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KASUTATUD LUHENDID

AUC - kurvi alune pindala (area under the curve)

cDNA — RNA pohjal poordtranskriptsioonil saadud DNA (complementary DNA)
CCL-2 — kemokiini ligand 2 (chemokine ligand 2)

CCL-5 — kemokiini ligand 5 (chemokine ligand 5)

DGCRS - kaheahelalise RNAga seonduv valk (DiGeorge Syndrome Critical Region 8)
EMT - epiteliaal-mesenhlimaalne transitsioon (epithelial-to-mesenchymal transition)
ER — Ostrogeeni retseptor (estrogen receptor)

IL-8 — a- kemokiin Interleukiin- 8 (CXCLS)

ISH — in situ hibridisatsioon (in situ hybridization)

KMI — kehamassiindeks

LNA — LNA ahel koosneb modifitseeritud riboosidega RNA nukleotiididest (locked
nucleic acid)

MET — mesenhlimaal-epiteliaalne transitsioon (mesenchymal-to-epithelial transition)
MIRNA — mikroRNA

mIncRNAd — mRNA sarnased mittekodeerivad RNAd (mRNA-like noncoding RNAS)
PR — progesterooni retseptor (progesterone receptor)

pre-miRNA — prekursor miRNA

pri-miRNA — primaarne transkript, mis tehakse miRNA geenide pealt

gRT-PCR - kvantitatiivne reaal-aja polimeraasi ahelreaktsioon (quantitative real-time
polymerase chain reaction)

RISC — mitmest valgust koosnev struktuur, mis miRNAga seondunult osaleb
geeniekspressiooni regulatsioonis (RNA-induced silencing complex)

RNAI — RNA interferents (mehhanism, mille kdigus RNA molekulid suruvad
posttranslatsiooniliselt geenide aktiivuse ja ekspressiooni maha)

RNU — véike nukleolaarne RNA (snoRNA- small nucleolar RNA)

ROC - (receiver operating characteristic curve)

SD — standardhalve (standard deviation)

SELDI-TOF MS - pinna-taiustatud ioniseerival kiirgusel ehk laseril pdhinev desorptsioon-
ioniseerimise lennuaja massispektromeetria (ingl. k. surface-enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)

SRNA — véike-RNA (small RNA)



TGF — tuumori kasvufaktor (tumor growth factor)

UTR — mittekodeeriv regioon (untranslated region)

ZEB valgud — "tsink-sdrmed" ttupi transkriptsioonifaktorid (Zinc finger E-box-binding
homeobox 1)



SISSEJUHATUS

Endometrioos on sage pdletikuline krooniline haigus, mida p&hjustab endomeetriumi
sarnase koe paiknemine véljaspool emakat ja mis vOib tugevalt langetada nii naise
elukvaliteeti kui viljakust. Endometrioosi tépseks diagnoosimiseks kasutatakse
laparoskoopilist labivaatust, mille kaigus hinnatakse endometrioosikollete olemasolu ja
levikut. Samas on laparoskoopilise operatsiooni ndol siiski tegemist naise tervisele
potentsiaalselt ohtliku protseduuriga ning seetGttu suunatakse operatsioonile eelkdige
kindlalt endometrioosile viitavate kaebustega patsiendid. Paraku on ndidatud, et kuni 20%
endometrioosijuhtudest kulgeb kergete simptomitega vdi on asimptomaatilised, omades
ainukese kaebusena viljatust ning sellised patsiendid j&&vad sageli laparoskoopia
sihtgrupist valja. Sellistel juhtudel oleks palju kasu biomarkeritest, mille abil saaks

endometrioosi tuvastada mitteinvasiivsel meetodil, nditeks verest v8i uriinist.

Juba mdnda aega on uuritud rakuvaba DNA ja RNA esinemist vereplasmas ja -seerumis
ning on leitud, et nende ekspressiooni on voimalik mitmesuguste meetodite abil méérata.
Uheks enim huvipakkuvaks vdimalike biomarkerite grupiks peetakse mikroRNAsid ehk
miRNAsid, mis on lihikesed Uheahelalised mittekodeerivad RNAd. miRNAd osalevad
vaga paljude rakuliste protsesside reguleerimises ule organismi. Tsirkuleerivad miRNAd
on stabiilsed ning vastupidavad mitmesugustele vélistele teguritele ja mdjutustele, mis

muudab nad sobilikeks potentsiaalseteks biomarkeri kandidaatideks.

Mitmesuguste haiguste puhul on naidatud miRNAde ekspressioonitaseme muutuseid ning
selliseid haigusspetsiifilisi avaldumisprofiile saaks kasutada ka endometrioosi
usaldusvaarseks diagnoosimiseks. Oma t66s valisime uuritavateks miRNAde riihmaks
miR-200 perekonna, kuna varasemalt on ndidatud nende muutunud ekspressioonitasemeid

endometrioosihaigete endomeetriumis ja endometrioosikolletes.

Ké&esoleva magistritd6 eesmark oli uurida, kas miR-200 perekonna liikmete hulgas leidub
sobivaid mitteinvasiivseid biomarkereid endometrioosi diagnoosimiseks. Uurimus viidi
labi Reproduktiivmeditsiini TAK AS-s.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ldhitdlevaade mikroRNAdest
1.1.1 mikroRNAd

mikroRNAd (miRNAd) on lihikesed (~22 nukleotiidsed) iheahelalised mittekodeerivad
RNAd, mis mdjutavad valke kodeerivate geenide avaldumist transkriptsioonijargselt.
miRNA seostub komplementaarselt marklaud-mRNA (ingl. k. messenger RNA)
3'mittetransleeritavale (ingl.k. UTR — untranslated region) jarjestusele, mis viib mRNA

lagundamiseni vdi translatsioonilise repressioonini (Ulevaateartiklist Bartel, 2004).

Tanapéevaste analliisiprogrammidega on tuvastatud suur hulk miRNAsid ja nende geene
nii inimese kui paljude loomade, taimede ja viiruste genoomides (lilevaateartiklist Zhang
jt., 2007). Kdigi nende puhul on néidatud, et miRNA geenide arv jadb arvatavasti umbes 1-
5% l&hedale organismi ennustatud geenide koguarvust (tlevaateartiklist Zhang jt., 2007).
miRBase andmebaasi (www.mirbase.org) andmetel on inimesel praeguseks (seisuga 22.
mai 2014) leitud 2578 miRNA prekursor jarjestust.

miRNAd reguleerivad imetajates hinnanguliselt kuni 30% valke kodeerivate geenide
aktiivsusest (Filipowicz jt., 2008). Funktsionaalsete uuringute po&hjal arvatakse, et
miRNAd osalevad peaaegu kdikide senini uuritud rakuliste protsesside regulatsioonis ning
on leitud, et nende ekspressioon on muutunud erinevate patoloogiliste seisundite korral
(Kloosterman jt., 2006; Chang ja Mendell, 2007). Muuhulgas on n&idatud miRNAde
olulist rolli arengu kontrollis, apoptoosis, raku proliferatsioonis, organite arengus,
hematopoeetilises rakkude diferentseerumises ning patogeen-peremees interaktsioonides
(Ulevaateartiklist Bartel, 2004; Nair ja Zavolan, 2006).

Alates 2000. aastast on erinevates organismides pidevalt avastatud uusi miRNAsid ja
nende geene, mille puhul saab rdadkida ekspressioonist nii organismi erinevates
arenguetappides kui ka erinevates rakutttpides (llevaateartiklist Bartel, 2004). miRNAde
ruumilise paiknemise analutsid on naidanud, et miRNAd ekspresseeruvad arengu jooksul
véga koespetsiifiliselt, mis viitab sellele, et miRNAd osalevad koespetsiifika ja -identiteedi
méaaramisel ning séilitamisel (Kloosterman jt., 2006b; Wienholds jt., 2005). Lisaks
koespetsiifilisele 1&henemisele on tehtud uurimusi, mis réhutavad tihe miRNA potentsiaali
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osaleda selgelt eristatavates radades mitmes koes ehk omada ronkem kui thte rolli (Chang
ja Mendell, 2007). Seda vdimaldab asjaolu, et (iks miRNA vGib interakteeruda rohkem kui
uhe marklauaga, kuna miRNA ja mRNA vaheline paardumine ei pea olema taielikult
komplementaarne. Ka vastupidi, Uhte mérklauda voivad reguleerida erinevad miRNAd
(Dong jt., 2013).

Lisaks osalemisele mitmesugustes organismide normaalseks elutegevuseks vajalikes
protsessides on miRNAd seotud paljude haigustega, erilist tahelepanu on p&dratud
miRNAde ja vahi vaheliste interaktsioonide uurimisele (Chang ja Mendell, 2007).
Praeguseks on ndidatud miRNAde osalust peaaegu koigi vahitiiupide puhul (Li jt., 2009).
Lisaks sellele on teadlased katsete ja assotsiatsiooniuuringute kéigus leidnud muutuseid
miRNA ekspressioonis nditeks kardiovaskulaarsete haiguste (van Rooij jt., 2006; Edwards
jt.,  2010), autoimmuunhaiguste (Sonkoly jt.,, 2007; Stanczyk jt., 2008) ja
neurodegeneratiivsete haiguste (Christensen ja Schratt, 2009) korral.

1.1.2 miRNAde biogenees

miRNAde geenid vdivad olla Uhtlaselt tle genoomi laiali jaotunud v6i olla koondatud
Klastritesse, kust neid ilmselt transkribeeritakse multitsistroonse primaarse transkriptina
(Lagos jt., 2001; Lau jt., 2001; Baskerville ja Bartel, 2005). On néaidatud, et sellistesse
Klastritesse kuuluvatel miRNAdel vdib olla lksteisega funktsionaalne seos (Baskerville ja
Bartel, 2005). Ule poole miRNAdest asub oma peremeesgeenide intronites ning
koekspresseerub neid Umbritsevate valke kodeerivate jarjestustega, aga mdned vdivad
parineda ka primaarsetest transkriptidest ning jagada nendega promooterit (Baskerville ja
Bartel, 2005; Rodriguez jt., 2004; Osokine jt., 2008 ). Oluline osa miRNA geene paikneb
intergeenses regioonis (Lagos jt., 2001; Lee jt., 2001; Bartel, 2004), mis viitab sellele, et
tbendoliselt ~ moodustavad nad  iseseisva  promooteriga  transkriptsioonitihiku
(Ulevaateartiklist Bartel, 2004; Kim, 2005). Umbes 10% miRNAdest transkribeeritakse
valke mittekodeerivate RNAde (mIncRNAd- mRNA-like noncoding RNAs) eksonitelt
(Erdmann jt., 2000).

Loomset paritolu miRNAde transkriptsioon toimub tuumas RNA poliimeraas Il (Pol 1)
(Yoontae jt., 2004) abil (joonis 1), pri-miRNA protsessib vdiksemaks vahethendiks RNaas

Il endonukleaas Drosha, mis 18ikab mdlemat RNA ahelat juuksendel-struktuuri (ingl.k.



stem-loop) basaalse osa l&dhedalt (Lee jt., 2003). Selle tulemusena moodustub 60-70 (110)
nt pikkune juuksendel-struktuuriga prekursor-miRNA (pre-miRNA) (Lee jt., 2002,
Almeida jt., 2011). Drosha moodustab kompleksi koos DGCR8-ga (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8), millel on kaks kaheahelalist RNAd (dsRNA) siduvat domaéni (Jinju jt.,
2004). llma DGCRS osaluseta pri-miRNA kilipsemist ei toimu (Landthaler jt., 2004).

RNA Pol Il viib l

13bi
transkriptsiooni '
QJ) } Qf Pri-miRNA
TmGpppG {/ 4= PolyA
Drosha-DGCR8
18ikab pri-miRNAL
-

} Pre-miR

Exportin 5

RISC  5p =3’

Translation \ uuwu G’””AM
- I.c‘f..'

Translatsiooniline repressioon Degradatsioon Deadentleerimine

N

Joonis 1. RNA poliimeraas Il viib 1&bi transkriptsiooni, tekib pri-miRNA. Drosha I6ikab
moodustunud transkripti lihemaks juuksendel-struktuuriga pre-miRNAks. Viimase
transpordib Eksportiin-5 tuumast vélja tsitoplasmasse. Seal I6ikab endonukleaas Dicer
pre-miRNAd nii, et tekib 3" Uleulatuvate otstega mMiIRNA-miRNA* dupleks, millel pole
enam lingu kiljes. Dupleksi juhtiv ahel seondub RISC kompleksiga. RISC kompleksiga
seondunult vdib miRNA regulatsiooniline aktiivsus marklaud-mRNAIle avalduda kolmel
moel: translatsiooniline repressioon, mérklaua degradatsioon vai deadentleerimine. Millise
mehhanismi kaudu toimub geeniekspressiooni kontroll, sdltub miRNA ja mérklaud-mRNA
vahelise komplementaarsuse ulatusest.

Joonise algallikas: Cordes jt., 2010, modifitseeritud.
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Eksportiin-5 ja Ran-GTP transpordivad pre-miRNA tuumast tsiitoplasmasse (Yi jt., 2003;
Lund jt., 2004), kus ensutim Dicer (RNaas I1I) tunneb &ara pre-miRNA kaheahelalise osa
ning I6ikab dupleksi mdlemat ahelat, nii et selle kiiljest vabaneb pre-miRNA lingu osa ning
basaalsed aluspaarid. Alles jadb 5’ fosfaatide ja 3’ Uleulatuvate otstega ebatéielik miRNA
dupleks, mille ahelate eristamiseks kasutatakse jarelliiteid -3p ja -5p (kasutatud on ka
tahistust miRNA-miRNA*). Dupleks sisaldab kipset miRNAd ning sellega sarnast
fragmenti, mis tuleneb pre-miRNA teisest Olast (Bartel, 2004). Organismis koguneb see
dupleksi ahel, mis tihineb RISC (RNA-induced silencing complex) kompleksiga (Khvorova
jt., 2003; Schwarz jt., 2003) — sisaldab Dicerit, Argonautide perekonda kuuluvat valku ning
veel mitmeid komponente (Hutvagner ja Zamore, 2002). Varem arvati, et dupleksi teine
ahel enamasti lagundatakse. Viimase aja uurimused on aga ndidanud, et sageli vdivad
molemad dupleksi ahelad olla funktsionaalsed ning osaleda geeniekspressiooni
regulatsioonis (Yang jt., 2011). Oma bioloogilise funktsiooni tditmiseks peab miRNA
seonduma mRNAle. Reeglina toimub mérklauaga paardumine mRNA 3’ UTR kaudu, aga
on (ksikuid andmeid, et seondumine vdib toimuda ka 5" UTR vOi kodeerivale jarjestusele
(Jopling jt., 2005; Tay jt., 2008). RISC kompleksiga thinenud miRNA maarab marklaud-
MRNA degradatsiooni, kui nende vahel on piisav komplementaarsus, ning translatsiooni
inhibitsiooni, kui ahelate paardumine pole killalt taielik, kuid mRNAI on siiski miRNAga
komplementaarseid jarjestusi (Hutvagner ja Zamore, 2002; Zeng jt., 2002, 2003; Doench
jt., 2003). Guo jt. kasutasid 2010. aastal ribosoomi profiile maaramaks, milline on
vahekord mRNA degradatsiooni ja translatsiooni inhibitsiooni vahel. Teadlased vdrdlesid
uledldist moju valkude tootmisele ning efekti mMRNAde tasemele ning jareldasid katsest, et
translatsiooni inhibitsiooni méju (MiIRNA marklaud-mRNAde tase ei muutunud) valkude

taseme kontrollimisel on véike ning domineerib mMRNA degradatsiooni mehhanism.

