahenes beeta-rakkude mass, kuid suurenes nii alfa-
rakkude mass kui ka gliikagooni tase vereplasmas (Mao et al., 2013).

Beeta-rakkude mass
miR-124a2==p Beecta-rakkude

Saarekeste diferentieerumine
morfoloogia miR-338-3p miR-184 3 \
Beetn- nl( e - “"“. -’ \
O <4 miR- 375 —_— ln v, plollfvlﬂ ioon o B <
D miR-200 =
miR- 184/ miR-7 i

Beetn-rakkude ellujanmus

Joonis 3. Olulised miRNA-d, mis mdjutavad beeta-rakkude massi ja saarekeste morfoloogiat.
MikroRNA-d mdjutavad beeta-rakkude massi, reguleerides mRNA-dega seotud rakulisi protsesse:
diferentseerumist, kasvu/proliferatsiooni ja ellujagdmust. MiR-375 on téhtis saarekeste morfoloogia
maaramises. Punane témbi otsaga joon tdhistab negatiivset mdju, sinine nool aga positiivset m&ju

(modifitseeritud ja télgitud Osmai et al., 2016 jargi).
MiR-17-92 klaster

MiR-17-92 Klastrisse kuuluvad miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a ja miR-92a.
Siia klastrisse kuuluvate miRNA-de ekspressioonitasemete muutusi on seostatud MAPK
(mitogen-activated protein kinase) insuliini, TGF-p (transforming growth factor-f) ja mTor
signaalirajaga ning ka teist tliiipi diabeediga (T2D) (Zhu et al., 2015). Lisaks on leitud seoseid
raseduse komplikatsioonidega (sealhulgas raseduse kaotus, makrosoomia) (Jing Li et al., 2015).
Néiteks miR-92a on seostatud metaboolse siindroomiga (Karolina et al., 2012) ja PI3K/Akt
(phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B) signaalirajaga, mis on seotud loote arenguga
(Jiandong Li et al., 2015). Zhu et al. (2015) nditasid aga, et miR-20a ja miR-17 olid
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preeklampsia korral kérgema ekspressiooniga ja samas taheldati ka insuliiniresistentsuse tekke

suurenemist vorreldes tervete rasedatega.
Let-7 perekond

Let-7 tidpi miRNA-de perekonna moodustavad iheksa erinevat miRNA-t (let-7a, let-c, let-7f,
let-7b, let-7d, let-7e, let-7g, let-7i ja miR-98), mida hiires kodeeritakse 12 erineva geeni poolt.
Arvatakse, et let-7 perekonda kuuluvad miRNA-d tdidavad (hise konserveerunud jarjestuste
(nukleotiidid kohtadel 2-8) t6ttu sarnast funktsiooni. Kdik eelpool nimetatud Let-7 perekonda

kuuluvad miRNA-d osalevad glukoosi metabolismis (Frost & Olson, 2011).
MiR-29 perekond

MiR-29a, -b ja -c vBivad olla olulised tegurid insuliiniresistentsuse ja T2D tekkes (Zhao et al.,
2012). MiR-29a ja miR-29b sihtmargiks on MCT1 (monocarboxylate transporter 1), mis on
mitokondriaalse okslideerimise substraat, mdjutades insuliini vabastamist beeta-rakkudest
(Pullen et al., 2011). Veelgi enam, esimest tiupi diabeedi (T1D) uheks tekkepdhjuseks voivad
olla enteroviirused ning naiteks miR-29a puhul on taheldatud k&rgenenud ekspressiooni

pankrease saarekestes peale kokkupuudet Coxsackie B-viirusega (Dotta et al., 2018).
MiR-30 perekond

MIiR-30d on seostatud nii T2D kui ka insuliiniresistentsusega (Nunez Lopez, et al., 2018). MiR-
30d kdrgem ekspressioon voib pdhjustada héireid insuliini geeni ekspressioonis, mistdttu voib
esineda vigu insuliini biostnteesis (Guay et al., 2011). Selle miRNA k&rgemat ekspressiooni
on seostatud ka beeta-rakkudes ekspresseeritava spetsiifilise transkriptsioonifaktori MafA
kdrgema ekspressiooniga. MAP4K4 (mitogen-activated protein 4 kinase) on miR-30d otsene
sihtmark. Nii MafA kui MAP4K4 on transkriptsioonifaktorid, mis osalevad insuliini sunteesis.
MiR-30d roll on oluline nii insuliini tootmises kui ka beeta-rakkude kaitsmises pdletikuliste
tsutokiinide eest (Zhao et al., 2012).

