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KASUTATUD LUHENDID

KMI - kehamassiindeks

C14MC - kromosoom 14 mikroRNA klaster

C19MC - kromosoom 19 mikroRNA klaster

FBS - veise looteseerum (fetal bovine serum)

FRD - valepositiivsete maar (false discovery rate)

FGF - fibroblasti kasvufaktorid (fibroblast growth factors)

FPKM - fragmente kb kohta miljoni joondatud fragmendi kohta (Fragments Per Kilobase Of
Exon Per Million Fragments Mapped)

IUGR - emakasisene kasvupeetus (interurerine growth restriction)
miRseq - mikroRNA jirjestuse médramine (microRNA sequencing)
PE - preeklampsia

RNAseq - RNA jérjestuse madramine (RNA sequencing)

ROS - aktiivset hapnikku sisaldavad ithendid (reactive oxygen species)

RT-gqPCR - poordtranskriptsiooni kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaksioon (reverse transcription

quantitative polymer chain reaction)
Siport - Siport NeoFX transfektsiooni reagent

UTR - mittetransleeritav piirkond (untranslated region)



SISSEJUHATUS

Iga lapseootel naise soovib tiisistusteta rasedust ning terve lapse siindi. Sellest hoolimata esineb
raseduse kaigus erinevaid komplikatsioone, mis vihemal v0i suuremal mééral kahjustavad ema
ja/voi loote tervist. Uheks sagedasemaks rasedusaegseks tiisistuseks on preeklampsia, mdjutades
2-5% rasedatest. Precklampsia korral tekib rasedal hiipertensioon, proteinuuria ning maksa
normaalne metabolism on héiritud. Preeklampsia tipsed tekkepShjused ei ole veel teada, kuid
tiheks oluliseks faktoriks on platsenta arengus asetleidvad korvalekalded. Praegu on preeklampsia
ainukeseks ravimeetodiks siinnituse esilekutsumine, pdrast platsenta irdumist preeklampsia
simptomid kaovad. Uheks platsenta genoomi avaldumist mdjutavateks faktoriteks on

mikroRNAd, mis reguleerivad geenide ekspressioonitaset.

Kéesolev magistritoo kasitleb preeklampsia korral platsentas diferentsiaalselt ekspresseerunud
mikroRNAsid ning nende regulatoorset funktsiooni platsentas ekspresseeruvate geenide iile. T66
alacesmarkideks on (i) teostada andmebaaside ja kirjandusallikate alusel analiiiis, et ennustada
sihtmédrk-geene, mille ekspressiooni platsentas diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAd
voiksid potensiaalselt reguleerida; (ii) sooritada piloot-katsed trofoblasti JEG-3 rakuliinis,
testimaks viljavalitud mikroRNA-de efekti potentsiaalsetele sihtmérk-geenidele ning hinnata
immortaliseeritud rakuliini sobivust platsenta mikroRNAde in vitro uuringuteks in vivo efekti

mudelina.

Mirksonad: mikroRNA, preeklampsia, JEG-3



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.Raseduskomplikatsioonid

Osadel naistel esineb raseduse ajal komplikatsioone, mis vdivad mdjutada ema ja/voi lapse
tervist. Isegi naistel, kes enne rasestumist on tiie tervise juures, esineb raseduskomplikatsioone.
Méoningateks enam-levinud komplikatsioonideks on hiipertensioon, gestatsioonidiabeet, lisasisene

kasvupeetus ning preeklampsia (Gouton et al., 2015).

Raseduseaegne hiipertensioon esineb loote ja ema vaheliste arterite ebapiisava suuruse tottu.
Raseduse ajal raskendab see vere joudmist platsentani, vdhendades looteni joudvat toitainete ja
hapniku hulka, mis omakorda aeglustab loote kasvu ning suurendab enneaegse siinni ning
precklampsia esinemise tdendosust. Kdrgenenud vererdohk mojub rasedate naiste organismile

koormavalt, suurendades infarkti ohtu siinnitusel (Hameed et al., 2015).

Gestatsioonidiabeet on raseduse ajal esinev kdorgenenud veresuhkru taseme tousuga
haigusseisund, mille puhul on ndidatud, et nii rasedatel kui nende jarglastel voib kaasneda
suurenenud risk tiiip II diabeedi tekkeks. Gestatsioonidiabeedi korral on gliikkoositolerants,
metabolism ja insuliini resistentsus muutunud, kuid tdpsemad pdhjused ei ole teada (Zhu et al.,
2015).

Usasisene kasvupeetus on tingitud paljudest faktoritest, mis takistavad lootel kasvamist. Uheks
pohjuseks voib olla vihenenud verevarustus ldbi platsenta, mille tottu on vihenenud toitainete ja
hapniku transport looteni. Imikutel, kes on siindides gestatsiooniaja kohta liiga viiksed, on leitud
korgenenud riski kardiovaskulaarhaigusteks ning tiiiip 11 diabeediks. (Iskender-Mazman et al.,
2014).

1.2. Preeklampsia

Preeklampsia puhul on tegu raseduskomplikatsiooniga, kus lisaks hiipertensioonile esineb ka
proteinuuria. Preeklampsia esinemise riski suurendab naisel ka esmasrasedus, varasemalt
esinenud preeklampsia juhtum, vanus tile 35 eluaasta, kahe v3i enama loote kandmine ning
tilekaalulisus. Lisaks sellele veel raseduseelsed haiguseseisundid: kdrgenenud vererohk, diabeet

ning neerude alatalitlus (Hernandez-Diaz et al., 2009). Preeklampsia avaldub iildjuhul raseduse
6



kolmandal trimestril, ravimata jatmine pohjustab rasedatel krampe ning voib 16ppeda surmaga
(Lain ja Roberts, 2002). Preeklamptilise raseduse imikud vodivad olla siindides enneaegsed ning
gestatsioonilise vanuse kohta véikesed (Lian et al., 2013). Preeklampsia mdjutab 2-5% rasedusi
(Redman ja Sargent, 2005). Haiguse tekkemehhanismid on siiani iisna ebaselged, kuid iiheks
peapdhjuseks peetakse hiireid platsenta arengus ja funktsioonis. Pérast stinnituse esilekutsumist

ja platsenta irdumist preeklampsia siimptomid kaovad (Roberts ja Cooper, 2001).