1.1.3 Vereplasma mikroRNAd mitteinvasiivsete biomarkeritena

Mitmete haiguste uurimisel, nditeks erinevate vahitiiipide puhul, on Uheks eesmérgiks
leida rutiinselt ning lihtsalt méddetavad stabiilsed biomarkerid. Eelistatud on biomarkerid,
mille proovidest tuvastamine pohjustaks patsiendile vdimalikult véhe ebameeldivusi.
Vorreldes biopsiaga on vere vdi mdne muu kehavedeliku proovi votmine lihtne ning
vaheinvasiivne meetod. Uuringutega on néidanud, et vereseerumis ja teistes kehavedelikes
on voimalik detekteerida rakuvaba DNA ja RNA olemasolu (Mandel ja Métais, 1948;
Stroun jt, 1977; Haas jt., 2008). Vastupidiselt rakuvabale mRNAle on kehavedelikes
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esinevad miRNAd véga stabiilsed, pidades vastu ka mitmetele &armuslikele tingimustele,
nagu keetmine, mitmekordne kilmutamine ja Glessulatamine, madal ja kdrge pH
(Ulevaateartiklist Brase jt., 2010).

Veres tsirkuleerivad miRNAd périnevad enamasti vererakkudest endist (Duttagupta jt.,
2011; Pritchard jt., 2011), kuid rakuvaba miRNA allikaks vGivad olla ka teistest kudedest
vOi organitest parit rakud. Seerumis ja plasmas leiduvad miRNAd vbivad parineda
mitmesugustest allikatest ning enamik rakuvaba miRNAd on seotud kandjamolekulidega
(Ulevaateartiklist Mo jt., 2012). Uhe teooria kohaselt vabaneb rakuvaba RNA passiivselt
kahjustatud vOi vigastatud koest. Naiteks on pérast slidamekoe vigastust tuvastatud
seerumis ainuomaselt siidames ekspresseeruv miR-208 (Ji jt., 2009). Teiseks on naidatud,
et MRNAde ja miRNAde rakkudevaheline tlekanne vdib toimuda mikrovesiikulite,
apoptootiliste kehakeste ja eksosoomide abil (Valadi jt., 2007; Hunter jt., 2008; Zernecke
jt., 2009). Eksosoomid on keskmiselt 30-100 nm labim&dduga, mitmesuguse funktsiooni ja
ulesandega osakesed, mis paiknevad multivesikulaarse keha (MVK) ehk hilise endosoomi
sees ning selle fuseerumisel plasmamembraaniga vabanevad rakuvalisesse ruumi ning sealt
edasi vereringesse (Turchinovich jt., 2011; Raposo ja Stoorvogel, 2013). Mikrovesiikulid
on suuremad, 50 nm kuni 1 um ldbimodduga raku vélismembraanilt punguvad osakesed
(Koska jt., 2013). Apoptootilised kehakesed vdivad olla kuni 5 pm 14bimddduga ning
vabastatakse apoptootiliste signaalide toimel ebakorrapérastest raku valjasopististest
(Akers jt., 2013; Dong jt, 2013). Selline membraanidega osakeste slsteem aitab
miRNAsid kaitsta ekstratsellulaarses ruumis esinevate RNaaside eest ning seeldbi
suurendab nende stabiilsust (Dong jt., 2013). Eksosoome produtseerivad peaaegu koik
rakutiibid, nii hematopoeetilist ja neuraalset péritolu rakud kui ka immuun- ja
kasvajarakud jt (Thery jt., 2009; Ulevaateartiklist Brase jt., 2010). Lisaks on téheldatud, et
miRNAd voivad veres olla mitte-vesikulaarselt, seotuna lipoproteiinide (Vickers jt., 2011)
vOi RNAd siduvate valkudega. miRNAsid transpordivad nditeks Argonaut valkude
perekonna esindajad, mis neid ekstratsellulaarses ruumis degradatsiooni eest kaitsevad

ning stabiilsuse tagavad (Arroyo jt., 2011).

Tervetel indiviididel on seerumile omaste miRNAde tase stabiilne (Chen jt., 2008; Gilad
jt., 2008) ning nende profiil sarnane neid Umbritsevate vererakkude omaga (Chen jt.,
2008). Filtreerimised ja erinevad tsentrifuugimise eksperimendid on ndidanud, et seerumi

miRNAJ ei parine siiski ainult neid Umbritsevatest vereringes tsirkuleerivatest rakkudest
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(Mitchell jt., 2008). Chen jt. analisisid 2008. aastal tervete ja vahihaigete vereseerumi ja -
rakkude miRNA sisaldust ja leidsid, et vahihaigetel patsientidel on rakkude ja seerumi
miRNA profiil teineteisest oluliselt erinev. See viis jarelduseni, et mdned spetsiifilised
vahihaigete seerumi miRNAd ei périne ilmselt verest, vaid tGenéoliselt kasvajarakkude voi
neoplastiliste muutustega koest. Muutused seerumi miRNAde tasemetes on detekteeritavad
ja voivad olla mérgiks mitmesugustest flisioloogilistest voi patoloogilistest muutustest.

Esimesed uurimused tsirkuleerivate miRNAde vdimalikust kasutamisest biomarkeritena
avaldati 2008. aastal. Lawrie jt. voOrdlesid difuusse suurerakulise B-raku lumfoomi
patsientide ja tervete kontrollide vereseerumis miR-155, miR-210 ja miR-21 tasemeid ning
leidsid, et vastavate miRNAde tase oli véhihaigete seerumis tdusnud (Lawrie jt., 2008).
Chen jt. uurisid oma t66s nii tervete inimeste mMIRNA profiile kui ka
ekspressioonimuutuseid vahi ja Il tiupi diabeedi korral ning pakkusid vélja, et miRNAde
ndol voiks tegemist olla uute lootustandvate biomarkeri kandidaatidega (Chen jt., 2008).
Sellest ajast peale on analulsitud seerumi ja plasma miRNAde taset vaga mitmete haiguste
puhul, nditeks osteoartriit, erinevad vahitlibid, mitmesugused neurodegeneratiivsed
haigused ja aju patoloogiad nagu Parkinsoni ja Alzheimeri tdbi, autism ja skisofreenia
(Almeida ja Calin, 2011; Suryawanshi jt., 2013; llevaateartiklist Sheinerman ja Umansky,
2013).

Uha kasvav trend on miRNAde diagnostiline skriinimine ka giinekoloogiliste patoloogiate
korral. Glinekoloogilistest haigustest Ghe osa moodustavad pahaloomulised kasvajad ja
endometrioos. Palju tadhelepanu podratakse nii endometrioosi kui ka vahkidest sageli
esinevate endomeetriumi ja emakakaela kasvajate uurimisele ja nende diagnoosimiseks
biomarkerite otsimisele (Moreno-Moya jt., 2013). miRNAde hulgast otsitakse nende
haiguste jaoks markerikandidaate mitmel pdhjusel. Esiteks on teada, et osadel miRNAdel
on oluline regulatoorne funktsioon vahi patogeneesis, kus nad toimivad tuumorsupressorite
vOi onkogeenidena (Volinia jt., 2006; Calore ja Fabbri, 2011). Endometrioos on
healoomuline haigus, kuid endometrioosikolletel on vahikolletega nii arengulisi kui
molekulaarseid sarnasusi (llevaateartiklist Varma jt., 2004). Teiseks on praeguseks
korduvalt ndidatud miRNAde muutunud ekspressiooni mitmete guinekoloogiliste haiguste
puhul, seal hulgas ka eelmainitud endometrioosi ja endomeetriumi véhi korral (Gilabert-
Estelles jt., 2012).
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1.1.4 miRNAde maaramise meetodid

miRNAde kasutamiseks mitteinvasiivsete markeritena peab olema véimalik neid
Kliinilistest proovidest, nditeks vereplasmast vOi -seerumist, tdpselt ja usaldusvéarselt
madrata (Andreasen jt., 2010). Mé&arata saab nii miRNAde esinemise koosseisu kui ka
suhtelist rohkust proovis. Téanapédeval kasutatakse miRNAde ekspressiooni tuvastamiseks
ja anallusiks pohiliselt kvantitatiivset reaal-aja PCRi (qRT-PCR) ja mikrokiibi
tehnoloogiat (Jensen jt, 2011), aga ka miRNAde in situ hubridiseerimist ning
stivasekveneerimist (Zhang ja Zeng, 2011). Uus tehnoloogia on Nanostring nCounter, mis
kasutab fluorokroomidega mérgistatud stinteetilisi RNA segmente, mille pdhjal luuakse
spetsiifilised molekulaarsed triipkoodid (Geiss jt., 2008).

Kipsete miRNAde hulka proovis on tehniliselt raske maarata mitmel pdhjusel. Esiteks on
nende tase vorreldes totaalse RNAga tisna madal, seda eriti vereplasma proovides. Teiseks
on nad luhikesed, mis raskendab PCR ja hibridisatsioonipShiste meetodite kasutamist,
kuna klassikalised PCR praimerid on miRNAdega sarnase pikkusega ning
hlbridisatsioonireaktsioonides on lthikest sondi selektiivseks detekteerimiseks raske
margistada (Abraham jt., 2010). Lisaks esineb homoloogiat miRNA riihmade vahel ning
kiipse miRNA jarjestus esineb ka pri-miRNA ja pre-miRNA transkriptis (Jensen jt., 2011).
Viimase asjaolu tdttu peab kvantifitseerimisel kasutatav miRNAd dratundev jarjestus
olema spetsiifiline just kiipse vormi suhtes. Nii gqRT-PCR kui ka mikrokiibid p6hinevad

kipsete miRNAde maaramisel (Benes jt., 2010; Jensen jt., 2011).

1.1.4.1 Kvantitatiivne reaal-aja PCR

Reaal-aja PCR (qRT-PCR) on (ks pohilisi miRNAde kvantifitseerimiseks kasutatavaid
meetodeid. qRT-PCR pdhimdte on registreerida fluorestseeruva varviga margistatud
nukleiinhappe produkti akumuleerimist PCR reaktsiooni iga tsukli valtel. Antud
tehnoloogia plussideks on lihtsus, spetsiifilisus ja tundlikkus. Samuti detekteerimise ja
amplifitseerimise etappide Uhendamine Uhtseks analliisiks, véltimaks vajadust viia labi
tdiendav geelelektroforeesi etapp produktide tuvastamiseks (Bustin jt., 2005).
Kvantitatiivse RT-PCR kasutamisel tuleb silmas pidada, et cDNA loomiseks on mitu
erinevat meetodit. Seega saab qRT-PCR tulemusi omavahel vorrelda vaid siis, kui on
kasutatud sama praimerite slsteemi ja reaktsiooni tingimused on olnud Uhesugused

(Stahlberg jt., 2004). Samuti on puuduseks see, et kiipsete miRNAde sarnane pikkus ja
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standardsete praimerite kasutamine limiteerivad klassikaliste qRT-PCR protokollide otsest
rakendamist miRNAde detekteerimisel (Ulevaateartiklist Li ja Ruan, 2009). Selle
probleemi lahendamiseks td6tas Applied Biosystems Co. gRT-PCR jaoks vélja

juuksendela struktuuriga (ingl.k. stem loop) praimeri (Joonis 2).

A Kiips miRNA

L ¥
e =
Juuksenodela
struktuuriga
praimer
B l

L ¥
HEErrrerrrrnrrenrenneeen

cDNA produkt
C Forwardpraimer l
s ¥
(EERARAN
AAERNNNENNNSNANNNNARRRRAN
IRERRRRERA TERErrrrr e rrrrrrrererrrreeeny
(HENRERN)
o O ' y
Reverse praimer
TagMan sond

Joonis 2. miRNA amplifitseerimine. A) Juuksendela struktuuriga praimeri ligeerimine
kiipsele miRNAle. B) Pdordtranskriptsioon ja cDNA moodustumine. C) cDNA
amplifitseerimine reaal-aja PCRga, kasutades forward ja reverse praimereid ning TagMan
sondi detekteerimiseks.

Joonise algallikas: Bartels ja Tsongalis, 2009, modifitseeritud.

miRNAde tase vereplasma voi -seerumi proovides on vdaga madal ning plasmast eraldatud
RNA vdib sisaldada inhibiitoreid, mis mdjutavad gRT-PCR efektiivsust. Nende
probleemide lahendamiseks on puldtud vélja toétada erinevaid meetodeid gRT-PCR
tundlikkuse ja spetsiifilisuse optimaalse kombinatsiooni saavutamiseks, samuti
reprodutseeritavaks miRNAde isolatsiooniks (Andreasen jt., 2010). Uldiselt paistavad
gRT-PCR pohised platvormid olema kdrgema tundlikkusega kui mikrokiipidel baseeruvad
miRNAde kvantifitseerimisplatvormid, vdimaldades tuvastada ka véga madala

kontsentratsiooniga miRNAsid (Jensen jt., 2011). Praeguseks on meetod arendatud
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tundlikkuseni, mis vdimaldab miRNAsid detekteerida mdnest nanogrammist totaalsest
RNAst (Gaur jt., 2007; Moreno-Moya jt., 2013).

Poordtranskriptsioonil saab miRNAsid transkribeerida individuaalselt, nii et iga miRNA
jaoks on spetsiifiline praimer voi lisatakse kdikidele miRNAdele mingi thine jarjestus ning
poordtranskriptsioonil  kasutatakse universaalseid praimereid (Jensen jt., 2011).
Universaalse poo6rdtranskriptsiooni etapi  kasutamine erinevalt geenispetsiifilisest
vBimaldab sadade mérklaudade kvantifitseerimist samast cDNA stnteesist, mis tdéhendab,
et vaheneb vajadus suure proovi hulga jarele (Andreasen jt., 2010). Universaalsete
praimerite kasutamisel on meetodi tundlikkus véiksem kui geenispetsiifiliste praimerite
puhul, sest madalate kontsentratsioonidega miRNAd voivad jaada tuvastamata. Andreasen
jt. (2010) on vélja téotanud uue meetodi miRNAde uurimiseks gRT-PCRga. Selles
protsessis on cDNA sintees ja poliadenileerimine  Uhendatud  (hiseks
poordtranskriptsiooni etapiks, millele jargneb miRNAde amplifitseerimine kahe miRNA-
spetsiifilise LNA-ga (ingl.k. LNA — Locked Nucleic Acid) rikastatud praimeri abiga
(Joonis 3). LNA monomeeriks on modifitseeritud RNA nukleotiid, mille riboosi 2’ hapnik
on seotud 4’ siisinikuga lisasideme kaudu. LNAga rikastatud oligonukleotiididel on
kdrgenenud hubridiseerumise afiinsus komplementaarse DNA ja RNA vastu (Kaur jt.,
2006). LNA lisamine voimaldab lihikeste ja samal ajal véga spetsiifiliste forward
praimerite konstrueerimist, mis katavad enamiku miRNA jarjestusest. LNAga on
rikastatud ka reverse praimerid, mis sobituvad miRNA 3’ jérjestusega. Ténu unikaalsele
kahe miRNA-spetsiifilise praimeri kombinatsioonile saab susteem olla Uhteaegu nii
spetsiifiline kui ka tundlik, viimast tdnu universaalse poordtranskriptsiooni ja LNA-
rikastatud PCR thendamisele (Andreasen jt., 2010).
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Samm 1: Esimese ahela siintees (RT)

Kiips mikroRNA
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poli-T praimer 5’ universaalne margis

Samm 2: Reaal-aja PCRamplifikatsioon

miR-spetsiifiline forward praimer
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miR-spetsiifiline reverse praimer

Joonis 3. mIRCURY LNA Universal RT microRNA PCR susteemi pohimdte. 1A)
Kipsele miRNA ahelale lisatakse poliu-A saba. 1B) cDNA siintees kasutades polU-T
praimerit. 2A) cDNA amplifitseeritakse kasutades miRNA-spetsiifisi ja LNA-ga rikastatud
forward ja reverse praimereid. 2B) Detektsiooniks kasutatakse SYBR Green-i.