1.3 MikroRNA-de maaramine

MikroRNA-sid saab maarata rakkudest ja kudedest, kuid peamiselt mé&&ratakse neid
vereplasmast vOi -seerumist (Shaffer et al., s.a.). MiRNAde méaramiseks saab kasutada reaal-
aja PCR-i (RT-PCR), mikrokiipe ja sekveneerimist (Marabita et al., 2016).
Ekspressioonitasemete méaramiseks kasutatakse nii endogeenseid kui ka eksogeenseid
referents-RNA-sid, mida kasutatakse ka miRNA ekspressiooni andmete normaliseerimisel
(Schwarzenbach et al., 2015). Referents-RNA-de valik sdltub peamiselt sellest, kust miRNA-

sid ma&ratakse. Rakkudes kasutatakse referents-RNA-dena sSnRNA-dest SNORD44 (RNU44),
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SNORD48 (RNU48) ja RNU6-1 (Mamm UG6) (Marabita et al., 2016). Eksogeensetest
referentsidest kasutatakse enim vereplasmast ja -seerumist voetud proovide normaliseerimiseks
stinteetilisi normaliseerijaid, néiteks spike-in Caenorhabditis elegans’i miRNA-d cel-miR-39
ja cel-miR-54 (Schwarzenbach et al., 2015; Shaffer et al., s.a.).

1.3.1 Kvantitatiivne reaal-aja polimeraasi ahelreaktsioon (QRT-PCR)

Kvantitatiivne reaal-aja polimeraasi ahelreaktsioon (QRT-PCR) on meetod, millega saab DNA
paljundamist jalgida iga tsukli jérel reaal-ajas. gRT-PCR-i puhul kasutatakse kolme erinevat
praimerite ststeemi: juuksendela kujuga podrdtranskriptsiooni (RT — reverse transcription)
TagMan’i (néiteks Applied Biosystems), lukustatud nukleiinhappe praimeri (néiteks Exiqon)
ja poli-A sabaga praimerite susteeme (naiteks QIAGEN, Stratagene) (Schwarzenbach et al.,
2015). Vastava produkti kvantiseerimine pohineb fluorestsentsil, mille korral kasutatakse
erinevaid reportervarve, nditeks SYBR Green’i. Selleks, et mddta miRNA-de ekspressiooni
RT-PCR-iga, viiakse esmalt labi poordtranskriptsioon (Joonis 4). Selle protsessi kaigus
transkribeeritakse RNA ning saadakse komplementaarne DNA ehk cDNA (Pabinger et al.,
2014).

gRT-PCR-i puhul kasutatakse kahte meetodit: absoluutset ja relatiivset kvantiseerimist.
Absoluutne kvantiseerimine tahendab seda, et PCR signaal seotakse kalibreerimiskdveraga,
mille abil on v@imalik detekteerida uuritava miRNA koguhulka. Relatiivse kvantiseerimise
korral vorreldakse PCR-tsukli lavivaartust endogeense miRNA-ga (Schwarzenbach et al.,
2015).

RT-PCR-i abil saadud andmete analttsimiseks, néditeks miRNA-de ekspressioonimuutuste
hindamiseks, kasutatakse vordlevat lavitsikli meetodit 224“r. Esmalt saadakse RT-PCR-i
anallusil andmed uuritavate miRNA-de ja referentsi (néiteks antud t66s kasutatud cel-miR-39)
lavitstikli (Ct — threshold cycle) kesk-ja standardhélbe véartused. Seejarel tuleb leida ACt
vadrtused iga uuritava miRNA kohta, mis tahendab muutust varreldes referentsiga ehk antud
t00s normaliseerimist cel-miR-39 suhtes. Kolmandaks tuleb leida ACt véartuste keskmine
uuritavate grupis (antud t66s GDM-patsiendid ja terved rasedad) iga miRNA kohta. Jargmisena
tuleb leida uuritava miRNA AAC+ vaartus ehk uuritavate gruppi kuuluvate vaartuste muutused
iga miRNA kohta. Seejarel saabki leida 224t vaartused ehk ekspressioonitasemete muutused
(Livak & Schmittgen, 2001).

RT-PCR on odav meetod, mis vdimaldab kasutada véikseid uuritava materjali koguseid, kuid

oluline on kasutada sobivaid praimereid (Schwarzenbach et al., 2015). Uheks RT-PCR-i
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miinuseks ongi asjaolu, et selle abil pole véimalik detekteerida uusi miRNA-sid (Marabita et
al., 2016).

5! ——— 3' miRNA
5! —————— AAAA(A), 3' Poliiadeniileerimine
5' T AAAA(A), 3!
bz E'Q- SRR NV TTTT T = 5! PGOrdtranskriptsioon

Universaalse margisega
oligo-dT praimer

.

3 CLLIIITITITITTT], AAAAAL 3

VTTTTT e 5 cDNA
3 ; N VTT’T‘TT r——— Esimene PCR
5 e———u e aanaa a3 tsiikkel

miScript Primer Assay

.

miScript Primer Assay
(forward primer)

T—*"P Jargnevad PCR
e | 5 tsiiklid

3
miScript Universal Primer
(reverse primer)

Joonis 4. Poordtranskriptsioon (muudetud miScript miRNA PCR Array Handbook, 2012 jargi).