Hetkel piititakse preeklampsia avaldumist ennetada korduvate vererdhu mdotmiste abil ja uriini
analiilisil hindamaks neerude ‘tervist’. Preeklampsia tekke ette ennustamiseks piilitakse tuvastada
biomolekule, mida kasutades biomarkeritena oleks voimalik preeklampsia tekke tdendosust

hinnata (English et al., 2015).

1.3.Platsenta ja selle roll preeklampsia kujunemisel

Platsenta koosneb mitmetest erinevatest rakutiitipidest, iheks neist on trofoblasti rakud. Platsenta
hattud koosnevad siintsiiiitsiotrofoblastidest ning tsiitotrofoblastidest; mesenhiimaalsed rakud;
loote vaskulaarsed rakud, mis koosnevad vaskulaarsetest silelihasrakkudest, perivaskulaarsetest
rakkudest ning endoteeli rakkudest (Wakamatsu et al., 2011). Trofoblasti rakud on esimesed, mis
diferentseeruvad embriio arengu jooksul, tekkides areneva blastotsiisti ektodermist. Need rakud
on vajalikud raseduse stabiilseks kulgemiseks, kinnitudes emaka seinale ning algatades
implantatsiooni protsessi. Trofoblasti rakud sailitavad raseduse 10puni tiivirakkude populatsiooni,
mis kuni raseduse 10puni vodivad diferentseeruda siintsiiiitsiotrofoblastiks ja invasiivseks
trofoblastiks. Sintsiiiitsiotrofoblastid vastutavad platsentas toitainete ja gaasi vahetuse eest loote
ja ema vahel. Tsiitotrofoblasti rakud tungivad siintstiiitSiotrofoblasti véitidesse ja moodustades
sellega primaarseid koorioni hattusid, kus toimub platsenta arterite ja veenide areng. Trofoblasti
rakud migreeruvad mooda hattusid emaka seinani ning kinnitavad platsenta emaka seina kiilge,
mille jérel trofoblasti rakud migreeruvad edasi ema spiraalarterini. Jérgnevalt asendatakse
endoteeli kiht trofoblasti rakkudega, mille tottu degradeerub lihaskiht ning suureneb platsenta
veresoonte labilaskvusvdime. Spiraalarteris esinev muutus peab toimuma esimese trimestri
16puks, et edasine rasedus kulgeks komplikatsioonideta. Ebaefektiivne platsenta kinnitumine on

mitme rasedustiisistuse, kaasa arvatud preeklampsia tekke pdhjuseks (Khong et al., 1986).



1.4. Platsenta geeniekspressioon tiisistusteta ja preeklamptilise raseduse
korral

Preeklamptilise ning tiisistusteta raseduse platsentade geeniekspressioonid on erinevad, sest
mitmete geenide ekspressioon on diferentsiaalselt reguleeritud. Geeniekspressiooni erinevust
preeklamptikute ja tiisistusteta rasedate platsentades on varem iilegenoomselt uuritud. Song et al.
(2015) avaldatud t66s on selgelt ndidatud, kuidas preeklampsia korral platsenta omab teistsugust

geenide ekspressiooniprofiili vorreldes tiisistusteta rasedustega (tabel 1).



Tabel 1. Preeklamptilises platsentas ekspresseeruvad geenid, mille ekspressioon on statistiliselt oluliselt muutunud vorreldes
tiisistusteta rasedusest parinevate platsentaga. Geeniekspressiooni on méairatud mikrokiipidega. Tabelis on esitatud autorite poolt
toodud geenid voi geeni nimekirja korral esimesed kiimme geeni. Kohandatud Louwen et al. (2012) iilevaate tabeli alusel.

Autor Ekspressiooni Ekspressioon  Geenide nimed Ekspressioon  Geenide nimed
tuvastamise meetod 1 !
Centlowetal.,,  Operonv 2.1 human 3 Hba2, Hby Hbf - -
2000 70 mer oligo set
Enquobahrieet  Operon Human 13 LEP, FLT1, PCDHA3, 2 MGC1132, NR4A2
al., 2008 genome array ready CYP11A, F2R, IL9,
oligo set FCGR2B, CDO1,
VGLL1, EBI3, INSL4,
BCL6,INHA
Founds et al., Affymetrix HG-U133 5 FSTL3, MMP12, 31 FSTL3, MMP12,
2009 Plus 2.0 Gene Chip LAIR2, S100A8 LAIR2, S100A8
Hoegh et al., Affymetrix HG- 12 INHBA, LEP, 9 TXNRD1, FBLN1,
2010 U133A Gene Chip COL17A1, HIGZ2, THRAP1, BDKRB1,
SH3BP5, MDR1
Jarvenpaa et al., Affymetrix Human 4 EPASL, FLT1, 9 ECGF1, JAG],
2007 U133 plus 2.0 SIGLEC10, ANG4 Palladin, COL18A1,
TNFSF12, VEGF,
ANPEP, PDGFA,
SERPIN12
Lapaire et al., Affymetrix GeneChip - hCGp, HTRA4, - CCL3, NOX4, VCAM1,
2012 Human 1.0 ST Arrays CRHBP, LHB, QPCT, FOSB, CX3CR1
CD97, MMP19,
ADAMZ2, INHBC
Leeetal., 2009 Agilent Human 121 CXCR6, CXCL3, OSM, 294 -

4X44K

LEP, FLT1,
VEGFA,SMOX,
CYP26A, EGLNS,
LDHA, CRY2L1
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Meng et al.,
2012

Nishizawa et
al., 2011

Sitras et al.,
2009

Toft et al., 2008

Tsai et al., 2011

Winn et al.,
2009

(Song et al.,
2015)

IHlumina HumanHT-12
V4 BeadChip

Affymetrix Human
Exon 1.0 ST Array

Applied Biosystems
Human genome survey
microarray v2.0

Affymetrix HG U133
plus 2.0

IHlumina Human6- v2
BeadArray

Affymetrix HG-
U133A/HG-U133B

Illumina Human HT-
12

V4.0 expression bead
chip

483

30.