Joonise algallikas: www.exigon.com, modifitseeritud.

1.1.4.2 miRNAde mikrokiibid

miRNAde mikrokiibi tehnoloogia on laialt levinud tanu vdimalusele samaaegselt mddta
sadade miRNAde ekspressioonitaset (Sah jt., 2010) ning seet6ttu kasutatakse seda sageli
skriininguteks (Dong jt., 2013). Samuti on see meetod suhteliselt odav vorreldes qRT-PCR
ja suvasekveneerimisega (Zhang ja Zeng, 2011). Miinuseks on analtitisiks vajamineva
RNA suur hulk (Brase jt., 2010), samuti keerukas andmeanaltilis ning vajadus tulemusi
gRT-PCR-ga valideerida (Moreno-Moya jt., 2013).

Mikrokiipide tehnoloogia pdhimdte seisneb uuritava proovi hibridiseerimisel mikrokiibile,
mis sisaldab kindla valimi teadaolevate miRNAde sonde. Uuritav mérklaud-miRNA
isoleeritakse totaalsest RNAst ning margistatakse seejarel fluorestseeruva varviga. Enne
hibridiseerimist lisatakse RNA-le kontrolli mottes referents DNA, mis néitab kiibi ja

hibridisatsiooni kvaliteeti ning mida kasutatakse hilisemalt tulemuste normaliseerimisel.
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Vérviga margistatud miRNAd hubridiseeruvad spetsiifiliselt mikrokiibil olevate sondidega.
Erinevatele positsioonidele seondunud margistatud miRNAde fluorestsentsi emissiooni on
vOimalik detekteerida. Fluorestsentsi signaalide abil on véimalik hinnata proovis leiduvaid
miRNAsid ja nende suhtelist hulka (Ulevaateartiklist Li ja Ruan, 2009) (Joonis 4). Teine
vOimalus on teha pdordtranskriptsiooni abil RNA pdhjal cDNA ja hibridiseerida seda
DNA oligonukleotiid sondidega, mis on disainitud RNA jarjestuste pdhjal (Liu jt., 2004,
Castoldi jt., 2006).
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|
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Joonis 4. Mikrokiibi tehnoloogia pdhimdte. A) Amiin-reaktiivne klaasplaat. B)
Klaasplaadile on amiin-rihmade kaudu kinnitatud miRNAde sondid, millel on linker
jarjestus (lillat varvi) ja capture jarjestus (rohelist varvi). Viimastele saavad seonduda
komplementaarsed uuritavad miRNAd. Hiljem saab fluorestseeruvate margiste abil
seondumise signaale tuvastada.

Joonise algallikas: Li ja Ruan, 2009, modifitseeritud.

1.1.4.3 In situ hiabridiseerimine (ISH)

In situ hibridiseerimine on meetod, mille abil saab informatsiooni koes vdi rakkudes
ekspresseeruva miRNA asukoha ning ekspressioonitaseme kohta kuni he molekuli
tasemel (Moreno-Moya jt., 2013). Koe tasemel miRNA profiili loomisel ei ole paraku
vOimalik kindlaks teha, millistes rakkudes neid miRNAsid ekspresseeritakse, kui kude
sisaldab erinevaid rakuttitipe. Miinuseks on vordlemisi suur t6démahukus ja madal
labilaskev6ime (Nelson ja Wilfred, 2009).
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1.1.4.4 Stivasekveneerimine

Stivasekveneerimist kasutades on voimalik m6dta miRNAde absoluutset hulka proovis
ning avastada uusi MiRNAsid ja teisi vaikseid RNAsid. Uheaegselt on vdimalik
sekveneerida kuni miljoneid RNA molekule. Samas on sekveneerimine kallim kui nditeks
mikrokiipide kasutamine, aga sel puuduvad mdned mikrokiipidele omased probleemid
nagu rist-hibridiseerumine (Balwierz jt., 2009). Silvasekveneerimise juures on
probleemiks ka véikese hulga kdrge koopiaarvuga miRNAde domineerimine, samal ajal
kui madalama koopiaarvuga miRNAd vdivad jaada alaesindatuteks (Creighton jt., 2009).

1.1.4.5 Nanostring nCounter tehnoloogia

2008. aastast alates kommertsiaalselt saadaolev tehnoloogia, mis vdimaldab tuvastada nii
DNA, mRNA kui miRNA marklaudu. Pd&hineb erinevat varvi fluorokroomidega
margistatud sinteetiliste RNA segmentide kasutamisel, mis moodustavad spetsiifilised
molekulaarsed triipkoodid (Joonis 5). Iga mMRNA 3’ otsa on ligeeritud spetsiifiline miRTag
sond. miRNA ja miRTag sond on omavahel Ghenduses sillana toimiva jarjestusega, mis on
komplementaarne nende mdlemaga ning eemaldatakse jargmises etapis. miRNA-miRTag
seondub seejarel identifitseeriva triipkoodiga ja hiljem biotiini sisaldava sondiga, mis
kinnitab huvipakkuvad RNA molekulid streptavidiiniga kaetud kandjale. Parast
ligeerimisetappi loeb spetsiaalne skénner triipkoodid digitaalselt ile. Meetodi eeliseks on
see, et antud tehnoloogia ei vaja amplifikatsiooni ega podrdtranskriptsiooni etappi
(Moreno-Moya jt., 2013). Lisaks sellele loendatakse koguseid digitaalselt, seega on
vBimalik mdoo6ta vaid Uhte RNA koopiat raku kohta v6i raku tasemel. RNA
ekspressioonitaset nditab arv, mitu korda sellele RNAle spetsiifilist triipkood-jarjestust
detekteeriti (Kulkarni, 2011). Tundlikkuse poolest on Nanostring nCounter tehnoloogia

sarnane kvantitatiivse gRT-PCR meetodiga (Geiss jt., 2008).
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Joonis 5. Nanostring nCounter meetodi p8himdte. A) Hiubridisatsioonikompleksi
skeem. Capture ja reporter jérjestused hibridiseeruvad lahuses oleva komplementaarse
marklaud-mRNAga geenispetsiifiliste  jarjestuste kaudu. Pdrast hulbridisatsiooni
puhastatakse kolmeosaline molekul afiinsuse alusel esmalt 3’ korduste ning seejarel 5’
korduste abil, et eemaldada vastavalt Uleliigsed capture ja reporter jarjestused. B)
Seondumise, elektroforeesi ja immobilisatsiooni skeem. i) Puhastatud kompleksid seotakse
biotiini sisaldavate capture jarjestuste vahendusel streptavidiiniga kaetud kandjale. ii)
Pinge rakendamisel molekulid pikenevad ja joonduvad. Lisatakse biotiiniga seotud anti-5’
oligonukleotiidid, mis hibridiseeruvad 5'- kordusjarjestustega. iii) Reporter jarjestused
immobiliseeritakse tanu anti-5" oligonukleotiidide kinnitumisele pinnale. Pinge vOetakse
maha ning immobiliseeritud reporterid valmistatakse ette visualiseerimiseks ning
loendamiseks. C) Pilt immobiliseeritud reporter jarjestustest.

Joonise algallikas: Geiss jt., 2008, modifitseeritud.

1.1.5 miRNAde ekspressiooni mojutavad fusioloogilised tegurid

Patoloogilistele seisunditele iseloomulike miRNA profiilide voimalikult tapseks

hindamiseks tuleb arvesse votta, millised fusioloogilised tegurid ja protsessid vdivad
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miRNAde avaldumist mdjutada terve inimese organismis. Nendeks vodivad olla nii
tavalised fusioloogilised parameetrid kui ka raskemini defineeritavad individuaalsed
erinevused. Mitteinvasiivse biomarkeri kontseptsiooni seisukohast on eriti olulised
muutused, mis kajastuvad tsirkuleerivate miRNAde tasemes. Uurimuste kdigus on leitud,
et miRNAde avaldumise profiili ja taset mdjutavad vanus (Sredni jt., 2011), sugu
(Duttagupta jt., 2011), kehamassiindeks (Ortega jt., 2013; Nardelli jt., 2013) ja etniline
paritolu (Huang jt., 2011). Peale selle leidsid Shlomit jt. 2010. aastal labiviidud katses, et
tsirkuleerivates neutrofiilides muutus 38 miRNA ekspressioonitase luhikese kehalise

koormuse sooritamise jargselt (Shlomit jt., 2010).

Reproduktiivses eas naise organismi mojutavad kaks olulist fiisioloogilist protsessi —
menstruatsioonitsukkel ja rasedus. Nende protsesside kaigus toimuvate mitmesuguste
hormonaalsete ja morfoloogiliste muutustega kaasnevad ka muutused miRNAde
ekspressioonis. Nditeks kajastub raseduse aegne platsenta-spetsiifiline miRNA profiil ka
vereplasmas (Morales-Prieto jt., 2012). Korduvalt on néidatud, et endomeetriumi koes
toimuvad miRNAde profiilis menstruatsioonitsiikli jooksul muutused (Kuokkanen jt.,
2010; Sha jt., 2011), aga uuringus, kus vaadeldi plasma miRNAde profiili menstruaaltsukli
neljas erinevas ajapunktis, ei leitud tsuklifaaside vahel statistiliselt olulisi erinevusi ei
miRNAde tasemes ega keskmises hulgas (Rekker jt., 2013). Seetdttu vOib arvata, et tstkli
jooksul endomeetriumis toimuvad muutused ei kajastu plasma miRNAde koosseisus vdi on
detekteerimiseks liiga véikesed. Kull aga leiti statistiliselt oluline varieeruvus uuringus
osalenud indiviidide miRNA tasemete vahel (Rekker jt., 2013).

Lisaks mitmetele eelnevalt kirjeldatud inimorganismi  eripdrast tulenevatele
flsioloogilistele teguritele voivad katsetulemusi mdjutada ka proovide kvaliteet, kogumine
ja kaitlemine, RNA eraldamise efektiivsus ning muud metoodikast tulenevad asjaolud
(Ibberson jt., 2009; Kim jt., 2012).

Tsirkuleerivate miRNAde uurimisel ning potentsiaalsete biomarkerite valikul tuleb seega
arvesse votta nii proovide ké&sitlemisega seotud aspekte kui ka erinevaid tervele
organismile omaseid fusioloogilisi tegureid, mis vdivad miRNAde taset ja koosseisu

mojutada.
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1.2 Endometrioos

Endometrioos on 0Ostrogeen-s6ltuv haigus, mida iseloomustab emaka limaskesta ehk
endomeetriumi sarnase koe esinemine véljaspool emakaddnt. See on sage gtinekoloogiline
probleem, mida pdeb erinevatel andmetel 6-10% reproduktiivses eas naistest. Tegemist on
kroonilise pdletikulise protsessiga, millega kaasnevad sageli alak6huvalud ja viljatus.
Lisaks vdivad sumptomitest esineda dismenorrda (valulik menstruatsioon), dispareuunia

(valulik vahekord) ning dusuuria (valulik urineerimine).

Endometrioosiga kaasneda vdivad valu ja viljatus on sageli pohjuseks, miks arsti juurde
poordutakse ning mis vdivad patsiendi elukvaliteeti tugevalt langetada. Seetbttu on
endometrioos suure tahelepanu all nii diagnostika kui ravi parandamise seisukohast, samuti
haiguse pohjuste paremaks tundmadppimiseks. Ravi ja diagnostika rakendamist raskendab
asjaolu, et umbes 20% patsientidest on asimptomaatilised (Raffi ja Amer, 2010). Teiseks
ei vOimalda praegused ravimeetodid haigust 18puni valja ravida ning endometrioosi
operatsioonijargse taastekke osakaal 2-aastase perioodi jooksul on keskmiselt 19,1 %
(Guo, 2009).

Endometrioos on multifaktoriaalne haigus, mille valjakujunemisel osalevad nii
geneetilised, epigeneetilised, hormonaalsed, immunoloogilised kui keskkonnast tulenevad
faktorid (Suresh jt., 2013; Giudice jt., 2012). Vaatamata sellele, et haigus on teadusele
tuntud Ule 100 aasta (Knapp, 1999), on endometrioosi kujunemise poOhjused ja

patogeneesimehhanismid siiani ebaselged.

1.2.1 Endometrioosi kujunemismehhanismid

Endometrioosi tekkepdhjuste kohta esineb paralleelselt mitu teooriat, mis seletavad
haiguse etioloogiat erineval viisil, kuid (ksteist ei valista. Kdige levinum teooria
endometrioosi pdhjustavatest mehhanismidest on retrograadne menstruatsioon, mida
Kkirjeldati aastal 1927 (Sampson, 1927) (joonis 6). Retrograadne menstruatsioon on
fisioloogiline nahtus, mille puhul emaka kokkutdmmete tottu satub osa menstruatsiooni
kaigus erituvast voolusest koos endomeetriumi rakkudega munajuhade kaudu
peritoneaaldonde, kus rakud kinnituvad ja hakkavad jagunema (Sampson, 1927; Bulletti jt.,

2004). Endomeetriumist pdrinevaid osakesi on kdhudodnest leitud kuni 59% nii
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endometrioosi pddevatel kui ka tervetel naistel (Giudice jt., 2012). Sampsoni teooria
kinnituseks on korduvalt ndidatud, et sellised osakesed sisaldavad elusaid rakke, mis
ekspresseerivad adhesiooniks vajalikke molekule. Endometrioosihaigete endomeetriumist
parinevatel epiteelirakkudel on suurenenud vB8ime migreeruda, jaguneda ja ellu j&éda,
samuti on leitud, et selliste rakkude diferentseerumise aste on vdiksem ning neil on
tivirakkudele omaseid jooni (Ulukus jt., 2006; Giudice jt., 2012). Kdik need tegurid

aitavad kaasa kollete tekkimisele, plsimisele ja kasvamisele.

Munajuha

Emakas

Joonis 6. Retrograadse menstruatsiooni teooria pdhimdte. Menstruatsiooni kaigus
satuvad endomeetriumi rakud retrograadselt koos verega munajuhade kaudu k6huddnde,
kus rakud Kkinnituvad peritoneumile ning asuvad seejarel mesoteelil prolifereeruma ning
sligavamale tungima. Protsessi kéigus toimub ka angiogenees ehk veresoonestiku loome,
mis tagab kolde arenguks ja pusimajadmiseks vajaliku verevarustuse.

Joonise algallikas: Anger ja Foster, 2008, modifitseeritud.

Kuna reproduktiivses eas naiste retrograadse menstruatsiooni esinemissagedus ei
korreleeru endometrioosi sagedusega, siis osalevad haiguse kujunemisel tdendoliselt lisaks

mitmed teised tegurid. Endometrioosikollete teket on seostatud néiteks muutustega
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peritoneaalvedelikus, seejuures makrofaagide vahenenud fagotsutoosivéime ja muutunud
aktiivsusega (Sharpe-Timms jt., 2002) ning mitmete pdletiku mediaatorite kdrgenenud

tasemega (Ziegler jt., 2010).