1.3.2 Mikrokiibid

Mikrokiip on korge labilaskevdimega tehnoloogia meetod, mida kasutatakse transkriptoomi
analliusimiseks (L. Chen et al., 2017). Mikrokiibiga on v@imalik ihes katses madrata rohkem
erinevaid miRNA-sid vorreldes RT-PCR-iga, kuid samas peab katse labiviimisel kasutama
suuremat kogust RNA-d ja lisaks on vaja spetsiifilisi indikaatoreid (Schwarzenbach et al.,
2015). Selle meetodi puhul on Uheks puudujéégiks see, et kéikide proovis kasutatavate
indikaatorite jaoks pole hibridisatsiooni tingimused sobivad ning iga indikaator ei pruugi

sobida ka vastava sihtmarkmolekuliga (L. Chen et al., 2017; Schwarzenbach et al., 2015).

1.3.3 Sekveneerimine

Koige esimesena kasutati DNA sekveneerimiseks kahte meetodit, milleks olid Sangeri
ensiimaatiline ja Maxam-Gilberti keemiline meetod. Maxam-Gilberti meetodi puhul
katkestatakse DNA ahel vastavate nukleotiidide (G, A, C vbi C ja T) kohalt keemilise
reaktsiooni kaigus (Maxam & Gilbert, 1977; Shendure et al., 2017). Sangeri meetodi korral
liidetakse DNA matriitsile praimer, mis jagatakse nelja tuubi, kuhu on lisatud DNA polimeraas

janeli dNTP segu. Seejarel lisatakse igasse tuubi Uiks modifitseeritud nukleotiid (ddNTP) ning
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tulemusena saadakse erineva pikkusega DNA-fragmendid (Estrada-Rivadeneyra, 2017; Sanger
et al., 1977; Shendure et al., 2017). Mdlema meetodi puhul selekteeritakse saadud DNA-
fragmendid geelelektroforeesiga (Shendure et al., 2017).

Teise polvkonna sekveneerimismeetodeid iseloomustab ulatuslik paralleelsus ja nukleiinhappe
klonaalne paljundamine (Pareek et al., 2011). RNA sekveneerimine on kdrge labilaskevdimega
teise pdlvkonna jarjendamise meetod, mille kéigus eraldatakse esmalt RNA naiteks rakkudest
vOi kudedest. Seejarel isoleeritakse erinevat tlipi RNA-d, milleks on pikad mittekodeerivad
RNA-d (Inc-RNA), ribosomaalne RNA (rRNA), vdiksed mittekodeerivad RNA-d (small
ncRNA) (miRNAd ja piRNAd) ning informatsiooni-RNA (mRNA). Isoleerimine tehakse polu-
A selektsiooni, rRNA vahendamise ja suuruse pdhjal. Jargmiseks etapiks on
poordtranskriptsioon, mil RNA konverteeritakse cDNA-ks. Edasi moodustatakse RNA
sekveneerimise raamatukogu ja toimub jarjestuse paljundamine PCR-iga (Kukurba &
Montgomery, 2015).

Kolmanda p6lvkonna kdrge labilaskevbimega sekveneerimismeetodeid iseloomustab jérjestuse
detekteerimine Uhelt nukleiinhappe (DNA, cDNA) molekulilt ning siinteesi toimumine reaal-
ajas (Joonis 5). Siia sekveneerimisemeetodite hulka kuuluvad naiteks Heliscope, SMRT (single
molecule real-time sequencer), RNAP ja Nanopoori sekveneerimine. Sekveneerimisega on
vlimalik tuvastada uusi miRNA-sid, kuid omakorda on tegemist aga kuluka meetodiga, sest

materjali kulub rohkem (Pareek et al., 2011).
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Esimese polvkonna sekveneerimine (Sanger)
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5 s T ..CTGATCT@...
5 Detekteerimine \ || e——
- - A ..CTGATCTA@®...

CTGATCTAGGCTCGCACT

..CTGATCTAGGCTCGCACT...
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Joonis 5. DNA sekveneerimise tehnoloogiad (modifitseeritud Shendure et al., 2017 jargi).
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1.4 MikroRNA-d kui haiguste biomarkerid

Kuna miRNA-sid leidub peale vere veel ka paljudes teistes kehavedelikes, kust neid on
voimalik lihtsasti eraldada ja séilitada, on neid hea kasutada erinevate haiguste biomarkeritena.
MikroRNA-de kui biomarkerite kasutamine on andnud vdimaluse uurida néiteks erinevate
vahivormide ja autoimmuunhaiguste tekkepdhjuseid ja kujunemist, kuna on v&imalik
detekteerida miRNA-de ekspressioonitasemete muutusi enne haiguse simptomite avaldumist
(Guay & Regazzi, 2013).