36

83

26

BTNL9. HMBS.
ULBP1, CHRNAL,
RMRP, HPDL,
LOC100133277,
PLR2J4, TLES,
LOC643955

FSTL3, SERPINAS,
INHBA, EBI3, TREM1,
BCL6, RNU2-1,
SLCO2A1L, INHA

LEP, FLTI, FLT4, j5-
hCG, ENG,
LAEVERIN, BCLS6,
INHA, MMP14,
PAPPA2:

FLT1, ENG

ENG, PAPPAZ,
RDH13, INHA, LEP,
FLT1, SIAE, SIGLECG6

FLT1, LEP, CRH,
SIGLEC6, PAPPA2,
INHA, ENG, HTRA1

CRH, PRG2, LHB,
LEP, ABP1, CGBS,
PAPPA, COL17A1,
EB13, PNCK

456

32

82

45

14

124

INSL6, CXCLY9,
TMCC1,
PAGE2,LOC10013406
7, KCNN1, ANKS1B,
C3, ACOXL

CLDN1,
LOC100129345,
FAM164A, C200rf69,
ZNF117, ANKRD20B,
PART1,
DKFZP434B2016, C7
PDGFD

TUBA1B, F13A1,
CRTAP, OPN3,
RBBP4, JAK1, CTSC,
TUBALA, OPN3,
VSIG4

ANTXR1, HSD17B1,
ASB2, CA10, FBNZ2,
GSTA3, GPR177, F5,
KCNKS, NA,
TMEM136,

VTN, LOC348840,
CADM3, MAP1L3C,
BHLHB3, MSC,
CPXM1,THY1,DARC,
DPT
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1.5. mikroRNAd

1.5.1. mikroRNA

Esimene mikroRNA, lin-4, avastati 1993. aastal (Lee et al., 1993). Pirast seda on avastatud
mikroRNAde hulk miérgatavalt suurenenud. MikroRNAd on 19-22 nukleotiidi pikkused
tiheahelalised RNA molekulid, mis alandab geeniekspressiooni. Olenevalt mikroRNA ja mRNA
vahelisest seose tugevusest, mikroRNA kas vdhendab mRNAIt toimuvat translatsiooni voi

toimub mRNA lagundamine (Ambros, 2001).

MikroRNAsid jagatakse erinevatesse geeniperekondadesse vastavalt mikroRNA jérjestuse ning
pre-mikroRNA struktuuri alusel (Kozomara ja Griffiths-Jones, 2011). MikroRNAde perekonnad
on tdhtsad, kuna iihes perekonnas olevad mikroRNAd vodivad omada sarnaseid jérjestusi,

kattuvaid sihtmérk-jarjestusi voi sarnaseid funktsioone (Mathelier ja Carbone, 2013).

Bioloogilise mitmekesisuse tekkimine 14bi genoomse evolutsiooni annab vdimaluse organismidel
diferentseeruda. MikroRNAd tekkisid varakult ja neid voib leida kaugelt suguluses olevatest
organismidest, nii taimedest kui loomadest. mikroRNAde biogenees ja sihtmérk-geenide
tuvastamine erineb suuresti organismiklasside vahel (Morales Prieto ja Markert, 2011). Kui
vorrelda mikroRNAde fiilogeneetilist jagunemist, leiame ainult mir-100, mida v&ib tuvastada
koikides parishulkraksetes organismides, vilja arvatud kdsnadest (Grimson et al., 2008). Hiljem
on toimunud kolm mikroRNAde evolutsioonilist eristumist. Esimene leidis aset kahekiilgsete
loomade evolutsiooni ajal, millega kaasnes 34 mikroRNA konserveerumine esmassuusete ja
teissuusete organismide vahel. Teine mikroRNAde evolutsiooniline eristumine toimus
selgroogsete evolutsiooni alguses ja kolmas loomade seas, kellel esineb platsenta. Sealt on périt
ka enamus platsenta spetsiifilisi mikroRNAsid. Nende evolutsioonietappide tottu esineb
korrelatsioon organismi keerukuse ja mikroRNA hulga vahel. Vastavalt miRBase andmebaasile
(versioon 17) esineb sebrakala genoomis 358 mikroRNA geeni, hiirel 720 ja inimesel 1424
mikroRNA geeni (Berezikov, 2011).

Liigisiseste homoloogsete jdrjestuste tuvastamine on hea viis mikroRNA sihtmirk-geenide
avastamiseks. MikroRNAde sihtmérgi tuvastamine pohineb ideaalsel Watson-Crick nukleotiidide
paardumisel mikroRNA sihtmérk-jarjestuse (seed sequence) ja mRNA 3’UTR piirkonna vahel.
Uhe nukleotiidsed muutused kummaski piirkonnas vdivad segada mikroRNAde

funktsioneerimist. MikroRNAde sihtmérk-jarjestustes esinevad mutatsioonid avaldavad
11



organismile vihem moju, olles paremaks evolutsiooni sihtméargiks, muutes mikroRNA ja mRNA
seotuse tugevust. MikroRNAde ekspressiooni tasemete uurimine on ndidanud, et esineb
variatsioone liikide vahel ning teatud tingimustes ka koe siseselt (Gardner ja Vinther, 2008).

Tabelis 2 on esitatud platsenta pohiste mikroRNAde esinemine 11 liigi vahel.
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Tabel 2. Peamiste platsenta mikroRNAde ortoloogid loomades klastrite baasil. Informatsioon mikroRNA klastrite kohta, mis reguleerivad
rasedust (C14MC, C19MC ja mir-371-3 klaster) on saadud publikatsioonidest, mis on tuvastanud ortolooge kasutades BLAST analiiiisi, iile
tiheteistkiimnel liigil. Tabelis on vilja toodud mikroRNAd, mis ei oma Kirjeldatud liigis ortolooge. Inimese puhul on tabelis vélja toodud
inimese spetsiifilised mikroRNAd. Tabel on koostatud Morales et al. (2014) joonise alusel.