Lisaks retrograadse menstruatsiooni ehk transplantatsiooni teooriale on laiemalt
aktsepteeritud algselt Iwanoffi ja Meyeri poolt 19. sajandi I6pul vélja pakutud ts6loomi
metaplaasia teooria (Linden, 1996). See pBhineb teadmisel, et endomeetrium, munasarjade
pinnaepiteel ning peritoneum périnevad Uhtsest embrironaalsest eellasest — tséloomi
epiteelist. Kipsed kohuddnes vdi munasarjadel asuvad mesoteeli rakud lahevad
spontaanselt vdi puberteedi alguses &strogeeni taseme tdusu poolt indutseerituna
transformatsiooni ja muutuvad endometroidseteks rakkudeks (Fritz ja Speroff, 2012).
Tsoloomi metaplaasia vOib aidata seletada ebaharilikes kohtades leiduvate kollete péritolu
ning seda, miks endometrioosi vdib leida ka naistel, kellel on menopaus vdi pole
menstruatsioonid alanud. Lisaks kahele eelmisele teooriale kasutatakse teatud kollete
paritolu seletamiseks Miilleri juhade v&i induktsiooniteooriat. Esimese kohaselt vdivad
loote organogeneesi kéigus migreeruvad Miilleri juhade rakud valesti diferentseeruda voi
migreeruda ning hakata hiljem jagunema ning koldeid pdhjustama (llevaateartiklist
Vercellini jt., 2013). Sellel teooria toetuseks pole palju tdendeid ning vastukaaluks on ka
tdsiasi, et endometrioosi leidub organismis véga mitmetes paikades, mis pole Mulleri
juhadega lahedases kontaktis. Induktsiooniteooria on sarnane tséloomi metaplaasia
kontseptsioonile ning vaidab, et endomeetriumist parinevad ektoopilised rakud eritavad
biokeemilisi faktoreid, mis indutseerivad diferentseerumata mesenhiumi rakke

transformeeruma endomeetriumiks koeks (Vinatier jt., 2001).

Ukski teooriatest eraldi ei ole piisav seletamaks kdigi erinevate koldetuipide ja —
asukohtade péritolu. VOimalik, et erinevate kollete tekke taga on erinevad
patogeneesimehhanismid, mis kokku lubavad seletada nii vaagnapirkonna kui ka
vaagnapiirkonna vaélist ehk "mitteglinekoloogilist” endometrioosi (Augoulea jt., 2008;

ulevaateartiklist Vercellini jt., 2013).

1.2.2 Endometrioosikolded

Kollete asukoha ja patoloogilise eripéra alusel jagatakse endometrioos pdhiliselt kolmeks

makroskoopiliselt eristatavaks alamtiitbiks:
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— pindmine peritoneaalne endometrioos

— sligav infiltreeruv s6lmeline endometrioos

— munasarja pseudotsustid ehk endometrioomid
(Ulevaateartiklist Vercellini jt., 2013; Raffi ja Amer, 2010).

Valdaval osal patsientidest esinevad pindmised peritoneaalsed kolded, mis varieeruvad
varvuselt aktiivsetest punakatest vesikulaarsetest kolletest tavapéraste tumepruunide,
sinakate ja mustade ning hiliste fibrootiliste valgeteni (Kennedy jt., 2005). Lisaks sellele
on endometrioosile iseloomulikud organite limaskesta lihaskihti tungivad sdlmelised
kolded, mis pdhjustavad kolletest enim valu (Ziegler jt., 2010). Munasarjade endometrioosi
all moistetakse enamasti tumeda vana vere ja rakumassiga tdidetud kapsleid, mida
nimetatakse nende vélimuse tottu ka Sokolaaditsiistideks. Mdnede uurimuste pohjal ei oma
peritoneaalsed kolded munasarja endometrioomidega sarnast patogeneesimehhanismi ning

on olemuslikult téiesti erinevad (Nisolle ja Donnez, 1997).

Kdige sagedamini paiknevad mitmesuguse kuju ja suurusega kolded vaikevaagna
sidekudedel, munasarjades, munajuhadel, kusepdie pinnal, Douglase 6dnes (joonis 7), vaga
harva ka muudes organites, nditeks maksas vOi kopsus (ulevaateartiklist Vercellini jt.,
2013). Sarnaselt normaalsele endomeetriumile koosnevad endometrioosikolded stroomast
ja naarmetest ning alluvad teatud méaéaral suguhormoonide tstklilistele kéikumistele, kuid
erinevalt endomeetriumist ei l&bi enamik Kolletest tdielikke menstruatsioonitsiiklile

omaseid normaalseid muutuseid (Metzger jt., 1988).

Kolletest parinev veri, mis satub kdhuédnde, vbib pdhjustada alakdhuvalusid. Valu véivad
pbhjustada ka haiguse sitivenemisel lisanduvad sidekoelised liidused ja kudede
armistumine, samuti suured munasarja endometrioomid. Soltuvalt valu pdhjustavast
tegurist on tegemist tstklilise vOi mitte-tsiiklilise valuga, selle tugevnemist voivad
initsieerida ovulatsioon, menstruatsioon, teatud liigutused (sageli seostatakse adhesioonide

ehk sidekoeliste liidustega), urineerimine jne (Raffi ja Amer, 2010).
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Joonis 7. Endometrioosikollete vdimalikud paiknemiskohad.

Joonise algallikas: Berek, 2007, modifitseeritud.

1.2.3 Endometrioosi staadiumid

Klassikaliselt jagatakse endometrioos Ameerika Reproduktiivmeditsiini Uhingu (ASRM-
American Society for Reproductive Medicine) poolt valja antud ja 1996. aastal uuendatud
klassifikatsiooni (ASRM, 1997) pdhjal nelja staadiumisse: minimaalne (I staadium), kerge
(11 staadium), mdddukas (Il staadium) ja raske aste (IV staadium). Klassifikatsioon lahtub
operatsiooni k&igus visuaalselt munajuhade l&bitavuse, kollete suuruse ja hulga ning
adhesioonide olemasolu kvantitatiivsest hindamisest. Minimaalse ja kerge endometrioosiga
patsientidel on valdavalt levinud pindmised peritoneaalsed kolded ning esineb vahesel
maéaral adhesioone. Moddukat ja rasket endometrioosi iseloomustavad nn sokolaaditststid
ning ulatuslikumad sidekoelised liited ning armistumine, mis kahjustavad munajuhasid.
ASRM siisteem pdhineb puhtalt kollete ja nende poolt pdhjustatud vaagnapiirkonna
anatoomia muutuste tuvastamisel, ega vota arvesse valu ning viljatust. Uuemal ajal on
valja tootatud stisteeme, mis arvestaksid ka valu ja viljatuse kriteeriume ning annaksid

haigusest terviklikuma pildi.
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Tuleb mainida, et endometrioosi staadiumid ei ole alati korrelatsioonis simptomite
tdsidusega ega ennusta tépselt viljatuse riski ning ART (abistava reproduktsiooni

tehnoloogiad) ravijargset rasestumise edukust (Raffi ja Amer, 2010; Dunselman jt., 2013).

1.2.4 Endometrioosi diagnostika

Endometrioosi diagnoosimine on keeruline protsess, kuna Uhtegi valideeritud
mitteinvasiivset biomarkerit ega markerite paneeli kasutusel pole. Ainult simptomite
pdhjal on haigust raske tuvastada, sest kaebused vdivad olla vdga varieeruvad, puududa
taiesti vOi kattuda naiteks arritatud soole stindroomi vdi mdne vaagnapiirkonna pdletikulise
haigusega. Endometrioosi diagnoosimise standardiks peetakse laparoskoopilist labivaatust,
mis on kdigist saadaolevatest meetoditest tdpseim ning mille kaigus on voimalik saada
histoloogiline proov diagnoosi kinnitamiseks (Kennedy jt.,, 2005). Laparoskoopia on
ohutum kui avatud k6huddne operatsioon, aga kannab endaga siiski kaasas riske naise
tervisele ning on kulukas. Ebamé&&rased siimptomid ja piiratud véimalused panna tapset
diagnoosi on pdhjuseks, miks paljud naised jouavad sumptomite ilmnemise algusest tépse
diagnoosini alles 8-11 aastaga (Hadfield jt., 1996; Giudice jt., 2012).

Diagnostikas kasutatakse ka glinekoloogilist labivaatust, kui kolded paiknevad vaginaalselt
vOi muus nédhtavas kohas. Lisaks sellele ka ultraheli ja magnetresonantstomograafiat, kuid
nende meetodite tépsus ei ole laparoskoopiaga vorreldav ja kuigi ultraheliga on véimalik
nahtavale tuua endometrioome, seisneb nende meetodite vaartus rohkem haiguse ulatuse
hindamisel teatud juhtudel. Seetdttu oleks védga oluline leida endometrioosi
mitteinvasiivsed markerid, mis vOimaldaksid haigust tuvastada vereproovist.
Endometrioosi tuvastamiseks kasutatav mitteinvasiivne test peaks olema kdrge tundlikkuse
ja spetsiifilisusega, et kindlasti leida Ules kdik endometrioosi v6i muu markimisvaarse
vaagnapiirkonna patoloogiaga naised, kes vOiksid operatsioonist kasu saada. Teisalt peaks
test andma minimaalselt valepositiivseid tulemusi, et véltida endometrioosita patsientide

tarbetut saatmist laparoskoopiale (Fassbender jt., 2013).

1.2.4.1 Biomarkerid endometrioosi mitteinvasiivses diagnostikas

Seni on biomarkeri kandidaatidena uuritud mitmesuguseid faktoreid, mille oluline roll
endometrioosi kujunemisel on varasemalt teada. Nendeks on nii glikoproteiinid,

tsutokiinid, adhesioonimolekulid, kasvufaktorid kui ka angiogeneesi indutseerivad
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uhendid. Ei saa vélistada, et erinevat tulpi endometrioosi (pindmine, infiltreeruv,
endometrioomid) vOi ka erineva asukohaga kollete tuvastamiseks sobivad erinevad
biomarkerite grupid (Rogers jt., 2009).

Kdige rohkem on uuritud kasvaja antigeeni CA-125 korgenenud taset endometrioosi
korral, mis tekib vastusena pdletikureaktsioonile. VVorredes laparoskoopiaga on CA-125
kui Uksiku biomarkeri diagnostiline vaartus madal (Mol jt., 1998; Kennedy jt., 2005).
Vodolazkaia ja kolleegid hindasid oma uurimustdds 28 plasmast tuvastatud mitteinvasiivse
biomarkeri kandidaati, mis jagunesid jargmistesse bioloogilistesse grupidesse:
gliikoproteiinid, pdletikumarkerid, mitte-pdletiku  markerid, adhesioonimolekulid,
angiogeensed faktorid ja kasvufaktorid. Autorid leidsid viiest markerist koosneva paneeli,
mis vBimaldas endometrioosi detekteerida tundlikkusega 81-90% ja spetsiifilisusega 63-
81% (Vodolazkaia jt., 2012).

1.2.4.1.1 Tsutokiinid

Tsuto- ja kemokiinid on valgud, mis osalevad mitmesugustes protsessides nagu
rakkudevaheline signalisatsioon, pdletiku- ja immuunvastus, rakkude aktivatsioon, kasv ja
kiipsemine (Cammack jt., 2008). Vaatamata suurele hulgale uurimustdddele puudub tihene
seisukoht tsuto- ja kemokiinide vaartusest mitteinvasiivsete endometrioosi biomarkeritena.
Ka Vodolazkaia ja kolleegide poolt 2012. aastal tehtud katsetes ei tdusnud pdletikuga
seotud tsutokiinid heade biomarkeritena esile, kuigi endometrioosi korral on korduvalt
naidatud mitmesuguste pdletikumediaatorite kdrgenenud taset (Ziegler jt., 2010; Vercellini
jt., 2013). Teised senised t66d on andnud vastakaid tulemusi, rohkem on uuritud
interleukiin-8 (IL-8), CCL-2 (ingl. k. chemokine ligand 2) ja CCL5 (ingl. k. chemokine
ligand 5) kontsentratsioone nii peritoneaalvedelikus kui ka perifeerses veres. Kuigi
endometrioosipatsientide 1L-8, CCL-2 ja CCL5 tasemed on umbes pooltes t66des
vorreldes kontrollgrupiga muutunud, ei ole tkski neist markerikandidaatidest kasutusel
(Mihalyi jt., 2010; Vodolazkaia jt., 2012; Borrelli jt., 2013).

1.2.4.1.2 Proteoomika markerid

Proteoomika on teadusharu, mis vdimaldab hinnata valkude ekspressiooni rakkudes,

kudedes vOi organismis tervikuna. Harilikult kasutatakse ténapdeva proteoomikas
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kahedimensionaalset geelelektroforeesi, mille abil on ndidatud endometrioosipatsientide ja
kontrollgrupi erinevusi eutoopilises endomeetriumis ja seerumis (Fassbender jt., 2013).
Valkude anallisimiseks nii seerumist, peritoneaalvedelikust, eu- ja ektoopilise
endomeetriumi koest kui ka endomeetriumi vedelikust kasutatakse ka SELDI-TOF MS
ProteinChip (ingl. k. surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) tehnoloogiat (Hwang jt., 2013). SELDI-TOF MS meetodi miinusteks on
madal massi  tuvastamise tapsus ja reprodutseeritavus, kahedimensionaalne
geelelektroforees on aga té6mahukas ja madala labilaskevdimega. Vaatamata sellele on
tehtud mitmeid uuringuid, kus on leitud endometrioosipatsientide perifeerse vere seerumist
vOi plasmast muutunud valgutasemeid, mis autorite arvates vdiksid endometrioosi

diagnoosida piisava tundlikkuse ja spetsiifilisusega (Liu jt., 2007; Zheng jt., 2011).

Kuigi proteoomika tehnoloogiad on Gldiselt vaga tdpsed ja tundlikud detektsioonimeetodid,
vajavad antud valdkonna senised endometrioosi markerkandidaadid lisauuringuid ning

Uhtegi biomarkerit praegu kliinilises kasutuses pole.

1.2.4.1.3 miRNAd

miRNAd kui mitteinvasiivsed biomarkerid on teadlaste huviorbiidis, kuna nende muutunud
ekspressiooni on ndidatud paljude haiguste puhul, kaasa arvatud endometrioos. Korduvalt
on vorreldud endometrioosipatsientide ja kontrollide ektoopilise ja eutoopilise
endomeetriumikoe miRNA profiile ning leitud, et kolletes on nende tase muutunud
(Arimoto jt., 2003; Pan jt., 2007; Ohlsson Teague jt., 2010). Need tulemused viitavad
sellele, et miRNAd vdivad osaleda endometrioosi tekke eest vastutavates mehhanismides
ja neid vdiks kasutada ka mitteinvasiivsete markeritena. Samas, selliseid uurimustdid on
vahe, kus oleks endometrioosi korral vaadeldud miRNAde ekspressiooni vereplasmas voi -
seerumis. Uhes uurimustdds tuvastati qRT-PCR meetodil, et plasma miRNA miR-17-5p,
miR-20a ja miR-22 tase oli endometrioosihaigetel vorreldes kontrollgrupiga
allareguleeritud (Jia jt., 2012). Wang ja kolleegid identifitseerisid mikrokiipe ja qRT-PCR
kasutades 145 seerumi miRNAd, mille ekspressioon erines endometrioosihaigete ja tervete
kontrollide vahel iile kahe korra (Wang jt., 2013). Kdige olulisemaid tulemusi andsid kuus
miRNAd, millest miR-199a ja miR-122 suhtelised tasemed olid endometrioosihaigetel
tbusnud, Ulejadnud miR-141*, miR-145%, miR-542-3p ja miR-9* tase oli patsientidel

madalam kui kontrollgrupil. Lisaks sellele paistsid miR-199a ja miR-122 tasemed olevat

28



korrelatsioonis haiguse staadiumiga ja on autorite arvates seega kasulikud endometrioosi
kerge ja raske astme eristamisel. Autorid mérkisid, et leitud miRNAd vdimaldasid
patsiente ja kontrollgruppi eristada suure tdpsusega (optimaalseim kombinatsioon miR-
199a, miR-122, miR-145*, miR-542-3p sensitiivsusega 93% ja spetsiifilisusega 96%) ning
uksi  vOi erinevates kombinatsioonides vOiksid leida kasutust endometrioosi
mitteinvasiivsete markeritena. Veel Uhes uurimustots vaadeldi plasma miRNAsid kui
endometrioosi ja endometrioosiga seotud munasarjavahi vdimalikke markereid, seejuures
mitte ainult tuvastamaks endometrioosi olemasolu, vaid eristamaks ka endometrioosi ja
vahki (Suryawanshi jt., 2013). Andmeanaliisi kaigus leiti miR-16, miR-191 ja miR-195
kombinatsioon, mis eristas tervete ja endometrioosihaigete gruppi 88% tundlikkuse ja 60%
spetsiifilisusega. miR-16, miR-191 ja miR-195 olid endometrioosi korral kérgenenud

tasemega.