1.5 Diabeet

1.5.1 Esimest tuupi diabeet

Esimest tidpi diabeet (T1D) on autoimmuunne haigus, mille korral organismi enda
immuunsisteem riindab pankreases olevaid insuliini tootvaid beeta-rakke (Guay & Regazzi,
2013). T1D simptomite avaldumisel on ligi 70-90% beeta-rakkudest héavinenud (Guay &
Regazzi, 2013; Watkins et al., 2014). Beeta-rakkudes toodetav insuliin on vajalik glukoosi
transpordiks rakkudesse, kuid selle puuduse korral gliikoosi ainevahetus héirub ning organism
jaab insuliinipuudusesse (Guay et al., 2011). T1D vdib avalduda nii lapse- kui ka
taiskasvanueas. T1D osakaal koikidest diabeedijuhtumitest on 5-10% (American Diabetes
Association, 2018). T1D tekke pdhjused voivad olla seotud nii keskkonna (naiteks viirused) kui
ka geneetiliste teguritega. T1D korral peab igapéevaselt manustama insuliini, kasutades selleks

insuliinisuste voi insuliinipumpa (Katsarou et al., 2017).

1.5.2 Teist tiupi diabeet

T2D puhul on vahenenud insuliini tundlikkus, mistdttu ei oska organism insuliini efektiivselt
kasutada. T2D tekke pdhjus on multifaktoriaalne, haiguse teket soodustab ebatervislik
toitumine, vahene liikumine, tlekaalulisus ja geneetiline eelsoodumus (Guay & Regazzi, 2013).
Oht T2D kujunemiseks on nii lastel kui ka taiskasvanutel. T2D moodustab 90-95% koikidest

diabeedijuhtumitest (American Diabetes Association, 2018).

1.5.3 Gestatsioonidiabeet

Gestatsioonidiabeedi (GDM) puhul on tegemist stsivesikute metabolismi hairega, mis tekib
raseduse ajal ja taandub raseduse jargselt (Lapolla et al.,, 2009). GDM on seotud nii
rasedusaegsete kui ka siinnitusjargsete komplikatsioonidega nii emal kui ka lapsel. Rasedal
emal on oht preeklampsia tekkeks ning loodet vdib ohustada makrosoomia, hipoglikeemia,

hingamishaired ja surm (Cao et al., 2017). GDM diagnoosiga naistel on kdrgem risk haigestuda
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nii esimest (Lapolla et al., 2009) kui ka teist tliupi diabeeti (Cao et al., 2017). T1D haigestumise
risk on 50% (Lapolla et al., 2009) ja T2D v6ib vélja kujuneda ligi 70% GDM-i pddenud
rasedatel. KOige kdrgem T2D tekkesagedus on esimese viie aasta jooksul (Eades et al., 2017).
Euroopas on GDM-i esinemissagedus 2-6% juhtudest (Eades et al., 2017), Eestis on see néitaja
6% (Kirss et al., 2015).

Gestatsioonidiabeedi diagnoosimiseks on vajalik glikoositolerantsustesti (GTT) tegemine.
Esmasel vastuvotul mdoddetakse koigil rasedatel esimesel rasedustrimestril (16.-19.
rasedusnadalal) veresuhkru vaartus. GTT tehakse, kui hommikune paastuveresuhkru vaartus on
5.2 — 6.9 mmol/L vdi juhuslik veresuhkur on 7.0 — 10.9 mmol/L. Kui antud vaartused on
kdrgemad, siis on tegemist eelnevalt tuvastamata véljakujunenud diabeediga ning GTT jdetakse
ara. GDM-i korgesse riskirihma (Tabel 2) kuuluvatele rasedatele tuleb GTT teha esimesel

rasedustrimestril 2. tliupi diabeedi vélistamiseks (Kirss et al., 2015).

Raseduse teisel trimestril (24.-28. rasedusnédalal) korratakse GTT tegemine kdrgesse GDM-i
riskirihma kuuluvatele rasedatele, kui neil oli esimesel trimestril GTT normis. Samuti tehakse
sel perioodil ka GTT-rasedatele, kellel oli tekkinud raseduse ajal GDM-ile viitavaid tunnuseid
(nditeks liigne kehakaal, hipergliikeemia, polihidramnion, loote makrosoomia) (Kirss et al.,
2015).

Tabel 2. Rasedad, kes kuuluvad GDM-i kdrge riskiga rihma (Kirss et al., 2015).

GDMii kérge riskiga rihma kuuluvad rasedad

Ulekaalulised naised, kel kehamassiindeks (KMI) on raseduse eel kdrgem kui 30 kg/m?

Eelmise raseduse ajal on esinenud GDM

Anamneesis glukoositaluvuse héire

Esimese astme sugulastel (ema, isa, 6de, vend) esineb diabeet

On siinnitanud suurekaalulise (tle 4.5 kg) vastsiindinu

Anamneesis ebaselge pdhjusega lootesurm

Esineb polutsustiliste munasarjade suindroom

GTT ajal méératakse rasedatel esmalt paastugliikoosi vaartus. Seejarel manustatakse neile 75 g
glikoosi ja mdoddetakse vereseerumi glikoositaset 1 ja 2 tunni moéddudes. GDM
diagnoositakse, kui ks testi normaalvéartustest on kas vordne voi tle normi (Tabel 3). GDM-
i korral on oluline jalgida tervislikku mitmekesist toitumist. Dieetravi sobib ligikaudu 80-90%
GDM-iga rasedatele veresuhkrutaseme normaliseerimiseks, kuid 10-20% vajab ka insuliin-vdi

medikamentoosset ravi (Kirss et al., 2015).
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Tabel 3. GDM-i kriteeriumid ja vastavad veresuhkru vaartused (Kirss et al., 2015)