Opossum Lehm Koer Hiir Rott Marmoset Makaak Orangutang Gorilla Simpans Inimene
Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Koikidel Kaikidel Koikidel
mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNAdel mikroRNAd mikroRNAdel
ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid: ortoloogid: esinevad el esinevad esinevad
mir-512-2 mir-518a-1 ortoloogid ortoloogid ortoloogid
mir-515-1 mir518a-2
mir-515-2 mir-520b
O mir-517a
% mir-517b
O mir-518a-2
mir-518c
mir-519d
mir-520f
mir-521-1
mir-521-2
mir-526a-2
. Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Kaikidel Koikidel Koikidel Koikidel Koikidel
;u' mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNAd mikroRNAd mikroRNAdel mikroRNAd mikroRNAdel
) ortoloogid ortoloogid ortoloogid: ortoloogid ortoloogid el esinevad el esinevad esinevad el esinevad esinevad
x mir-372 ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid
E mir-373
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Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Koikidel Puuduvad Kadikidel
mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNAdel mikroRNA mikroRNAdel
ortoloogid ortoloogid: ortoloogid: ortoloogid: ortoloogid: ortoloogid: ortoloogid: esinevad ortoloogid: esinevad
mir-300 mir-300 mir-300 mir-300 mir-136 mir-655 ortoloogid mir-1247 ortoloogid
mir-337 mir-337 mir-432 mir-432
mir-655 mir-412 mir-541 mir-541
mir-668 mir-665 mir-654 mir-655
o mir-770 mir-655 mir-656
S mir-1247 mir-656 mir-889
3 mir-889 mir-1185-1
© mir-1185-1 mir-1185-2
mir-1185-2
Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad Puuduvad mir-659
- mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mikroRNA mir-941
o ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid ortoloogid mir-1302
z mir-3156
‘G mir-3648
S mir-3673
2 mir-3690
g mir-4487
= mir-4739
- mir-5095
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1.5.2. MikroRNA biogenees

MikroRNAde siintees algab RNA poliimeraas 11-ga, mis siinteesib pika RNA transkripti — pri-
mikroRNAd. Pri-mikroRNA moodustab juuksendela-struktuuri, mida 16ikab lithemaks
endonukleaas Drosha, moodustades 60-70 nukleotiidi pikkuse kaheahelalise pre-mikroRNA. Pre-
mikroRNA transporditakse eksportiin 5 abil tsiitoplasmasse, kus seda protsessitakse RNase Il
ensiitimiga Dicer poolt. Selle tagajarjel moodustub liihike kaheahelaline RNA molekul, mille
tihest ahelast tekib tdiskasvanud mikroRNA, mis kinnitub Argonaut valku sisaldavale RISC
kompleksile. Moodustunud kompleks kinnitub mRNA kiilge, mRNA molekul lagundatakse voi
toimuv translatsioon vaigistatakse (joonis 1) (Donker et al., 2007). MikroRNAd moodustavad
mRNAga kas tdiusliku voi mitte-tdiusliku kontakti, mille tottu voib iiks mikroRNA omada mitme

geeni MRNAI sihtmérk-jérjestust (Bartel, 2009).
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Joonis 1. MikroRNA todtlemine ja funktsioneerimine rakus. MikroRNA biosiintees saab alguse
transkriptsioonist, mida teostab RNA poliimeraas II. Transkripteeritud mikroRNA, pri-
mikroRNA, moodustab juuksendela struktuuri. Pikka pri-mikroRNA molekuli protsessib esmalt
RNaas Il endonukleaas Drosha, ja dsRNAd siduv valk DGCR8. Selle protsessi kdigus
moodustub 60-70 nukleotiidi pikkune pre-mikroRNA mis omab juuksendela struktuuri. Pre-
mikroRNA transporditakse tuumast vilja Exportiin 5-ga. Tsiitoplasmas protsessitakse pre-
mikroRNAd Dicer ensiiiimiga, eemaldades juuksendela struktuuri ning moodustub lithike
kaheahelaline RNA molekul. Kaheahelalise mikroRNA iihest ahelast moodustub tdiskasvanud
tiheahelaline mikroRNA, mis liitub RISC kompleksiga. MikroRNA-RISC kompleks seondub
mRNA 3° UTR otsa, mis pohjustab mRNAs ebastabiilsust ning see lagundatakse voi takistab
mMRNAIt toimuvat translatsiooni. Joonis on koostatud Chen ja Wang (2013) poolt ning tolgitud
eesti keelde t66 autori poolt.
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1.6. MikroRNAd platsentas

Varasemalt on mitmete uurimustéode poolt ndidatud, et platsenta omab spetsiifilisi
mikroRNAsid, mis reguleerivad geenide ekspressiooni platsentas (Barad et al., 2004; Morales-
Prieto ja Markert, 2011; Morales-Prieto et al., 2013). Tekkinud muutused mikroRNAde
ekspressiooniprofiilis voivad viidata tekkivale voi juba esinevale haigusseisundile. Vorreldes
omavahel tiisistusteta raseduse platsentas ekspresseeruvate mikroRNAde taset preeklamptilise
raseduse platsenta mikroRNAde tasemega, voib leida selgeid muutusi mikroRNAde

ekspressioonis (Mayor-Lynn et al., 2011)

Morales-Prieto et al., (2012) t66s nadidati 762 mikroRNA ekspressiooni profiili neljas trofoblasti
rakuliinis: HTR-8/SVneo, JEG-3, AC1-M59 ja ACH-3P. Antud to6s leiti, et mikroRNAde
ekspressioonimuster oli ildiselt sama, kuid vidiksel méadral esines siiski erinevusi. Vorreldes
platsenta mikroRNAde profiili enneaegse, odigeaegse ning esile kutsutud siinnituse korral,
tuvastati 39 mikroRNAd, mis omasid antud gruppide vahel diferentsiaalset ekspressiooni
(Montenegro et al., 2009).