Vaadates kolme eelnevalt Kkirjeldatud uurimust66 tulemusi, on néha, et igas t66s on leitud
erinevad biomarkerikandidaadid. Toéen&oliselt on selliste vastuolude taga erinevused
valimis, proovide kasitlemises, metoodikas v6i analliisi protsessis. Hetkel puudub Uhtne
standardiseeritud protokoll miRNAde detekteerimiseks endometrioosi tuvastamisel
(Fassbender jt., 2013).

1.2.5 Endometrioos ja miR-200 perekond

miR-200 perekond koosneb viiest miRNAst, mis on klasterdunud kahte kromosoomi. miR-
200a, miR-200b ja miR-429 asuvad 1. kromosoomis ning miR-200c ja miR-141 12.
kromosoomis. miR-200 perekonna ekspressioon rakkudes on mitmesuguste vahitpide,
naiteks munasarjavahid (Bendoraite jt., 2010) ja rinnavahk (Mongroo ja Rustgi, 2010),
korral alla- vOi Ulesreguleeritud. miR-200 perekond méangib ka olulist rolli epiteliaal-
mesenhimaalses transitsiooni (EMT- ingl. k. epithelial-to-mesenchymal transition)
allasurumises, kasvajarakkude adhesioonis, migratsioonis ja invasioonis (Mongroo ja
Rustgi, 2010). miR-200 perekonna méarklaudadeks on ZEB1 ja ZEB2 valkude mRNA 3’
UTRd. ZEB1 (ingl. k. Zinc finger E-box-binding homeobox 1) ja ZEB2 (tuntud kui ka
Smad-interakteeruv valk SIP1) on transmembraanse adhesiooniretseptori E-kadheriini
repressorid. EMT protsessi kéigus vaheneb epiteliaalsete markerite hulk ja rakud
omandavad mitmeid mesenhlimaalsetele rakkudele omaseid tunnuseid nagu tiheliiduste ja

apikobasaalse polaarsuse kadumine, mis on tingitud E-kadheriini ekspressiooni
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vahenemisest. Rakud muutuvad liikuvaks ja hakkavad ekspresseerima mesenhiimaalseid
markereid nagu vimentiin, kollageen, fibronektiin ja ZEB valgud (Xu jt., 2009; Mongroo ja
Rustgi, 2010). miR-200 perekonna madalam ekspressioon on korrelatsioonis vahirakkude
suurenenud agressiivsusega, seevastu kdrge miR-200 perekonna tase on seotud suurenenud
E-kadheriini hulgaga ning mesenhlimaal-epiteliaalse transitsiooniga (MET- ingl. k.
mesenchymal-to-epithelial transition) (Park jt., 2008; Mongroo ja Rustgi, 2010).

miR-200 perekond on tugevalt seotud EMT ja MET protsesside regulatsiooniga, kuna
miR-200 liikmed otseselt represseerivad ZEB valkude ekspressiooni (Park jt., 2008).
Lisaks sellele on néidatud, et ZEB1 toimib miR-141 ja miR-200c transkriptsiooni
parssivalt ja tekitab negatiivse tagasiside ringi (Burk jt., 2008).

Endometrioosiuuringutes on korduvalt leitud, et miR-200 perekonna liikmete ekspressioon
on patsientidel ja kontrollgrupil erinev. Ohlsson Teague ja kolleegid leidsid paaris
ektoopiliste ja eutoopiliste endomeetriumikudede mikrokiip-analtiisil 22 muutunud
ekspressiooniga miRNAd, mille hulka kuulusid ka miR-200 perekonna liikmed. miR-200a,
miR-200b ja miR-141 olid ektoopilises koes ule kahe korra allareguleeritud vorreldes
eutoopilise endomeetriumiga (Ohlsson Teague jt., 2009). Sarnase disainiga katses
ektoopilist ja eutoopilist endomeetriumikude vdrrelnud Filigheddu ja kolleegid leidsid
samuti, et miR-200a, miR-200b ja miR-200c on ektoopilises koes allareguleeritud
(Filigheddu jt., 2010).

Hawkinsi ja kolleegid vdrdlesid miRNAde ekspressiooni endometrioosipatsientidel ja
kontrollgrupil, kasutades selleks jargmise pélvkonna sekveneerimist (Hawkins jt., 2011).
Tulemuste analulsil tuvastati 10 miRNAd, mille ekspressioon oli endometrioomides
ulesreguleeritud ning 12 miRNAd, mille tase oli endometrioomides vorreldes kontrollgrupi
endomeetriumiga langenud. Allareguleeritud miRNAde hulgas olid ka miR-200a, miR-
200b, miR-200c ja miR-141 (Hawkins jt., 2011).

Eelnevast voib jareldada, et miR-200 perekonna muutunud ekspressioon endometrioosi
korral ei ole juhuslik. Kui miR-200 perekonna taseme muutused endometrioosi korral on
patsientide perifeerses veres detekteeritvad sarnaselt koeuuringutele, vdib tegemist olla

uute biomarkeri kandidaatidega endometrioosi diagnoosimisel.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TOO eesmargid

Ké&esoleva magistritd6 eesmérkideks oli

e méadrata vereplasmast detekteeritavate miR-200 perekonna liikmete tasemed
endometrioosiga ja endometrioosita naistel

e uurida, kas vereplasmast detekteeritavad miR-200 perekonna miRNAd sobivad
endometrioosi mitteinvasiivseteks biomarkeriteks

e uurida, millisest allikast péarinevad vereplasmas leiduvad miR-200 perekonna
miRNAd.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi kirjeldus

2.2.1.1 Uldvalim

Uuringus osalenud naised (n=124) jaotuvad tervete grupiks (n=30), endometrioosiga
patsientideks (n=61) ja endometrioosita patsientideks (n=33). Endometrioosita patsiendid
olid kaebuste po&hjal (p&hiliselt vaagnapiirkonna valu v0i viljatus) arsti poolt
laparoskoopiale suunatud, kuid laparoskoopia kaigus endometrioosi ei diagnoositud.
Endometrioosiga patsientidest 37 (60,7%) pdeb | vdi Il staadiumi endometrioosi ja 24
(39,3%) 111 voi IV staadiumi endometrioosi [Ameerika Reproduktiivmeditsiini Uhingu ehk
ASRM (American Society for Reproductive Medicine) poolt valja antud klassifikatsiooni
pohjal]. Tervete naiste gruppi kuulusid naised, kellel puudusid véimalikule
endometrioosile viitavad kaebused ning kes polnud laparoskoopiat labinud. Ukski uuringus
osalenud naine ei olnud tarvitanud hormonaalseid preparaate vdhemalt kolm kuud enne

vere loovutamist. Tabelis 1 on esitatud valimigrupid koos Kliiniliste andmetega.

Patsiendid on jaotatud hommikusteks ja Ohtusteks lahtuvalt sellest, kas vereproovid on
voetud kohe haiglasse saabumise péeva ohtul vdi operatsioonipdeva hommikul. Tervete
grupi vereproovide votmise tapse kellaaja kohta puuduvad andmed, kuid on teada, et
enamik proove on kogutud vahemikus keskpaevast dhtuni.
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Antud uuringu teostamiseks on olemas Tartu Ulikooli Inimuuringute eetika komitee luba ja

kdik uuringus osalenud naised on allkirjastanud informeerimise ja teadliku ndusoleku lehe.

Tabel 1. Uuringugruppide jaotus ja Kliinilised andmed.

Endom'etrlo'OSIta Endometrioosiga patsiendid | Terved
patsiendid
Proovi votmise . . . ~
aeg Hommik Ohtu Hommik Ohtu
Valimi suurus
11 22 32 29 30
Vanus (a)
Keskmine + SD 2915,1 31+5,7 3245,0 3345,3* 2946,0
Pikkus (cm)
Keskmine + SD 167+4,3 16615,3 16816 168+6,5 168+3,8
Kaal (kg)
Keskmine + SD 67+15,8 64+12,7 65+10,1 64+11,6 63+9,3
KMI
(kg/cm?) 2446,0 2344 22+3,1 23+3,9 22+3,0
Keskmine £ SD
Suitsetamine 4 (36%) 7 (32%) 4 (13%) 7 (24%) 5 (17%)

SD — standardhélve
KMI — kehamassiindeks
* — Ohtuse grupi endometrioosiga patsiendid versus terved, p < 0,05

Katsetes, milles uuriti miRNA tasemeid vereplasmas, kasutati vordlustes koiki kolme

uuringugruppi kas tdismahus voi kombineeritult.

To0s kasutati ka Pipelle kateetri (Pipelle, Laboratoire CCD, Prantsusmaa) abil kogutud
Uheksa endometrioosiga naise ja kaheksa terve vabatahtliku endomeetriumi koeproove.
Kdik antud valimi koosseisus esindatud naised kuulusid tldvalimisse. Endomeetriumi
uuringus osalenud patsientide ja kontrollgrupi vahel ei olnud olulist erinevust vanuses,

KMI-s ega menstruaaltsikli paevas, mil proov voeti.
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2.2.1.2 Tsirkaadse rutmi katse valim

Lisaks Tabelis 1 toodud dldvalimile kaasati uurimustodsse lisavalim, mis koosnes
kaheksast tervest vabatahtlikust naisest (vanuses 23-52 aastat, mittesuitsetajad), kelle
plasma ja tuumaga vererakkude fraktsiooni (BC — ingl. k. buffy coat) proove kasutati
miRNAde ekspressiooni tsirkaadse rutmi katsetes. Katse tegemiseks voeti igalt naiselt uks
vereproov ohtul kella 4-5 vahel ja teine jargmisel hommikul kella 9-10 vahel. K&esolevas

katses osalenud naised on andnud oma néusoleku proovide vétmiseks ja kasutamiseks.

2.2.2 Vereproovide todtlemine

Veri voeti 9 ml EDTA (etlleendiamiintetraatsetaat) katsutisse, seejérel tsentrifuugiti
katsuteid 1600 x g juures 10 minutit. Pealmine vereplasma fraktsioon kanti puhtasse tuubi
ja tsentrifuugiti 10 minutit 16 000 x g 4 °C juures. Katsetes kus eraldati BC fraktsioon,
eraldati vereplasma ja eritrotstiutide fraktsioonide vahele jadv 6huke BC kiht puhtasse
tuubi.

2.2.3 RNA eraldamine

Kéesoleva uurimustoo raames eraldati RNA vereplasmast, eksosoomidest, endomeetriumi
koest ja tuumaga vererakkude fraktsioonist (BC). Kdigi nelja protsessi kaigus kasutati
RNA eraldamiseks miRNeasy Mini Kit komplekti (Qiagen, GmbH, Saksamaa). Eraldatud
RNA sdilitati -80 °C juures.

2.2.3.1 RNA eraldamine vereplasmast

RNA eraldamiseks kasutati 0,5 ml vereplasmat. Esmalt segati plasma QIAzol Lysis
reagendiga (Qiagen, GmbH, Saksamaa) vahekorras 1:5 ning iga 0,75 ml QIAzoli kohta
lisati 0,2 ml kloroformi. Proove segati 15 sekundit ning inkubeeriti toatemperatuuril 5
minutit. Jargnev RNA eraldamine viidi labi miRNeasy Mini Kit protokolli alusel. RNA

elueerimiseks kasutati 30 pul RNaasi vaba vett.
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2.2.3.2 RNA eraldamine koest

RNA eraldamiseks kasutati -80 °C juures hoitud endomeetriumikoe proove. Kuni 50 mg
kaaluv koeproov asetati 0,75 ml QIAzol Lysis reagendi sisse puhtasse tuubi. Seejérel
homogeniseeriti proov kasutades TissueRuptor rootor-staator homogenisaatorit (Qiagen,
GmbH, Saksamaa). Homogenisaati inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit. Jargmiseks lisati
proovile 0,14 ml Kkloroformi ning segati 15 sekundit, seejarel inkubeeriti taas
toatemperatuuril 5 minutit. Jargnev RNA eraldamine viidi labi miRNeasy Mini Kit

protokolli alusel. RNA elueerimiseks kasutati 50 pl RNaasi vaba vett.

2.2.3.3 RNA eraldamine eksosoomidest

Eksosoomid eraldati 1 ml vereseerumist ultratsentrifuugimise meetodil. Eraldatud
eksosoomid suspendeeriti les 0,1 ml nukleaasivabas vees. Seejarel lisati eksosoomidele
QIAzol reagenti vahekorras 1:5. Eksosoomid eraldas Reproduktiivmeditsiini TAK teadur
Kadri Rekker.

0,6 ml eksosoomide ja QIAzoli segule lisati 0,1 ml kloroformi. Proove segati 15 sekundit
ning inkubeeriti toatemperatuuril 2-3 minutit. Jargnev RNA eraldamine viidi labi

miRNeasy Mini Kit protokolli alusel. RNA eluatsiooniks kasutati 50 pul RNaasi vaba vett.

2.2.3.4 RNA eraldamine tuumaga vererakkude fraktsioonist

BC fraktsioonile lisati sellega vordses mahus nukleaasivaba vett. Saadud segule lisati
jargmisena 1:3 vahekorras Trizol LS reagenti (Invitrogen, Life Technologies, USA). Iga
0,75 ml Trizol LS kohta lisati 0,2 ml kloroformi. Proove segati 15 sekundit ning
inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit. Jargnev RNA eraldamine viidi 1&bi miRNeasy Mini
Kit protokolli alusel. RNA eluatsiooniks kasutati 50 pl RNaasi vaba vett.

2.2.4. miRNA ekspressioonitaseme maaramine

Uurimisgrupi varasemale t6ole ja kirjandusele tuginedes valisime vélja kolm miRNAd,

mille ekspressioonitasemed maarasime kasutades TagMan MicroRNA siisteemi.

cDNA siintees teostati TagMan MicroRNA Reverse Transcription komplektiga (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Iga miRNA tuvastamiseks lisati segusse spetsiifiline

praimer. Koigepealt valmistati reaktsioonisegu (Tabel 2), sellele lisati 3 ul miRNA
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spetsiifilist praimerit, 3 pl totaalset RNAd ja 6 pl ddH,O. cDNA sunteesiks kasutati
programmi: 16 °C 30 min, 42 °C 30 min, 85 °C 5 min, jargnes kohene jahutamine 4 °C-ni.

Tabel 2. cDNA sinteesi reaktsioonisegu.

Poordtranskirptsiooni (RT) 1x reaktsioonisegu ()
reaktsioonisegu suin

10 x RT puhver 1,5
dNTP segu (100 mM) 0,15
RNaasi inhibiitor (20 U/ul) 0,19
Multiscribe RT ensttm (50 U/ul) 1

ddH,0 6,16
Kogumaht 9

Jargnevalt valmistati gRT-PCR jaoks reaktsioonisegu (Tabel 3). Iga uuritava miRNA jaoks
kasutati spetsiifilist TagMan MicroRNA testi ja lisaks kahte referents miRNAd (Applied
Biosystems). Koeproovide referentsina kasutati kaht vaikest nukleolaarset RNAd (ingl. k.
snoRNA- small nucleolar RNA). Uuritavad miRNAd ja referentsid on toodud Tabelis 4.
Kdik gRT-PCR reaktsioonid sooritati kahes korduses.