MGodtmise aeg Veresuhkru tase (mmol/L)
Paastusuhkur >5.1
1 tunni méddudes >10.0
2 tunni moodudes >8.5
GDM-i diagnoos Kui ks vaartus on vordne voi tle normi

Seni on vahestes toddes uuritud miRNA-sid GDM-patsientidel raseduse teisel trimestril, kui
GDM avaldub. Naiteks Zhu et al., (2015) t6ddes kasutati miRNA-de ekspressiooni uurimiseks
vereplasmat, mis oli vdetud raseduse esimesel trimestril. Leiti, et kdrgema ekspressiooniga on
miR-16-5p, mMiR-17-5p, miR-20a-5p, miR-19a-3p ja miR-19b-3p. Lisaks oli miR-20a-5p
kdrgema ekspressiooniga ka preeklampsia korral (Zhu et al., 2015). Cao et al., (2017) t66s olid
samuti miR-16-5p, miR-17-5p ja miR-20a-5p kdrgema ekspressiooniga. Proovid voeti iga nelja
nadala tagant, alates esimesest arstivisiidist kuni GDM-i diagnoosimiseni raseduse teisel
trimestril. MiR-16-5p, miR-17-5p ja miR-20a-5p olid kdrgema ekspressiooniga enne GDM
diagnoosi saamist (16.-20., 20.-24. rasedusnadalal) ja ka 24.-28 rasedusnadalal, mil tavaliselt
GDM diagnoositakse. Samuti nditasid need kolm miRNA-d Cao et al., (2017) t60s seost
insuliiniresistentsusega, mis on tks GDM-i riskifaktoritest. Cao et al., (2017) arvates vdivad
miR-16-5p, miR-17-5p ja miR-20a-5p olla potentsiaalsed GDM-i biomarkerid, kuna eristuvad

selgelt GDM-rasedate ja tervete patsientide hulgas.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Uurimist6o eesmargid

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmargiks oli vordlevalt méarata gestatsioondiabeediga
patsientide ja tervete rasedate vereplasmast mikroRNA-de ekspressiooni tasemed raseduse
teisel trimestril. VVastavad miRNA-d, mida vereplasmast mdodeti:

e miR-30d-5p;

e miR-92-5p;

e miR-195-5p.
MiRNA-de valiku aluseks oli Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini instituudi immunoloogia
osakonnas GDM-patsientidel eelnevalt l&biviidud miRNA ekspressiooniandmete anallius
kasutades selleks QIAGEN-i miScript miRNA PCR Array meetodit.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi kirjeldus ja uuringumaterjal

Uuringus osalenud rasedad suunati raseduse 2. trimestril GTT-le aastatel 2014-2016 SA TUK
Naistekliinikus. GDM diagnoositi 13 patsiendil, terveid oli 9. Kokku osales uuringus 22
uksikrasedusega naist, vanuses 19-37 aastat.

Patsientide tiihja kdhu venoosne veri koguti plasma eraldamiseks
etileendiamiintetradadikhappe  (EDTA)  Kkatsutitesse.  Verekatsuteid  tsentrifuugiti
toatemperatuuril 2000 rpm 15 minutit (Centrifuge 5424R, Eppendorf AG, Saksamaa).
Eraldatud plasma jaotati 100 pl kaupa tuubidesse ning kiilmutati. Plasmat sdilitati -80°C juures.

2.2.2 RNA eraldamine ja kontsentratsiooni médtmine

Cel-miR-39 Spike-In kontrolli saamiseks tehti kdigepealt lahus kontsentratsiooniga 2 x 10%°
koopiat/pl kohta ja selleks lisati 300 pl RNaasi-vaba vett. Saadud lahust hoiti -80°C juures.
RNA eraldamiseks vajamineva téolahuse (kontsentratsiooniga 1.6 x 108 koopiat/ul kohta)
tegemiseks lisati esmalt alglahusest 4 pl (2 x 10'° koopiat/pl kohta) 16 pl-ile RNaasi-vabale
veele ning seejarel lisati 2 pl lahusele (kontsentratsiooniga 4 x 10° koopiat/pl kohta) 48 pl

RNaasi-vaba vett.