Mitmed platsentas korge ekspressiooniga mikroRNAd on parit kromosoom 19 mikroRNAde
Klastrist (C19MC), mida késitleti esimesena Bentwich et al. (2005) t66s. Tegu on iihe suurima
ning primaatidele omase mikroRNA geenide Klastriga. Primaarsetes trofoblasti rakkudes
korgeima ekspressiooniga tuvastatud mikroRNAd on mir-517a, mir-517b, mir-516b, mir-525-5p,
mir-512-3p ja mir-513-3p (Donker et al., 2012). Oluline mikroRNAde Klaster asub veel
kromosoomil 14 (C14MC), mille mikroRNAsid on voimalik tuvastada ka teistes imetajates, tegu

on suurima platsentaspetsiifilise mikroRNAde klastriga (Kamanu et al., 2013).

Platsentas ekspresseeruvaid mikroRNAsid on tuvastatud ema vereringest kogu raseduse kestvuse
jooksul (Kotlabova et al., 2011). Platsentast périt mikroRNAd voivad mdjutada ema organismi ja
taidavad seeldbi regulatoorset rolli (Wang et al., 2012). Doridot et al. (2013) t66s toodi vilja
keerukas skeem, kuidas mikroRNAd ldbi erinevate regulatsiooniradade reguleerivad platsentas

aset leidvaid muutusi (joonis 2).
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Joonis 2. Ekspresseerunud mikroRNAde mdju trofoblasti rakkude arengule platsentas.
Trofoblasti rakud on mairgitud sinisena ja timara tuumaga. Trofoblastid vdivad jaguneda
(vasakpoolne joonise osa) voi diferentseeruda siintsiiiitsiotrofoblastideks (parempoole joonise
osa; sellisel juhul on tuum maérgitud lillaga) voi endovaskulaar voi ema arterite kihiks (esitatud
joonise all osas koonusega, tuumad on tdhistatud helesinisega). Joonisel on punasega esitatud
rakujagunemist reguleerivad geenid, Nodal, Notch ja FGF rada, ROS’i produktsioon, invasioon ja
angiogenees. MikroRNA, mis reguleerivad antud protsesse ja radu, on esitatud sinisega. Sinised
jooned tdhistavad rakkude diferentseerumis- ja jagunemisradasid. Joonis on koostatud Doridot et
al. (2013) poolt.

1.7.Platsenta mikroRNAde ekspressiooniprofiil preeklampsia korral

Preeklampsia korral on mikroRNAde ekspressiooniprofiili muutust platsentas tuvastatud
mitmetes uurimustoddes, kasutades RT-gPCRi ning erinevaid mikroRNA kiipe (Enquobahrie et
al., 2011; Mayor-Lynn et al., 2011; Pineles et al., 2007). Platsentapdhised mikroRNA
ekspressiooniuuringud on tuvastanud mitmeid diferentsiaalselt ekspresseeruvaid mikroRNAsid,

mis voivad omada regulatoorset rolli platsenta arengus (Engels ja Hutvagner, 2006).
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Diferentsiaalset ekspressiooni omavate mikroRNAde uuringute tulemuste vahel ei ole viga
suures mahus tilekattuvusi. Tulemuste mittekattumine voib olla selgitatav erinevate meetodite

kasutamise ning platsenta sisese varieeruvusega (Chen ja Wang, 2013).

Mir-210 on koige enam preeklampsiaga seostatud mikroRNA, mille diferentsiaalset
ekspressiooni preeklampsia puhul on mitmes uurimustdos tuvastatud, mir-210 ekspressioonitase
suureneb hiipoksiaga. Platsenta ja erinevate kasvajate puhul on oluliseks etapiks verevarustuse
tagamine koes. Viahese hapniku transpordi korral on méargatud mir-210 suurenenud ekspressiooni
(Fasanaro et al., 2009). Kasvajate juures on ndidatud, kuidas mir-210 reguleerib metastaaside
teket (Tsuchiya et al., 2011).

Mir-144 leiti preeklampsia biomarkereid otsides. MikroRNA mir-144 diferentsiaalne
ekspressioon on tuvastatud raseda naise vereplasmast. Ura et al. (2014) ja Li et al. (2013) t6odes
madrati preecklampsiat pddeva raseda vereplasmast mikroRNAde kontsentratsioon ning vorreldi
seda tiisistusteta kulgevate rasedustega. Mdlema puhul leiti, et mir-144 oli statistiliselt olulisel
maédral alla reguleeritud (FDR<0,05). Lisaks on mir-144 uuritud seoses pdie- ja kurguvihi
rakkude migratsiooniga. Pdievéhi korral ndidati, et mir-144 ekspressioonitase oli alanenud (Guo
et al., 2013) ning kurguvéhi korral oli ekspressioonitase suurenenud vorreldes normaalse koega

(Zhang et al., 2013). Erinev ekspressiooni taseme suund vaib olla tingitud koespetsiifilisusest.

Mir-96 on laialdaselt uuritud seoses erinevate kasvajatega: poie-, KOpsu-, eesnddrme- ja
rinnavéhiga (Fang, 2013; Wang et al., 2012b; Yu et al., 2014; Zhang et al., 2014). Mir-96 tundub
reguleerivat onkogeene ning mojub vastavalt kasvajatiiiibile erinevalt. Pankrease kasvaja korral
on tiheldatud mir-96 suurenenud ekspressiooni, mis reguleerib KRAS geeniekspressiooni alla (Yu
et al., 2010). KRAS mgjub pankrease kasvaja kasvule soodustavalt (Yu et al., 2010). Vastupidist
efekti on tuvastatud aga rinna- ja poievdhi korral, kus mir-96 reguleerib vastavalt RECK ja
FOXO1 geeni, surudes nende ekspressiooni maha ja soodustades kasvaja jagunemist (Fang, 2013;
Xiaetal., 2014).
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1.8. Trofoblasti rakuliini geeniekspressiooni reguleerimine mikroRNA

mimic’itega.