Tabel 3. gRT-PCR reaktsioonisegu.

Reagent 1x reaktsioonisegu (pl)
TagMan 2 x Universal PCR Master Mix, 10
No AmpErase UNG
TagMan MicroRNA Assay (20 x) 1
cDNA 1,3
ddH,0 7,7
Kogumaht 20
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Tabel 4. T66s kasutatud TagMan MicroRNA testid.

Testl Nimi Jérjestus

number

002223 hsa-miR-30e-5p* UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG

000435 hsa-miR-99a-5p* AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG

000463 hsa-miR-141-3p UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

000502 hsa-miR-200a-3p UAACACUGUCUGGUAACGAUGU

002251 hsa-miR-200b-3p UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAACATGAA

001094 RNU44 GGTCTTAATTAGCTCTAACTGACT
GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGCC

001006 RNU43 ATCACCGCAGCGCTCTGACC

* — antud t60s kasutatud referents-miRNAd

Reaktsioonid viidi 1&bi 7500 Fast Real-Time PCR masinal (Applied Biosystems) kasutades
jargnevat programmi: 95 °C 10 min, millele jargnes 40 tsiklit: 95 °C 15 s ja 60 °C 1 min.

2.2.5 Andmeanaliits

miRNAde ekspressioonitasemed madrati qRT-PCR meetodi abil. Saadud tulemused
analudsiti programmiga SDS2.4 (Applied Biosystems, Foster City, USA), kasutades
vordleva lavitsikli (ingl. k. Ct-cycle threshold) meetodit. gRT-PCR amplifikatsioonil
saadud miRNA Ct vaartused normaliseeriti referents miRNAde voi vdikeste nukleolaarsete
RNAde keskmise suhtes. miRNAde ekspressioonitaseme korduse erinevused (ingl. k. fold

change) valimigruppide vahel arvutati kasutades 2! valemit, kus

AACt= (uuritava miRNA Ct — referents miRNA Ct) katsegrupp X — (uuritava miRNA Ct —
referents miRNA Ct) katsegrupp Y,

X ja'Y tahistavad valimigruppe vastavalt sellele, milliseid gruppe omavahel vorreldi.

Ekspressioonitasemete  erinevuste olulisuse analuls teostati Microsoft Excelis

funktsiooniga t-test. t-testi parameeterid olid seatud nii, et t-test kasutas kahepoolset
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hipoteesi (ingl. k. two-tailed distribution) ning ei eeldanud keskvaartuste vordlemisel, et
uldkogumid on vdrdse dispersiooniga (tlup 3 t-test, ingl k. two-sample unequal variance).
Tsirkaadse rutmi Kkatsetes kasutati tiip 1 t-testi (ingl. k. paired), kuna ldkogumi
keskvaartuseid vorreldi s6ltuvate vaatluste korral (Uhe valimi hommikused ja Ghtused

proovid). Statistiliselt oluliseks tulemuseks loeti p-vaartust < 0,05.

Hindamaks uuritavate miRNAde voimekust biomarkeritena arvutati hsa-miR-141-3p, hsa-
miR-200a-3p ja hsa-miR-200b-3p (edaspidi vastavalt miR-141, miR-200a ja miR-200Db)
markerite tundlikkus ja spetsiifilisus endometrioosi prognoosimisel. Tundlikkus naitab
Kliinilise testi vOGimet korrektselt eristada koik haiged indiviidid tervetest (tGeselt
positiivsete juhtude arv) ning spetsiifilisus vdimet tuvastada need indiviidid, kellel vastav
haigus puudub (tdeselt negatiivsete juhtude arv). MedCalc 13.2 statistikaprogrammi
(www.medcalc.org) abil leiti ACt vaartuste pdhjal ROC-kdverad (ingl. k. receiver
operating characteristics) koos AUC (kurvialune pindala, ingl. k. area under the curve)
vadrtuste ja testi sensitiivsuse ja spetsiifilisusega iga miRNA jaoks. ROC-kdvera X-teljel
on toodud tundlikkus ehk tGesete positiivsete juhtude arv ning Y-teljel 1-spetsiifilisus ehk
valenegatiivsete juhtude arv argumendi erinevate véartuste korral. Kéesolevas t60s on
ROC-kdver erinevatele ACt véartustele vastavate miRNA sensitiivsuse ja spetsiifilisuse
paaride graafiline esitus, mille kaudu on vdimalik leida optimaalseim ACt piirvaartus.
AUC ehk ROC-kdvera alune pindala skaalal 0,5-st 1-ni nditab testi Gletldist tapsust
(Altman ja Bland, 1994), mida suurem vaartus, seda tugevam on antud juhul seos ACt
vadrtuste ja prognoosi vahel ning seda tdpsemini antud test endometrioosi olemasolu
suudab tuvastada. lga mMIRNA optimaalseimale ACt-le vastavad tundlikkuse ja
spetsiifilisuse vaartused on toodud t66 tulemuste osas koos ROC-kdverate ja AUC

vaartustega.

Lisaks eelnevale arvutati MedCalc programmi abil miR-200a, miR-200b ja miR-141
kombinatsioonide sensitiivsus ja spetsiifilisus. Selleks kasutati mitme muutujaga logistilise
regressiooni mudelil pdhinevat valemit, mida kasutasid Torres ja kolleegid miRNAde

diagnostilist olulisust hinnates (Torres jt., 2013).
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2.3 Tulemused

TGO esmane eesmark oli méérata vereplasmast tuvastatavate miR-200 perekonna liikmete
tasemed endometrioosiga ja endometrioosita naistel. Teiseks analulsisime, kas antud miR-
200 perekonna miRNAd vdivad sobida endometrioosi mitteinvasiivseteks biomarkeriteks.
Kolmandaks eesmargiks oli selgitada vereplasmas leiduvate miR-200 perekonna miRNAde

paritolu.

miRNAde ekspressioonitaseme madramiseks valisime gRT-PCR meetodi kui Ghe parima
praegu kasutatavatest miRNAde detekteerimise meetoditest, seda ennekdike korge
spetsiifilisuse ja tundlikkuse tottu. Viimased omadused on eriti olulised miRNAde taseme
uurimisel  vereplasmast, kus enamik miRNAsid on esindatud véga madala
kontsentratsiooniga. Korge spetsiifilisuse tagamiseks kasutasime gqRT-PCR meetodi juures
iga miRNA taseme méa&ramiseks spetsiifilist TagMan MicroRNA siisteemi.

2.3.1 Endometrioosiga ja endometrioosita naiste plasma miR-200 perekonna taseme

analtis

T6O esimeses etapis méarasime hsa-miR-141-3p, hsa-miR-200a-3p ja hsa-miR-200b-3p
ekspressioonitasemed 61 endometrioosiga, 33 endometrioosita patsiendi ja 30 terve naise
vereplasmas (Joonis 9). Tulemused néitasid, et miR-200a, miR-200b ja miR-141 olid
endometrioosiga patsientide vereplasmas ligikaudu kaks korda madalamalt ekspresseeritud
kui tervete naiste vereproovides. Vorreldes omavahel endometrioosita ja endometrioosiga
naiste vereplasma proove, selgus et miR-200a ja miR-141 olid endometrioosiga patsientide
vereplasmas umbkaudu poolteist korda madalamalt ekspresseeritud kui endometrioosita
patsientidel. miR-200b ei ndidanud endometrioosita ja endometrioosiga patsientide
vordluses olulist ekspressioonierinevust. Joonisel 9 on néidatud gRT-PCR tulemuste
analliusimisel saadud andmed miRNAde kohta ja nende ekspressioonitasemete erinevused

gruppide vahel.
miR-200a ja miR-141 ekspressiooni erinevus endometrioosita patsientide ja tervete grupi

vahel ei osutunud statistiliselt oluliseks, aga miR-200b tase oli endometrioosita patsientide

proovides ligi kaks korda madalam kui tervetel naistel.
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miR-200a, miR-200b, miR-141
p=0,0016; p=0,08; p=0,0009
FC=1,6; FC=1,3; FC=1,7

miR-200a, miR-200b, miR-141
p=0,2; p=0,0019; p=0,9
FC=-1,3; FC=-1,8; FC= -1

miR-200a, miR-200b, miR-141

— p=5,3x10%; p=1,7x10%; 3x10?

FC=-2,0; FC=-2,2; FC=-1,7

Endometrioosita Endometrioosiga .
S - Terved naised
— patsiendid patsiendid (n=30)
- (n=33) (n=61)
f
A | B
Staadium I-11 | | staadium 1I-1v

miR-200a, miR-200b, miR-141 miR-200a, miR-200b, miR-141

p=0,002; p=0,01; p=0,002 p=4x10-5; p=0,0004; p=0,01

FC=1,6; FC=1,5; FC=1,7 FC=-1,9; FC=-1,8; FC=-1,7

|

miR-200a, miR-200b, miR-141 miR-200a, miR-200b, miR-141

p=0,006; p=0,79; p=0,006 p=8,7x10%; p=2,4x107; p=0,005

FC=1,5; FC=1; FC=1,8 FC=-2; FC=-2,5; FC=-1,6

Joonis 9. Plasma miR-200 perekonna ekspressioonitasemete erinevused endometrioosiga
patsientide, endometrioosita patsientide ja tervete vahel.

A ja B téhistavad vastavalt 1 ja Il ning Il ja IV staadiumi endometrioosiga patsiente
analliusis, kus vorreldi endometrioosiga patsiente kahe eraldi grupina soltuvalt
endometrioosi staadiumist.

FC — ekspressioonitaseme erinevuse vaartus. Vorreldud on alati vasakpoolset gruppi sellest
paremal asuva grupiga. Positiivse FC vaartuse korral on vasakpoolse grupi
ekspressioonitase ndidatud vaartuse vorra koérgem ja negatiivse FC vadrtuse korral
madalam kui parempoolses vdrreldavas grupis. Naiteks endometrioosiga patsientide
vereplasma miR-200a tase on kaks korda madalam kui tervetel naistel.

Jargnevalt vaatasime miRNAde ekspressioonitaseme sdltuvust endometrioosi staadiumist
(ASRM Kklassifikatsioonist lahtudes). Selleks tahistasime | ja Il staadiumi endometrioosiga
naised tinglikult kui grupp A ning Il ja IV staadiumiga naised kui grupp B. Vordlesime
endometrioosita patsientide ja tervete gruppe eraldi A ja B valimitega. miR-200a, miR-
200b ja miR-141 olid nii A kui B grupi endometrioosiga patsientide vereproovides oluliselt
madalamalt ekspresseeritud kui tervete naiste proovides. Kdik kolm miRNAd olid
endometrioosihaigete A grupis madalamalt ekspresseeritud ka vorreldes endometrioosita

patsientide vereplasma proovidega. Samas, vordlus B grupi ja endometrioosita patsientide
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vahel nditas olulist ekspressioonierinevust ainult miR-200a ja miR-141 puhul, miR-200b

puhul olulist erinevust vélja ei tulnud.

2.3.1.1 miR-200 perekonna ekspressioonitaseme sdltuvus vereproovi votmise ajast

Vorreldes patsientide hommikul v6i Ohtul kogutud vereplasma proove eraldi, saime
monevorra teistsugused tulemused kui kogu valimi vordlusel (Joonis 10). miR-200a, miR-
200b ja miR-141 ekspressioon oli nii endometrioosiga patsientide hommikustes kui ka
Ohtustes proovides sarnaselt kogu valimi vordlusele oluliselt madalam kui tervetel naistel.
Vorreldes endometrioosiga ja endometrioosita patsientide miR-200a, miR-200b ja miR-
141 tasemeid hommikustes ja Ohtustes proovides selgus, et hommikul kogutud
vereplasmades puudub nende kahe grupi vahel erinevus. Ohtul kogutud vereplasmades olid
kdik kolm miRNAd endometrioosiga patsientidel poolteist kuni kaks korda madalama
tasemega kui endometrioosita patsientidel. Endometrioosita patsientide hommikuste
proovide vereplasmas oli miR-200a ja miR-200b tase ule kahe korra madalam kui tervete
naiste proovides, miR-141 ekspressioonitaseme erinevus ei olnud statistiliselt oluline.
Seevastu oli miR-200a, miR-200b ja miR-141 ekspressioon endometrioosita patsientide
Ohtustes proovides ja tervete naiste vereplasmas véga sarnane ega nédidanud nende kahe

grupi vahel statistiliselt olulist erinevust.

Tegime ka anallusi, milles vBrdlesime miRNAde tasemeid hommikul ja 6htul kogutud
vereproovides sOltumatult haiguse olemasolust. Tulemused néitasid, et s6ltumata
patsiendigrupist on miR-200a, miR-200b ja miR-141 hommikustes vereplasma proovides
ligi poolteist korda madalama ekspressioonitasemega kui dhtustes proovides. Hommikul ja
ohtul kogutud proovide vdrdlemine patsiendigruppide siseselt néitas samuti, et uuritud
miRNAd on hommikustes proovides oluliselt madalamalt ekspresseeritud kui Ohtustes
proovides (p-véartused < 0,05), erinevust ei ndita ainult endometrioosiga patsientide grupi
miR-200b (p-vaartus 0,08).
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HOMMIK HOMMIK
Endometrioosita : Endometrioosiga
patsiendid : : : patsiendid
(n=11) miR-200a, miR-200b, miR-141 (n=32)

p=0,6; p=0,8; p=0,1
FC=-1,1; FC=1,1; FC=-1,4

miR-200a, miR-200b, miR-141 miR-200a, miR-200b, miR-141
p=0,0001; p=0,0004; p=0,1 p=8,6x10%; p=8,4x107; p=0,0003

FC=-2,3; FC=-2,7, FC=-14 ) _ FC=24; FC=2,5; FC=2

Terved naised

miR-200a, miR-200b, miR-141 | _ (n=30) miR-200a, miR-200b, miR-141
p=0,7; p=0,06; p=0,4 | p=0,0007; p=4,5x10"; p=0,05
FC=1,1; FC=-1,4; FC=1,2 FC=1,6; FC=2 FC=1,4

miR-200a, miR-200b, miR-141
p=0,0008; p=0,02; p=0,007

OHTU FC=1,8; FC=1,4; FC= 1,8 OHTU
Endometrioosita : Endometrioosiga
patsiendid [ patsiendid
(n=22) (n=29)

Joonis 10. Endometrioosiga patsientide, endometrioosita patsientide ja tervete grupi miR-
200 perekonna ekspressioonitasemed lahtuvalt proovi vétmise ajast.

FC — ekspressioonitaseme erinevuse vaartus, vorreldud on alati vasakpoolset gruppi sellest
paremal asuva grupiga. Positiivse FC vaartuse korral on vasakpoolse grupi
ekspressioonitase ndidatud vaartuse vorra koérgem ja negatiivse FC vadrtuse korral
madalam kui parempoolses vorreldavas grupis. Naiteks 6htuste endometrioosita patsientide
miR-200a tase on 1,8 korda kdrgem kui dhtuste endometrioosiga patsientide vereplasmas.