RNA eraldamine viidi 1&8bi miRNeasy Serum Plasma kit’i abil (QIAGEN, Saksamaa). Selle
protsessi kéigus lisati igasse proovi 3.5 pl stinteetilist C. elegans miR-39 parast QIAzoli
litisireagendi todtlust, kontsentratsioonis 1.6 x 108 koopiat/ul kohta. Vastavalt vereplasma

mahule (200 pl) lisati proovile 200 ul kloroformi. Seejarel hoiti lusaati 2-3 minutit
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toatemperatuuril, tsentrifuugiti 15 minutit pdoretel 12 000 4°C juures. Peale tsentrifuugimist
koguti tlemine vesifaas uutesse tuubidesse ja lisati 900 pl 100% etanooli. Jargmisena pipeteeriti
700 pl proovi RNeasy MinElute segu ja tsentrifuugiti proovi 15 sekundit 10 000 rpm. Lisati
700 pl puhvrit RWT RNeasy MinElute segule, tsentrifuugiti 15 sekundit 10 000 rpm ja seejarel
lisati 500 pl puhvrit RPE ning tsentrifuugiti 15 sekundit 10 000 rpm. Seejérel lisati 500 pl 80%
etanooli RNeasy MinElute segule ja tsentrifuugiti 2 minutit 10 000 rpm. T60 teostati vastavalt
tootja protokollile (QIAGEN, Saksamaa). Plasma ja RNA eraldamine ning kontsentratsiooni
mddtmine teostati Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini instituudi immunoloogia osakonna
tootajate  poolt. RNA Kkontsentratsiooni mdotmiseks kasutati NanoDrop ND-1000

spektrofotomeetrit.

2.2.3 MikroRNA spetsiifilise cDNA siintees

Komplementaarse DNA (cDNA) siinteesi l&biviimiseks kasutati miScript IT RT kit’i (QIAGEN,
Saksamaa) ja 5x miScript HiSpec puhvrit. Eraldatud RNA proov lisati poordtranskriptsiooni
segusse (Tabel 4), segati ja hoiti jaal. Jargmisena inkubeeriti 60 minutit 37°C ning 5 minutit
95°C juures ja asetati segu jaale. MiScript HiSpec puhvri abil konverteeritakse ainult kiips
miRNA ning ka sSnRNA-d ja snoRNA-d poédrdtranskriptsiooni kdigus cDNA-ks, kuid miScript
HiFlex puhvrit kasutades aga kdik miRNA-d (kiips miRNA, prekursor miRNA, ncRNA ja
mRNA) (miScript PCR System Handbook, 2011).

Tabel 4. Poordtranskriptsiooni reaktsiooni komponendid

Komponent Reaktsiooni maht
5x miScript HiSpec puhver 4ul
10x miScript nukleotiidide segu 2 ul
RNaasi-vaba vesi 10 pl
miScript poodrdtranskriptaasi segu 2 ul
RNA (250 ng) 2 ul
Maht kokku: 20 pl

2.2.4 Reaal-aja polimeraasi ahelreaktsioon (RT-PCR)

RT-PCR-i l&biviimiseks kasutati miScript SYBR Green PCR kit’i (QIAGEN, Saksamaa) koos
mMiRNA spetsiifiliste praimeritega (Tabel 5), mis nditasid kdige kdrgemat ekspressiooni Tartu
Ulikooli immunoloogia osakonnas eelnevalt labiviidud miRNA ekspressiooniandmete
analutsis, kasutades QIAGEN-i miScript miRNA PCR Array meetodit. Praimerid telliti
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QIAGEN-ist. RT-PCR-i reaktsioonisegu koostis on valja toodud tabelis 6. cDNA
analliusimiseks kasutati ViiA™ 7 RT-PCR masinat (Applied Biosystems, USA) ning RT-PCR-
I tsukli programm on Kirjas tabelis 7.

Tabel 5. Praimerid

Praimer Jarjestus
cel-miR-39-3p 5'UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
hsa-miR-30d-5p 5'UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
hsa-miR-92-3p S'UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-195-5p S'UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC

Tabel 6. RT-PCR-i reaktsioonisegu koostis

Komponent Kogus (maht ja proovide arv)
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master

Mix 5 ul x 83
10x miScript Universal Primer 1l x83
10x miScript Primer Assay 1plx83
RNaasi-vaba H,0O 2 pl x 83

cDNA <1yl

Maht kokku: 774 pl

Tabel 7. RT-PCR-i programm

Etapid Temperatuur (°C) Aeg Korduste arv
Pol_ume(aaSI 95 15 minutit 1
aktivatsioon

Denaturatsioon 94 15 sekundit
Produkti 55 30 sekundit 40

paljundamine 70 30 sekundit

Sulamiskdvera % 15 sekund_|t
analiiiis 60 60 mlnutlj( 1

95 15 sekundit

2.2.5 Andmete analilis

Andmete analiiisimiseks kasutati RStudio tarkvara. Tulemusi analiiisiti Welchi t-testi ja
kohandatud lineaarse regressiooni abil ning andmed kohandati kehamassiindeksile ja
rasedusnédalale. Statistiliselt oluliseks loeti tulemused, millel p-vééartus oli vaiksem kui 0.05.
MikroRNA-de ekspressioonitasemete muutuste hindamiseks kasutati 224t meetodit (Livak &
Schmittgen, 2001).
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Uuritavate kirjeldus

GDM-patsientide ja tervete rasedate Kliiniliste andmete vdrdlus on toodud tabelis 8. GDM-

uuritavad erinesid tervetest rasedatest kdrgema KMI, rasedusnédalate ja veresuhkru néitajate

poolest. Lisaks on tabelis 8 valja toodud andmed rasedusaegsete komplikatsioonide (mille all

on mobeldud é&hvardavat raseduse katkemist,

enneaegset sunnitust ja rasedusaegset

hlpertensiooni), lapse diagnoos sunnitusel ja sinnituse viis GDM-patsientide ja tervete

patsientide hulgas.