Platsentapohiste haiguste uurimise iiheks kasutatavaks mudeliks on trofoblasti rakuliinid. Need
jagunevad kolme rithma: platsenta kasvajatest périt rakuliin, (BEWO, JEG-3, JAR),
immortaliseeritud trofoblasti rakud ning piiratud elueaga trofoblasti rakud. Mudelite kasutamine
voimaldab uurida, kuidas rakud erinevate stiimulite mojul kéituvad ning leida muutuseid
erinevatel tasanditel. Selleks, et uurida mikroRNAde mdju trofoblasti rakuliinile ja muuta rakus
esinevat mikroRNA hulka, on voimalik mikroRNAsid inhibeerida antimir’idega ning nende
hulka suurendada mikroRNAde mimic’idega. Antimir’ide puhul on tegu mikroRNAle
komplementaarse modifitseeritud RNA molekuliga, mis kinnitub mikroRNA jérjestusele suurema
afiinsusega kui mRNA molekul, tokestades mikroRNA funktsiooni (Elmén et al., 2008).
MikroRNA mimic’ite puhul on tegu siinteesitud kaheahelaliste mikroRNA molekulidega, mis
rakku transfekteerides omandavad mikroRNA kiipse vormi, suurendades sellega mikroRNA
hulka rakus (Bader et al., 2010). Mimic’ite viimine rakukultuuri pdhjustab selliste geenide
ekspressiooni mahasurumist, mis omavad mikroRNA seondumiskohta 3’UTR otsas. Katse
tulemusel on voimalik tuvastada, kas antud mikroRNAdele ennustatud sihtmérk-geenide
ekspressioonitase alaneb peale mikroRNA mimic’i transfekteerimist rakku (Wang et al., 2014).
Varasemad uuringud on késitlenud teemasid, milline on trofoblasti rakuliinide ekspressioonitaset
normaaltingimustes (Morales-Prieto et al., 2012) ning iiksiku geeni ekspressiooni peale
mikroRNA mimic’i transfekteerimist (Dong et al., 2009; Doridot et al., 2013; Wang et al., 2014).
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2. PRAKTILISE TOO EESMARGID JA ULESEHITUS

2.1. Too eesmirgid

Uurimisprojekti iildiseks eesmirgiks on tuvastada platsentas diferentsiaalselt ekspresseerunud
mikroRNAde regulatoorne moju platsentas ekspresseeruvatele geenidele. Uurimistd6 tugineb 8
preeklampsia ja 8 tiisistusteta raseduste kogu miRNoomi avaldamata andmetele (Siim Sober et
al., avaldamata andmed). MiRnoomiks nimetatakse genoomis ekspresseeruvate mikroRNAde
kogumit.

Kéesoleva magistritod fookuses on mikroRNAd, mis tuvastati miRnoomi analiiiisis kui kdige
tugevamalt diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAd preeklampsia patsientide platsentades

vorreldes tiisistusteta platsentadega.
T66 alaeesmargid:

1) Andmebaaside ja kirjandusallikate detailne analiiiis, ennustamaks sihtmérk-geene, mille
ekspressiooni vaiksid eelnevalt tuvastatud mikroRNAd platsentas reguleerida.

2) Piloot-katsete teostamised trofoblasti JEG-3 rakuliinis, testimaks véljavalitud kolme
mikroRNA efekti potentsiaalsetele sihtmérk-geenidele. Lisaks iildisemalt analiiiisida
immortaliseeritud rakuliini sobivust platsenta mikroRNAde in vitro uuringuteks in vivo

efekti imiteerimiseks.

2.2. Tooskeem

Algandmed on saadud REPROgrammed fetal and/or maternal METAbolism (REPROMETA)
valimist parit 16 platsenta proovi mikroRNA ja RNA sekveneerimisest. Sekveneerimisest parit
ekspressiooniandmete analiiiisimine ning diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde

tuvastamine on teostatud Siim Sobra poolt.
Kéesoleva magistritdo raames teostatud etapid:

1. Preeklampsia korral platsentas diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde
tuvastamine ning mikroRNAde diferentsiaalset ekspressiooni analiiiisivate programmide DESeq
(Anders ja Huber, 2010) ja DESeqg2 (Love et al., 2014) analiiiisi tulemustest tlekattuvate
mikroRNAde tuvastamine.
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2. Analiitisiprogrammide tulemuste hulgast tilekattunud mikroRNAde sihtmérk-geenide,
mis on platsentas ekspresseerunud ning omavad korget seondumisskoori mikroRNA sihtmérke

ennustavates andmebaasides, tuvastamine.

3. Koige huvipakkuvamate mikroRNAde viljavalimine (n=6) in vitro katsete jaoks
trofoblasti JEG-3 rakuliinis ning igale mikroRNAle nelja kuni viie platsentas ekspresseeruvate

sihtméark-geenide tuvastamine.

4. MikroRNAde iile-ekspressioonikatsed trofoblasti JEG-3 rakuliinis, kasutades

mimic’eid, sihtmérk-geenide ekspressiooni alla reguleerimiseks.
5. Kinnitada sihtmark-geenide ekspressioonimuutused RT-gPCR meetodiga.

To0 tildine skeem on joonisel 3.

A REPROMETA valimist 40 platsenta RNA ja mikroRNA
sekveneermine. RNA ja mikroRNA sekveneerimistulemuste pohjal

sooritatud ekspressioonianaliiiis.
|
B y
Preeklampsia korral diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde
selekteerimine, platsentas ekspresseeruvate sihtmérk-geenide

tuvastamine.

MikroRNA mimic i transfektsioonikatseteks 6 mikroRNA valimine
ning 4-5 sihtmark-geeni viljavalimine iga mikroRNA jaoks.
Geenide, mis omavad enam kui ithte mikroRNAst seonduskohta
kuuest, valimine katseks.

l

Katsed trofoblasti JEG-3 rakuliinis. MikroRNA mimic 'ite
transfekteerimine rakuliini ning sellest tingitud geenide
ekspressiooni tuvastamine RT-qPCRiga.