2.3.1.2 miR-200 perekonna ekspressioonitaseme soltuvus tsirkaadsest rutmist

Patsientide hommikuste ja dhtuste proovide eraldi vordlemise pdhjal leidsime, et uuritud
miRNAde tase vOib olla mdjutatud tsirkaadsest rutmist. Selle hiipoteesi kontrollimiseks
tegime katse, kus voOrdlesime kaheksa terve naise miR-200 perekonna miRNAde
ekspressiooni hommikul ja 6htul kogutud plasmaproovides. Tulemusi analiilisides selgus,
et miR-200a, miR-200b ja miR-141 olid Ghtustes proovides ule kahe korra kdrgemalt

ekspresseeritud kui hommikustes proovides (Tabel 5).
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Tabel 5. miR-200 perekonna miRNAde ekspressioonitase vereplasmas soltuvalt proovi

kogumise ajast.

mMiRNA

Ekspressioonitaseme erinevus kordades/
p-vaartus
(6htused vs hommikused proovid)

miR-200a

28
(p= 0,0007)

miR-200b

27
(p=0,00002)

miR-141

2,5
(p=0,007)

2.3.1.3 miR-200 perekonna markerite sensitiivsus ja spetsiifilisus

T6O kdigus arvutasime miR-200a, miR-200b ja miR-141 jaoks ka tundlikkuse ja

spetsiifilisuse, millega need biomarkerikandidaadid endometrioosi tuvastada suudavad

(Tabel 6).

Tabel 6. miR-200 perekonna markerite véimekus endometrioosi prognoosimisel.

. Sensitiivsus | Spetsiifilisus ACt AUC 95%
MIRNA (%) (%) piirvaartus AUC usaldusintervall
miR-200a 90,6 63,6 >5,12 0,759 0,624-0,865
miR-200b 90,6 45,5 >5,76 0,680 0,539-0,801
miR-141 68,7 72,7 >6,26 0,711 0,572-0,826
miR-200a +
miR-200b + 84,4 68,2 - 0,770 0,635-0,873
miR-141
miR-200a +
MiR-200b 87,5 68,2 - 0,759 0,623-0,865
miR-200a +
MiR-141 84,4 68,2 - 0,767 0,632-0,871
miR-200b +
MiR+141 81,3 59,1 - 0,729 0,590-0,841
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Valisime vordlusgrupiks endometrioosiga ja endometrioosita patsiendid, kuna oluline on
endometrioosihaigeid eristada sarnaste stimptomitega, kuid endometrioosita patsientidest.
Kasutasime antud vordluses ainult dhtul kogutud proove, et véltida tsirkaadsest ritmist
tulenevat méju miRNAde tasemes hommikul kogutud proovides. Arvutasime miR-200a,
miR-200b ja miR-141 diagnostilise vOimekuse hindamiseks nende markerite
individuaalsed sensitiivsused ja spetsiifilisused ning vaatasime ka markerite
kombineerimisest tulenevat efekti. Arvutamise aluseks olnud ROC-kéverad on toodud

joonisel 11.
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Joonis 11. miR-200 perekonna liikmete ROC-k&verad. Punkt kdveral tahistab optimaalseimat Ct

piirvéartust.

Tulemuste pdhjal osutus parima prognoosivbimega markeriks miR-200a sensitiivsuse ja

spetsiifilisusega vastavalt 90,6% ja 63,6%, markerite kombineerimisel andis optimaalseima
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sensitiivsuse ja spetsiifilisuse suhte miR-200a koos miR-200b-ga (sensitiivsus ja
spetsiifilisus vastavalt 87,5% ja 68,2%).

2.3.2 Vereplasmast detekteeritavate miRNAde ekspressioonitasemete erinevuse

paritolu analilis

2.3.2.1 miR-200 perekonna ekspressioon endomeetriumi koes

Eelpool kirjeldatud katsed naitasid, et endometrioosi korral on miR-200 perekonna
miRNAde tase vereplasmas muutunud. Kdaesolevas katses uurisime, kas need muutused
vOiksid tuleneda erinevustest endometrioosiga patsientide ja tervete naiste endomeetriumi
miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressioonitasemetest. Selleks mé&arasime miRNA
ekspressioonitasemed Uheksa endometrioosiga patsiendi ja kaheksa terve naise

koeproovidest gRT-PCR meetodi abil.

Saadud Ct vééartused normaliseeriti kontroll-jarjestuste RNU44 ja RNU48 vastu. RNU44 ja
RNU48 on koeuuringutes sagedasti kasutatavad endogeensed kontrollid miRNAde
kvantifitseerimisel gqRT-PCR meetodiga (Meyer jt., 2010, Torres jt., 2013). Tulemuste
analuls nditas, et miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressioonitase oli véga sarnane nii

endometrioosiga kui tervete naiste endomeetriumi koes (p-vééartused olid kdik > 0,05).

2.3.2.2 miR-200 perekonna ekspressioon eksosoomides

Antud katses analliisisime miR-200a, miR-200b ja miR-141 tasemeid vereseerumist
eraldatud eksosoomides. Selleks kasutasime Uldvalimisse kuuluva kaheteistkiimne

endometrioosiga patsiendi ja kaheteistkiimne terve naise vereproove.

MIRNA ekspressioonitasemed leidsime gRT-PCR meetodi abil ja saadud tulemused
normaliseerisime referents-miRNAde miR-30e ja miR-99a vastu sarnaselt plasmaproovide
analliusile. Tulemused nditasid, et endometrioosiga patsientide miR-200 perekonna
liilkmete ekspressioonitase eksosoomides on ligikaudu kaks korda madalam kui vastavate

miRNAde tase tervete naiste eksosoomides (Tabel 6).
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Tabel 7. Eksosomaalsete miRNAde ekspressioonitasemed endometrioosiga patsientidel ja
tervetel naistel.

Ekspressioonitaseme erinevus kordades/

miRNA p-vaartus
(endometrioosiga patsiendid vs terved naised)

-2,0

iR-2
miR-200a (p=0,01)

-2,3

miR-200b (p=0,02)

-1,9

miR-141 (p=0.02)

- mark ekspressioonitaseme vééartuse eest tdhendab madalamat ekspressioonitaset.

2.3.2.3 Tuumaga vererakkudest eraldatud miR-200 liikmete ekspressioonitaseme seos

tsirkaadse ritmiga

Jargmiseks otsisime vastust kiisimusele, kust parinevad tsirkaadse riitmi jooksul toimuvad
mIRNA ekspressioonitaseme muutused. Kuna on teada, et osa veres tsirkuleerivatest
miRNAdest on périt tuumaga vererakkudest (Duttagupta jt., 2011; Pritchard jt., 2011), siis
maarasime miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressioonitasemed tuumaga vererakkude
ehk BC fraktsioonist. Selleks kasutasime kuue terve naise hommikustest ja Ghtustest
vereproovidest eraldatud BC fraktsioone. Maérasime gRT-PCR meetodiga miRNA
tasemed, referentsidena kasutasime nii miR-30e ja miR-99a keskmist kui ka RNU44 vastu
normaliseerimist. Anallilis nditas, et s6ltumata referentsi valikust ei esine hommikuste ja

Ohtuste proovide vahel statistilist erinevust, kdik p-vdartused > 0,05.

2.4 Arutelu

Endometrioos on uks levinumaid naistehaigusi, kuid selle diagnoosimiseks puuduvad
kaesoleval ajal mitteinvasiivsed kdrge spetsiifilisusega meetodid. Standardprotseduurina
on kasutusel laparoskoopiline operatsioon, mis on uhtlasi ka (ks ravivéimalustest.
Laparoskoopia on invasiivne meetod ning omab seetdttu riski naise tervisele. Lisaks sellele
on uuringud néidanud, et kollete hilisem histoloogiline uuring ei kinnita alati laparoskoopia

kaigus visuaalsel hindamisel saadud tulemusi (Marchino jt., 2005). Histoloogia on t&pne
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meetod (Almeida Filho jt., 2008), kuid selle Kkitsaskohaks on t66émahukus, mistdttu ei
uurita pohjalikult l&bi koiki laparoskoopia kaigus leitud koldeid. See tdhendab, et
histoloogia kéigus labiuuritud koeproovidesse ei pruugi juhuslikkuse tdttu alati sattuda
endometrioosikoldele iseloomulikke rakke ning seetbttu on haiguse diagnoosimine
raskendatud (Clement, 2007).

Alternatiiviks laparoskoopiale otsivad teadlased mitteinvasiivseid biomarkerite kandidaate,
mille abil saaks endometrioosi tuvastada kehavedelikest nagu veri, silg v&i uriin.
Ennekbike oleks sellistest diagnostikmarkeritest kasu parandamaks voimalusi
endometrioosi  varakult diagnoosida ja ravida. Uheks oluliseks endometrioosi
mitteinvasiivse diagnostika sihtgrupiks on laparoskoopilise operatsiooni jarjekorras
ootavad viljatuse diagnoosiga patsiendid, kellel on ebaméérane kahtlus endometrioosile.
Mitteinvasiivsed biomarkerid vdimaldaksid teha kiire analulsi ja endometrioosi leiu korral
oleks pdhjendatud patsiendi kiiremas korras saatmine laparoskoopiale, kuna erinevatel
andmetel suurendab laparoskoopia kéigus kollete eemaldamine ja sidekoeliste liiduste
vabastamine loomuliku viljastumise méaara kuni 50% (Ziegler jt., 2010; Senapati ja
Barnhart, 2012). Igal juhul vbiks mitteinvasiivse testi abil lihendada aega endometrioosi

simptomite avaldumise ja diagnoosi panemise vahel.

Kéesoleva to0 eesmark oli valja selgitada, kas endometrioosi korral on vereplasma miR-
141, miR-200a ja miR-200b ekspressioonitasemed muutunud vorreldes tervete naiste
vereplasmaga. Katsete tulemusena selgus, et kdik uuritud miR-200 perekonna kolm liiget
on endometrioosipatsientide veres madalamalt ekspresseeritud kui tervetel naistel. Kuna
miR-200 perekonna liikkmed vdimaldavad endometrioosihaigete ja tervete naiste gruppe
eristada vereplasma proovide alusel, vBiksid miR-141, miR-200a ja miR-200b sobida

endometrioosi mitteinvasiivseteks biomarkeriteks.

Vordlesime uurimustdé kéigus endometrioosiga patsiente ja terveid naisi ka
endometrioosita patsientidega. Viimased on naised, kellel pole laparoskoopia kaigus
endometrioosi leitud, kuid on esinenud sellele viitavad kaebused, mille alusel on toimunud
suunamine operatsioonile. Katsetulemuste Gldise tendentsi pdhjal on endometrioosita
patsiendid miR-200 perekonna ekspressiooni poolest sarnased tervetele naistele (miR-141
ja miR-200a ekspressioon oli statistiliselt oluliselt erinev endometrioosita ja

endometrioosiga patsientide vahel, kuid ei ndidanud olulist erinevust endometrioosita
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patsientide ja tervete vahel, miR-200b avaldumismuster oli mdneti erinev). Need
tulemused on olulised né&itamaks, et leitud biomarkerikandidaadid on tdepoolest

endometrioosispetsiifilised.

Uks uurimustod pdhilisi eesmarke oli hinnata miR-200 perekonna liikmete vGimet
diagnoosida endometrioosi. Analusi kaigus leitud ROC-koverad toetasid saadud tulemusi
ja nditasid selget korrelatsiooni miRNAde ekspressiooni ja endometrioosi vahel.
Arvutasime ka miR-200a, miR-200b ja miR-141 sensitiivsused ja spetsiifilisused, mis
naitasid, et parima ennustusvbimega marker on miR-200a vdi miR-200a kombineerituna
miR-200b-ga. Korge sensitiivsus on oluline, kuna eelkdige on endometrioosi
mitteinvasiivsete markerite puhul téhtis tuvastada vdimalikult suure tdendosusega kdik
naised, kes haigust pbevad. Pdhjus, miks miR-200 perekonna liikmete omavaheline
kombineerimine ei anna kdrgemaid testi tundlikkuse ja spetsiifilisuse parameetreid, seisneb
arvatavasti selles, et miR-200a, miR-200b ja miR-141 ekspressioon on omavahel
funktsionaalselt seotud. Tuleb silmas pidada, et toodud sensitiivsused ja spetsiifilisused

kehtivad dhtul kogutud proovide korral.

Vaatasime miR-200 perekonna liikmete ekspressiooni soltuvust ka endometrioosi
staadiumist. Varase diagnoosimise ja ravi alustamise seisukohast on tahtis, et markerid
oleksid kasutatavad haiguse igas staadiumis, kaasa arvatud véljakujunemise etapis. Oma
t00s nimetasime vaikese valimi ja staadiumite vaheliste selgete piiride puudumise tottu | ja
Il staadiumi endometrioosiga naised tinglikult grupiks A ning Il ja IV staadiumi
endometrioosiga naised grupiks B. Vordlesime mdlemat gruppi tervete naiste proovidega
ning saime tulemuseks, et miR-200 perekonna liikmed nditavad statistiliselt olulist
ekspressioonierinevust tervetest sdltumata staadiumist, seejuures oli miR-200a ja miR-
200b ekspressioonierinevus A grupi ja tervete naiste proovide vahel veidi suurem kui B
grupi ja tervete vahel. miR-141 puhul oli erinevus just B grupi ja tervete naiste

vereplasmas veidi suurem.

miR-141, miR-200a ja miR-200b nditasid statistiliselt olulist erinevust proovide vahel ka
endometrioosiga patsientide A grupi ja endometrioosita patsientide vahel. B grupi ja
endometrioosita patsientide vahel nditasid olulist erinevust miR-200a ja miR-141, aga
mitte miR-200b. Seejuures erines miR-200b ekspressioon endometrioosipatsientide grupi

siseselt A ja B staadiumi vahel. Nende andmete pdhjal paistab miR-200b ekspressioon
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olevat sdltuvuses endometrioosi staadiumitest. Varasemad uurimustddd on naidanud, et
sOltuvalt endometrioosi staadiumist voivad domineerida erinevad protsessid, naiteks on I-11
staadiumi puhul tuvastatud suurenenud pdletikumarkerite sekretsiooni (Foda ja Aal, 2012).
Edasistes uuringutes, kus vaadeldakse miR-200b ekspressiooni endometrioosiga
patsientidel, tuleks arvesse votta vOimalust, et miR-200b ei sobi endometrioosi
tuvastamiseks haiguse raskete staadiumite puhul.

Vereproovide kogumise ajalise info olemasolu pdhjal vordlesime patsientide gruppe
tervetega ka lahtuvalt proovi votmise ajast. Vordlustulemused néitasid, et hommikul
kogutud vereplasmades olid miR-200 perekonna liikmete avaldumistasemed madalamad
kui dhtul kogutud plasmades, kuid oluline erinevus endometrioosiga patsientide ja tervete
naiste vahel oli ndhtav nii hommikul kui 6htul kogutud proovide puhul. Erinevalt sellest
tuli endometrioosiga ja endometrioosita patsientide vaheline miR-141, miR-200a ja miR-
200b ekspressioonierinevus valja ainult o6htul kogutud proovides. Endometrioosita
patsientide miR-200a ja miR-200b ekspressioonitase oli tervete grupi tasemest statistiliselt
oluliselt madalam hommikul kogutud proovides, miR-141 erinevust ei naidanud. Ohtustes
proovides endometrioosita patsientide ja tervete vahel statistiliselt oluline

ekspressioonitaseme erinevus puudus.