Tabel 8. Uuritavate valim ja kirjeldus

GDM (n =13) Terved (n=9) P-
(keskvaartus = (keskvaartus = vaartus
SH) SH) (t-test)
Vanus 31.15+£45 28.11+45 0.128
Kehamassiindeks 28.58 £ 6.3 21.36 1.7 0.0003
Rasedusnéadal 2745+2.1 254117 0.019
Paastusuhkur (mmol/L) 52%0.6 45+0.2 P <0.001
Veresuhkur
Tx1 2% <0.
e 60 minuti GTT-testi 9.7+ 18 62+ 16 P <0001
veresuhkru vaartus (mmol/L)
e 120 minuti GTT-testi
7.4+£1.2 54+1.38 P <0.001
veresuhkru vaartus (mmol/L)
Rasedusaegsed esines 5 0
komplikatsioonid® | ei esinenud 6 0
) terve 9 6
Lapse diagnoos
) makrosoomne,
stinnitusel® _ 2 0
hipoglikeemia
_ B vaginaalne 10 5
Sunnituse viis?
sekkutud 1 1

& Andmed olid olemas 11 GDM patsiendi ja 6 kontrollgrupi raseda jaoks. SH — standardhalve.
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2.3.2 MikroRNA-de ekspressioon

Tulemustest selgus, et kdigi kolme mikroRNA (miR-30d-5p, miR-92-5p ja miR-195-5p)
ekspressioonitasemete muutused olid positiivsed ehk kdrgema ekspressiooniga GDM-

patsientidel. MiR-195-5p ekspressioonitaseme muutus oli kdige kdrgem (Tabel 9).

Tabel 9. Kolme miRNA (miR-30d-5p, miR-92-5p ja miR-195-5p) ekspressiooni muutused
koos p-véértustega

. o P-vaartus (lineaarne
MiRNA Ekspressiooni muutus )
regressioon)
miR-30d-5p 2.37 0.009
miR-92-5p 4.25 0.003
miR-195-5p 7.53 0.002
2.3.3 Arutelu

Antud bakalaureusetdd eesmargiks oli vorrelda kolme erineva mikroRNA (miR-30d-5p, miR-
92-5p ja miR-195-5p) ekspressiooni gestatsioonidiabeediga patsientide ja tervete rasedate
hulgas. MiRNA-de valik tehti Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini instituudi immunoloogia
osakonnas GDM-patsientidel eelnevalt labiviidud miRNA ekspressiooniandmete anallusi
pdhjal. Proovid voeti raseduse teisel trimestril (24.-28. rasedusnadalal). K&ik uuritavad
miRNA-d olid kdrgema ekspressiooniga GDM-patsientidel ning kdige suurema
ekspressioonivaartusega oli miR-195-5p.

MikroRNA-de ekspressioonivaartuseid normaliseeriti slinteetilise C. elegans miR-39 abil,
kuna vereplasmas ja -seerumis ei leidu referents-miRNA-sid ehk tihtegi snoRNA-d, mistottu
normaliseerijatena neid kasutada ei saa (miScript miRNA PCR Array Handbook, 2012). Sellisel
juhul on kasutatud referentsina miR-16. Samas, Madadi & Soleimani, (2019) artiklis toodi
valja, et miR-16 pole sobilik normaliseerija, kuna selle ekspressioon voib siiski haiguste eri-

staadiumites erineda.

MIiR-30d ekspressiooni GDM-patsientidel on varasemalt uuritud vaid Uhes t66s (Jiandong Li et
al., 2015), kus uuriti miR-30d ekspressiooni GDM-patsientide ja tervete rasedate platsentas.
Nad leidsid, et miR-30d oli madalama ekspressiooniga GDM-platsentas ning seostasid seda
makrosoomia tekkega, kuna miR-30d Uheks sihtmargiks on EGFR (epidermal growth factor
receptor) signaalirada, millel on oluline roll makrosoomia tekkel (Guarino et al., 2018;
Jiandong Li et al., 2015). Lisaks Nunez Lopez et al., (2018) leidsid Ulekaaluliste ja T2D
uuritavate rasvkoest voetud analtitiside pdhjal, et miR-30d oli kdrgema ekspressiooniga ning
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pakkusid vélja, et sel vBib olla seos neil patsientidel esineva insuliiniresistentsusega ja T2D

kujunemisega.