¢ MikroRNA mimic ’ite transfekteerimine primaarsesse trofoblasti
rakuliini ning sellest tingitud geenide ekspressioonimuutuste

tuvastamine.

Joonis 3. To6 iildine skeem. Osa A oli eelnevalt sooritatud Siim Sdbra poolt. RNA ja mikroRNA
sekveneerimise andmete analiiisimiseks kasutati DESeq (Anders ja Huber, 2010) ja DESeq?2
(Love et al., 2014) R-i pakette. Kédesolevas magistritoos teostati iildise katse B osa ning C viiakse
1abi doktorantuuris.
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3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1. Algandmed

3.1.1. Valimi kirjeldus

Uuring pohineb REPROgrammed fetal and/or maternal METAbolism (REPROMETA) valimil,
mis koguti vahemikus 2006-2011 Tartu Ulikooli Naistekliinikus. Valim koguti platsenta genoomi
ekspressiooniprofiili maéadramiseks. Proovid koguti emadelt, isadelt ja siinnitusejirgselt
nabavéaadist. Proovide kogumis viisid 1abi dots. Kristiina Rull, Dr. Pille Vaas ning Dr. Pille
Teesalu (Rull et al., 2015). Platsenta proovid jagati raseduse kulgemise ja lapse siinniaegse
suuruse jargi gruppidesse. Projekti valimist jéeti vilja rasedused, kus registreeriti loote arengus
héireid voi kromosomaalseid anomaaliaid, perekonnad, kus eksisteeris périlik geneetiline haigus

ning patsiendid, kellel esines eelnevalt diabeet, hiipertensioon voi krooniline neerupuudulikkus.

Uuringus kasutati 8 platsentat tiisistusteta raseduste grupist ning 8 preeklamptilise raseduse
grupist. Gestatsiooni vanus ja laste sugude osakaal gruppide sees ning vahel iiritati hoida
voimalikult vordsetena. Koikides gruppides esines nii keisrildikeid kui ka vaginaalseid stinnitusi
(tabel 3).

Kéesolev uuring pohineb jargmistel uuringugruppidel: (a) preeklampsia (PE) ja (b) tiisistusteta
rasedus. PE oli defineeritud kui hiipertensioon (siistoolne vererdhk iile 160 mmHg ja/voi
diastoolne vererdhk iile 110 mmHg) ja/vdi proteinuuria, kus 24 tunni jooksul kogunes uriini ile
59 valku. Tisistusteta raseduse grupp koosnes komplikatsioonideta rasedustest, kus siindis
normaalkaaluline vastsiindinu (stinnikaal jai kiimnenda kuni tiheksakiimnenda protsentiili vahele

stinnikaalude jaotuses).
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Tabel 3. miRseqi jaoks kasutatud valimi andmed, mis on esitatud aritmeetilise keskmisena koos
standardhélbega. Tabel on koostatud kohandatud Sober et al. (avaldamata andmed) tabeli alusel.

Oigeaegne PE!
Ema vanus (aastates) 29.3+£7.85 27.4+7.39
Ema pikkus (cm) 164.5+5.34 168.8 £3.85
Raseduseelne KMI? (kg/m? 23.9+3.77 26.3 £ 5.00
Rasedusaegne kaalutdus (kg) 17.2+3.52 10.9 £ 3.36%*
Esmane rasedus (n) 3 6
Suitsetas raseduse ajal (n) 2 2
Gestatsioonilivanus siindides (pdevades ) 278.6 £11.5 266.1 + 3.94*
Siinnitustegevus (jah/ei) 5/3 2/6
Stinnitusviis (vaginaalne/keisriloige) 5/3 2/6
Isa vanus (aastates) 31.8+5.99 32.8 £8.94
Isa KMI (kg/m?) 25.1 +3.83 28.8 +6.34
Vastsiindinu kaal (g) 3703 + 392 2794 + 488*
Vastsiindinud pikkus (cm) 51.3+1.89 47.6 £1.51*
Ponderal indeks® (g/cm?®) 2.74+£0.27 2.57+0.29
IUGR* (n) 0 4
Vastsiindinu sugu (F/M) 3/5 4/4
Platsenta kaal () 571.3£115.8 476.9 +119.9

PE, preeklampsia
2KMI, kehamassiindeks

3Ponderal indeks on suhe vastsiindinu kehakaalu ja pikkuse vahel: [kaal (g) x 100] = [pikkus

(cm)®

4|UGR, emakasisene kasvupeetus (intrauterine growth restriction)
*P-vadrtus < 0.05 vorrelduna tiisistusteta rasedate grupiga, Student’i T-test (kvantitatiivsete

muutujate jaoks) voi ¢ test (binaarsete muutujate jaoks).
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3.1.2. MikroRNAde sekveneerimine ja diferentsiaalse ekspressiooni

analiiiis

Platsenta proovidest eraldatud mikroRNA raamatukogu valmistamine, sekveneerimine ja esmaste
toorandmete bioinformaatiline to6tlus sooritati FIMM-is (Institute for Molecular Medicine
Finland). Edasine andmeanaliilis teostas Siim Sobra poolt, kasutades miRseq tulemuste
analiiiisimiseks kahte R-i paketti DESeq (Anders ja Huber, 2010) ja DESeqg2 (Love et al., 2014).
Kahe erineva meetodi kasutamine oli tingitud programmi uuema ja tundlikuma versiooni
avaldamisest vahetult peale andmeanaliiiisi teostamist DESeq paketiga. DESeq ja DESeq2 puhul
on tegu R-is paiknevate pakettidega, mis kasutavad negatiivsel binoomjaotusel pdhinevat mudelit
suuremahuliste andmehulkade haldamiseks ning analiilisimiseks, milleks on RNA ja miRseq

(Sober et al., avaldamata andmed).