Nende tulemuste pdhjal plstitasime hlpoteesi, et miR-141, miR-200a ja miR-200b on
tsirkaadsest rutmist soltuvad ja tegime selle kontrollimiseks ka eraldi katse. Tsirkaadse
ritmi Kkatsest, kus vaatasime kaheksa terve naise plasmas uuritavate miRNAde taset
hommikul ja 6htul vBetud proovides, selgus, et miR-200 perekonna kolm liiget on
O0péevasest ritmist mojutatud. Sarnaselt patsiendigruppide pdhjal saadud tulemustele oli
ka siin miR-200 perekonna ekspressioon hommikustes vereplasmades madalam. See
tdhendab, et miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressioon on lisaks endometrioosile
mojutatud ka tsirkaadest rutmist. Kuigi 60pédevane miRNAde taseme kdikumine on
endometrioosist sdltumatu tegur, mojutab see kahtlemata saadud tulemusi. Katsetulemuste
pohjal on endometrioosi korral patsientide miR-141, miR-200a ja miR-200b
avaldumistasemed madalamad kui tervetel naistel, kuid ka hommikul kogutud
vereplasmades on miR-200 perekonna ekspressioon madalam. Endometrioosist ja
tsirkaadsest ritmist tulenevad ekspressioonitaseme muutused on samasuunalised ja
k&esoleva  uurimust6d  raames  vOib  tsirkaadse  ritmi  mo6ju  varjutada

endometrioosispetsiifilist ekspressiooni, kuna miRNAde uldine madal tase hommikustes
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proovides vOib anda petliku tulemuse, et tegemist on endometrioosihaigetega. Sellest
teadmisest lahtudes on usaldusvadrsemad eelkdige Ohtustest proovidest saadud tulemused,
kus gruppidevahelised erinevused on suure tdendosusega tdepoolest endometrioosist
tingitud. Selles kontekstis tuleb esile statistiliselt olulise erinevuse puudumine
endometrioosita patsientide ja tervete grupi dhtuste proovide vahel, mis nditab, et miR-200
perekonna alusel moodustavad endometrioosiga patsiendid eraldiseisva grupi

endometrioosita patsientidest ja tervetest.

miR-200 perekonna ekspressioonitasemete sdltuvus tsirkaadsest ritmist on oluline tegur,
mida tuleks arvesse votta ké&esoleva uurimust6d tulemuste tblgendamisel ning antud
miRNAde edasisel uurimisel. Lisaks sellele peaks ka tulevastes teiste vereplasma
miRNAde ekspressiooni madravates toddes jalgima tsirkaadse rutmi vGimalikku mdju

nende miRNAde avaldumisele ja pd6rama tdhelepanu proovide kogumise ajale.

Tsirkaadse riitmi péritolu tdpsemaks véljaselgitamiseks vaatasime miR-200 perekonna
tasemeid tervete naiste BC fraktsiooni hommikul ja 6htul kogutud proovides. Varasematest
uurimustoodest on teada, et osa tsirkuleerivatest miRNAdest périneb tuumaga
vererakkudest. Tsirkuleerivate immuunrakkude hulk omakorda muutub 66péevas (Born jt.,
1997) ning seega oli alust arvata, et miRNAde tase vdib muutuda koos rakkudega.
Tulemused nditasid, et miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressioonitaseme 0dpaevased

kdikumised ei tulene tdendoliselt tuumaga vererakkudest.

Uurisime miR-141, miR-200a ja miR-200b ekspressiooni ka endometrioosipatsientide ja
tervete naiste eksosoomides. Eksosoomide tasemel olid miR-141, miR-200a ja miR-200b
endometrioosiga patsientidel kdik ligi kaks korda madalamalt ekspresseeritud kui tervetel
naistel, mis tdhendab, et tdendoliselt on miR-200 perekonna liikmed vahemalt osaliselt
vereplasmasse sattunud eksosomaalse transpordi kaigus, kuid valistada ei saa ka teisi
paritoluallikaid. Seet6ttu uurisime, kas miR-200 perekonna ekspressioonitaseme
erinevused endometrioosipatsientide ja tervete vahel on ndhtavad ka endomeetriumi koes.
Katsete tulemuste pdhjal voib 6elda, et miR-200 perekonna ekspressioonitasemete muutus
endometrioosi korral ei tulene endomeetriumi koest. Koelise péritolu kohta ei ole antud t66

tulemuste raames seega vOimalik tdpsemaid jareldusi teha.
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2.4.1 Kéesoleva t60 seosed varasemate samateemaliste uurimustéddega

Praeguseks on tehtud vdga vahe uurimustdid plasmast vOi seerumist tuvastatavate

miRNAde kui endometrioosi mitteinvasiivsete biomarkerite kohta. Avaldatud toddes

(Tabel 7) on kdigis kasutatud erinevaid tehnoloogiaid, validatsiooni kriteeriume ja

referents miRNAsid. See on suure tdendosusega pohjuseks, miks nende kolme t66

tulemused ei kattu omavahel, ega ka meie tulemustega. Véaarib ka méarkimist, et Jia ja

kolleegide 2012. aasta t60s referentsina kasutatud miR-16 néitas Suryawanshi jt., 2013

tods endometrioosiga patsientide ja tervete naiste vahel olulist ekspressioonitaseme

erinevust.

Tabel 8. miRNAd endometrioosi biomarkeritena varasemates toddes.

Uuring Materjal Uuritavad Meetod Referents Tulemus

-1v. 1205 miRNA

staadiumiga roovida
patsiendid (23) ja n?ikroki% miR-17-5p|
Jiajt., 2012 | plasma | laparoskoopiliselt TKroKIp, miR-16 miR-20a|
o valideerimine .
Kinnitatud ; miR-22|
. reaal-aja qRT-
endometrioosita PCR-0a
naised (23) g
765 miRNA miR-199a?
Patsiendid (60) ja | profiil TagMan miR-1221
Wana it laparoskoopiliselt mMiRNA miR-9%* |
20%?5 N seerum Kinnitatud slisteemiga, U6 miR-145% |
endometrioosita | validatsioon miR-141%|
naised (25) reaal-aja qRT- miR-542-3p|
PCR-ga
Endometrioosiga .

. miR-15b1
patsiendid (33), | 1113 inNA miR-161
endometrioos- ; :

. ulegenoomne miR-1911
seotud munasarja " :
- o profiil reaal- miR-1951
. vahiga patsiendid | _% .
Suryawanshi lasma (14), seroosse aja qRT-PCR- MiR-132 miR-19731
jt,2013 | P  SETO0SSE 1 3, 23 miRNA MiR-19741
munasarja vahiga s .
atsiendid (21) ja vallda_tsmon m!R-1978T
P Kinni reaal-aja gRT- miR-19791

innitamata .

L PCR-ga miR-42841
endometrioosita MiR-362-5p1
naised (20) p
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2.4.2 Uurimustoo limitatsioonid

Tulemuste pohjal jarelduste tegemisel tuleb arvestada mitmeid tegureid, mis vdisid
uurimise kéiku ja tulemusi mdjutada. Valisime oma varasema t60 ja kirjanduse pdhjal
uuritavateks miR-200 perekonna kolm liiget, aga ei saa valistada, et endometrioosi korral
muutunud ekspressioonitasemega vereplasma miRNAsid on rohkem, mida nditavad ka
varasemad miRNA pohised biomarkerite uuringud (Jia jt., 2012, Suryawanshi jt., 2013).

Teiseks ei saa tdielikult valistada flsioloogilisi voi patoloogilisi tegureid, mis lisaks
endometrioosile vdivad antud miRNAde taset mdjutada. Siiski, kéaesolevasse toosse
kuulunud uuringugrupid ei eristunud flsioloogiliste parameetrite, nagu vanus ja KMI,

poolest.

miR-200 perekonna ekspressioonitasemed endometrioosiga ja endometrioosita grupi
patsientidel olid teatud vordlustes omavahel sarnasemad kui kdrvutades patsiente tervete
naistega. Uheks pdhjuseks vdib olla fakt, et uuringus osalenud endometrioosiga ja
endometrioosita naistest suur osa olid viljatud. Kuigi endometrioos on (ks viljatuse
vOimalikest pbhjustest, vdivad viljatust péhjustada veel vaga mitmed munasarju, -juhasid
vOi emakat kahjustavad patoloogilised seisundid (Honoré, 1997) ja ka miR-200b erinev
avaldumismuster vdis sellest kahe grupi vahelisest Gihisosast tuleneda.

Endometrioosiuuringute (ks pdhilisi probleeme on objektiivse kontrollgrupi puudumine.
Uhest kiiljest ei saa endometrioosihaigete vdrdlemiseks kaasatavate tervete vabatahtlike
puhul valistada endometrioosi puudumist, kui nad pole labinud laparoskoopiat. Teisalt,
kasutades kontrollgrupina naisi, kellel pole laparoskoopia kaigus endometrioosi leitud,
vOib grupisiseselt esineda teisi patoloogiaid, mille kahtlus on olnud aluseks

laparoskoopiale suunamiseks (Zondervan jt., 2002).

Metoodilisest  kiljest seab teatud piirangud uurimustulemuste tdlgendamisele
referentsgeenide valik. Oma varasema t06 pdhjal valisime referentsgeenideks miR-30e ja
miR-99a, sest nende ekspressioon oli proovide IGikes kdige tihtlasem. Uldtunnustatud
referents-miRNAd, mille vastu proovide miRNA hulka normaliseerida, plasma jaoks
puuduvad ning sageli leiab iga t66grupp eksperimentide kaigus oma stabiilsed referentsid
(D"haene jt., 2012). Tsirkuleerivate miRNAde normaliseerimiseks on kasutatud vaikest

mittekodeerivat nukleaarset RNAd U6, kuid osad autorid on leidnud, et seerumi U6 tase
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kdigub indiviidide vahel margatavalt ning ei sobi seetdttu referentsiks (Benz jt., 2013).
RNU44 ja RNU48 on kasutusel stabiilse ekspressiooni tottu paljudes kudedes, kuid nende
ekspressioon plasmas ega seerumis pole alati detekteeritav ning samuti on viiteid sellele, et
need snoRNAd on seotud patofiisioloogiliste seisunditega, mis vdivad nende avaldumist
mojutada (Wang jt., 2012, Sahu, 2013). Kuigi normaliseerimisel vaadeldakse suhtelist
ekspressioonitaset referentsidega, siis vOib paljude erinevate referentside kasutamine
muuta uurimustodde tulemused raskesti vorreldavaks, kuna uuringutulemused séltuvad

otseselt referentside valikust.
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KOKKUVOTE

Endometrioos on sage pdletikuline glinekoloogiline haigus, mille esinemine populatsioonis
vOib ulatuda 10%-ni. Siiani puuduvad endometrioosi diagnoosimiseks mitteinvasiivsed
markerid, mille abil saaks haigust kiiresti ja ohutult tuvastada ning samuti lihendada
diagnoosimisest ravi alustamiseni kuluvat aega. Potentsiaalsete mitteinvasiivsete
biomarkeritena on uurimise all miRNAd, mille muutunud ekspressioonitasemeid on ka

varem endometrioosi korral naidatud.

Kéesolevas t66s uuriti miR-200 perekonna liikmete miR-141, miR-200a ja miR-200b
ekspressioonitasemeid endometrioosiga ja endometrioosita naiste vereplasmas kasutades
gRT-PCR meetodit. Eesmark oli vélja selgitada, kas miR-141, miR-200a ja miR-200b on
sobivad mitteinvasiivsed biomarkerid endometrioosi tuvastamiseks. Tulemused nditasid, et
miR-141, miR-200a ja miR-200b on endometrioosiga patsientide vereplasmas oluliselt

madalamalt ekspresseeritud kui endometrioosita patsientidel ja tervetel kontrollidel.

Lahtudes patsiendigruppide vdrdlemisel vereproovide votmise kellaajast, néitasime
esmakordselt, et uuritud miRNAde ekspressioon muutub 66pdeva jooksul ning on seega
tsirkaadsest rutmist soltuv. Kéesolevas t60s vois tsirkaadsest rutmist tulenev miRNAde
hommikune madal tase varjutada endometrioosi korral n&htava madala
ekspressioonitaseme ning seetdttu kasutasime jarelduste tegemisel eelkdige 6htul kogutud
proovide pdhjal saadud tulemusi. Avastus, et need miRNAd on Odpdevasest rutmist
mdjutatud, on oluliseks alusteadmiseks edasistes uurimustoodes, mis késitlevad miRNAde

ekspressiooni.

Lisaks eelnevale uurisime, kust pdrinevad vereplasma miR-200 perekonna
ekspressioonitaseme muutused endometrioosi korral. Tulemused néitasid, et miR-200a,
miR-200b ja miR-141 ekspressioonitaseme muutused endometrioosi korral ei ole
tuvastatavad endomeetriumi koes, kuid on vahemalt osaliselt sattunud vereplasmasse

eksosomaalse transpordi kéigus.

Uurimustod pohitulemusena nditasime, et miR-200a, miR-200b ja miR-141 on
potentsiaalsed endometrioosi  mitteinvasiivsed biomarkerid. Need miRNAd on

vereplasmast kergesti detekteeritavad ning nende ekspressioonitaseme langus
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endometrioosi korral on selle haiguse spetsiifiline, lisaks sellele suudavad antud
markerikandidaadid endometrioosi prognoosida sna kdrge tundlikkusega. Tulemused
naitasid, et miR-200a- pdhinev test on eeltoodud mMiRNAde hulgast parima
prognoosivBimega. miR-200a sensitiivsus ja spetsiifilisus endometrioosi tuvastamisel on
vastavalt 90,6% ja 63,6%, miR-200a ja miR-200b kombinatsioonil vastavalt 87,5% ja
68,2%.
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SUMMARY

Anne Mari Roost
Plasma microRNAs as potential non-invasive biomarkers for endometriosis

Endometriosis, a chronic inflammatory disease frequently associated with pelvic pain and
infertility, is believed to affect up to 10% of women in reproductive age. It is a complex
condition characterized by the presence of ectopic endometrial tissue outside the uterine
cavity. Laparoscopic surgery is currently the gold standard for the diagnosis of
endometriosis, however, laparoscopy still carries health risks associated to the procedure.
In addition, patients with asymptomatic or mild endometriosis may not be addressed to
surgery as they do not belong to the primary target group. Thus, those women would

benefit from easier and safer non-invasive diagnostic methods for endometriosis.

Most promising sources for non-invasive disease biomarkers are believed to be blood
serum and plasma or urine samples. Glycoproteins, cytokines, adhesion molecules, and
growth factors have been investigated as potential endometriosis biomarkers. However,
neither a single biomarker nor a panel of biomarkers has been validated as a reliable non-
invasive test for endometriosis. Recently, microRNAs (miRNAS) have been proposed as a
new class of possible disease biomarkers. miRNAs are ~ 22 nucleotide long single-
stranded non-coding RNAs that regulate most cellular processes. It has been shown that
miRNAs circulating in blood are stable and can be detected with several methods,
including gRT-PCR. Furthermore, an altered expression of circulating miRNAs has been
observed in various pathological states, therefore miRNA profiles in blood can potentially
be used to differentiate individuals with and without the disease.

The aim of the current work was to determine the levels of miR-200 family miRNAs (miR-
200a, miR-200b and miR-141) in blood plasma of women with and without endometriosis
and to evaluate their potential as non-invasive endometriosis biomarkers. We used qRT-
PCR method to measure miR-200a, miR-200b and miR-141 levels in blood plasma
samples and found that all three miRNAs were down-regulated in women with
endometriosis compared to women without the disease. Statistical analysis showed that
miR-200a alone or in combination with miR-200b can predict endometriosis with a high
sensitivity (90,6% and 87,5%, respectively) but with a relatively modest specificity (63,6%
and 68,2%, respectively).
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We also found that the expression levels of plasma miR-200a, miR-200b and miR-141 are
dependent upon the circadian rhythm being significantly lower in blood samples collected
in the morning. The fluctuations in MiRNA levels should be taken into account when using

these miRNASs as biomarkers in the future.

In conclusion, we propose that miR-200a, miR-200b and miR-141 are promising new non-

invasive biomarkers for endometriosis.

This study was conducted in the Competence Centre on Reproductive Medicine and
Biology.
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