GDM-patsientidel leitud kdrgem miR-92-5p vdib viidata neil patsientidel esinevale
metaboolsele stindroomile (Karolina et al., 2012). Lisaks vdib see viidata ka makrosoomiale.
Jing Li et al, (2015) uurisid rasedatel miR-17-92 Klastrisse kuuluvate miRNAde
ekspressioonitasemeid ning leidsid, et miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a ja miR-92 olid
kdrgemate ekspressioonitasemetega makrosoomsete loodete platsentas. Huvitaval kombel
tuvastati nende naiste seerumis miR-17, miR-18a, miR-19a ja miR-92 madalam ekspressioon
(Jing Li et al., 2015).

miR-195-5p kdrgem ekspressioon vdib olla seotud T2D kujunemisega (Herrera et al., 2010).
Herrera et al., (2010) uurisid miR-195 ekspressiooni T2D rotimudelil ehk Goto-Kakizaki (GK)
rottidel ning leidsid neil miR-195 kdrgema ekspressiooni. Yang et al., (2014) analtdsisid aga
inimese maksarakkudest vdetud proove ja leidsid, et miR-195 on kbrgema ekspressiooniga.
MIiR-195 otseseks sihtmargiks on insuliini retseptor (INSR — insulin receptor) ning miR-195
kdrge ekspressiooni korral taheldati, et see spetsiifiline miRNA takistab INSR ekspressiooni.
Sellisel juhul on hairunud insuliini signaliseerimine ja glikoosi metabolism (Yang et al., 2014).
Lisaks arvavad nad, et sel v6ib olla seos insuliiniresistentsuse ja T2D kujunemisega. Karolina
et al., (2012) leidsid miR-195 positiivse seose KMI ja vererdhuga ning arvavad, et miR-195
vOib olla tiheks teguriks metaboolse sindroomi kujunemises. Gunel et al., (2018) uurisid miR-
195 ekspressiooni preeklampsiaga rasedate vereplasmast ja platsentast véetud proovide pdhjal.
Nad tuvastasid, et miR-195 oli madalama ekspressiooniga platsentast analltsitud proovides,

kuid vereplasmast miR-195 ekspressiooni ei detekteeritud.

Varasemalt on miR-30d-5p uuritud GDM-patsientidel teadaolevalt vaid tihes uurimistéos, kuid
miR-92-5p ja miR-195-5p kohta teated puuduvad (kui immunoloogia teadusgrupis 2018. aastal
ilmunud t66 vélja arvata (Tagoma et al., 2018)). Detekteeritud miRNA-d v@ivad olla seotud nii
diabeedi kujunemise kui ka raseduse komplikatsioonidega, mis esinevad GDM-patsientidel
(Herrera et al., 2010; Jiandong Li et al., 2015; Jing Li et al., 2015; Nunez Lopez et al., 2018).

26



KOKKUVOTE

Antud bakalaureusetd6 eesmargiks oli vordlevalt méarata kolme spetsiifilise mikroRNA (miR-
30d-5p, miR-92-5p ja miR-195-5p) ekspressioonitasemete muutuseid gestatsioonidiabeediga

patsientide ja tervete rasedate hulgas.

Leiti, et kdik kolm mikroRNA-d (miR-30d-5p, miR-92-5p ja miR-195-5p) on kdrgema
ekspressiooniga gestatsioonidiabeediga patsientide hulgas ning kdige kdrgemat ekspressiooni
naitas miR-195-5p. Antud t66s uuritud miRNA-d on GDM-patsientidel tles reguleeritud ning
vOivad omada olulist rolli GDM-i patogeneesis kui ka nendel naistel esineda vdivate

raseduskomplikatsioonide kujunemisel.
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MiR-30d-5p, miR-92-5p and miR-195-5p expression in gestational diabetes

mellitus patients blood plasma during second pregnancy trimester

Evelin Kumpel

Summary

Gestational diabetes mellitus is a carbohydrate metabolism disorder that occurs only during
pregnancy. In addition, gestational diabetes mellitus increases the risk of pregnancy
complications that can have an influence on the pregnant woman, but also on the embryo. What
is more, gestational diabetes mellitus patients have a higher risk of developing type 1 or type 2
diabetes in the future. Several researches have shown a connection between microRNAs and
gestational diabetes mellitus. MicroRNAs are small RNA molecules, which regulate gene
expression at post-transcriptional level.

The purpose of this bachelor’s thesis was to comparatively determine the expression levels of
three specific microRNAs (miR-30d-5p, miR-92-5p, miR-195-5p), which were measured from
the blood plasma of patients with gestational diabetes mellitus and healthy pregnant women
blood plasma. Samples were collected during second trimester of pregnancy, when gestational

diabetes mellitus is usually diagnosed by a glucose tolerance test.

The findings in this thesis indicate that miR-30d-5p, miR-92-5p and miR-195-5p are expressed
higher in the patients of gestational diabetes mellitus and miR-195-5p have the highest
expression. Therefore, the patients of gestational diabetes mellitus differed from healthy
pregnant women in higher body mass index, pregnancy weeks and blood glucose results.
Overall, this thesis presents correlation of those specific microRNAs in the occurence of

gestational diabetes mellitus.
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