3.1.3. Analiiiisitulemustest sobivate mikroRNAde valimine

REPROMETA projektiga kogutud tiisistusteta rasedate ja preeklamptilise raseduse gruppide
vahelisel vordlemisel DESeq (Anders ja Huber, 2010) ja DESeq2 (Love et al., 2014) tulemuste
pohjal moodustati 43 mikroRNA nimekiri, mis koosnes kahe meetodi vahel iilekattuvatest
mikroRNAdest. Viljavalititud mikroRNAde ekspressioonitasemete suhe erines tiisistusteta
rasedate ja preeklamptilise raseduse gruppide vahel rohkem kui 1,19 korda ning DESeq2 néitas
statistiliselt olulist seost (FDR<0,05 DESeq2). MikroRNAde funktsiooni paremaks mdistmiseks
uurisin varem avaldatud artikleid, kus kasitleti mikroRNA vdimalikke funktsioone rakus. Eriti
oluliseks pidasin varasemaid uurimust6id, mis olid seotud raseduse kulgemise ja rasedusaegsete
komplikatsioonide esinemisega. MikroRNAde funktsiooni tuvastamiseks on oluline teada
mikroRNAde asukohta genoomis. Klastrites paiknevad mikroRNAd voivad omada sarnast
funktsiooni, reguleerides sarnase funktsiooni vai tervenisti samu geene. MikroRNA geenide
asukoha tuvastamiseks kasutasin miRBase andmebaasi (versioon 21) (Griffiths-Jones et al.,
2008). MikroRNAde sihtméark-geenide leidmiseks kasutasin kolme andmebaasi: TargetScan
(Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al., 2008) ja MirTarBase’i (Hsu et al., 2014). Kogutud
informatsiooni pdhjal valisin vdlja 13 mikroRNAd edasiseks uurimiseks. Tabelis 4 on &ra toodud

tapsed kriteeriumid 13 mikroRNA véljavalimiseks.
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Tabel 4. Platsentas diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde viljavalimise kriteeriumid
REPROMETA valimist preeklampsia ja tiisistusteta raseduse vordlemisega.

Selekteerimise kriteerium Kriteerium
DESeq2 analiiiisi valepositiivse DESeq2 FDR < 0.05
tulemuse piir.

DESeq ja DESeq2 analiitisi DESeq ja DESeq2 analiitisil tulemustel suurenenud

tulemused. ekspressioonitase preeklampsia korral.
Varasematest uuringutest MikroRNA reguleerib geene, mis osalevad raku
périnevad tulemused. elutsiiklis, reguleerivad rakkude liikuvust ja jagunemist.

MikroRNA asukoht genoomis. MikroRNA paikneb platsentaspetsiifiliste mikroRNAde
klastris v&i mikroRNA geenid paiknevad samas
kromosoomis.

MikroRNA sihtmark-geenid. MikroRNA omab sihtmirk-geene, mis ekspresseeruvad

platsentas.

3.2. MikroRNAde sihtmérk-geenide tuvastamine ja katseks valimine

Erinevate sihtméark-geenide andmebaase kasutades tegin kindlaks, millised geenid on valitud 13
mikroRNA poolt reguleeritud (joonis 5). TargetScanHuman andmebaas (versioon 6.2, viljastatud
juuni, 2012) (Grimson et al., 2007) ennustab matemaatilise mudeli pohjal mikroRNAde
sihtmérk-geene. Kasutasin andmebaasi allalaetavat versiooni Conserved Family Info faili, kus on
vélja toodud mikroRNAde sihtmairk-geenid, mis omavad andmebaasi poolt esitatud korget
toendosusskoori  sihtmérk-jarjestuse  esinemise suhtes. Mind huvitava informatsiooni
kéttesaamiseks kasutasin enda kirjutatud pythoni (versioon 3.3) skripti, millega filtreerisin vilja
eelnevalt valitud 13 mikroRNAle sihtmérk-geenid. Sellest omakorda filtreerisin vilja geenid, mis
ekspresseeruvad platsentas. Filtreerimise jaoks kasutasin pythonis (versioon 3.3) enda kirjutatud
skripti. Mir-210 sihtmark-geenideks ennustas TargetScan iisna vihe platsentas ekspresseeruvaid
geene. Lisainformatsiooni saamiseks kasutasin MirTarBase’i (versioon 4.5, viljastatud 2013)
(Hsu et al., 2014) andmebaasi. Tegu on andmebaasiga, kus mikroRNA sihtmérk-geenid on
katseliselt valideeritud. See annab suurema kindluse sihtmérk-geenide Sigsuse kohta, samas
piirab see olemasolevate sihtmirk-geenide nimekirja. Kolmandana kasutasin mudelipohist

mikroRNA seondumiskoha andmebaasi Miranda (véljastatud august 2010) (Betel et al., 2008),
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milles on vdimalik seondumiskohti visuaalselt vaadata. Andmebaasist Miranda kasutasin samuti
korge statistilise vddrtusega ennustatud sihtmérk-geenide faili, millest filtreerisin vélja platsentas

ekspresseeruvad geenid.

Kirjandusest, TargetScanist, MirTarBase’ist ja Mirandast kogutud sihtmark-geenide nimekirja
juurde lisasin geenide ekspressioonivadrtused platsentas. Selleks kasutasin Protein Atlast
(versioon 13, viljastatud 11.6.2014) (Uhlen et al., 2010) ja Expression Atlast (véljastatud
13.10.2014) (Kapushesky et al., 2010), millest votsin platsentas ekspresseeruvate geenide RNA
ekspressioonitasemed. Protein Atlasest votsin lisaks juurde BEWO rakuliini geeniekspressiooni
andmed sihtmérk-geenidele. Rakuliinid JEG-3 ja BEWO omavad sarnast geeniekspressiooni
profiili. Teades BEWO rakuliinis esinevat geeniekspressiooni taset, vdoime eeldada sarnast
ekspressiooni ka JEG-3 rakuliinis (Bilban et al., 2010).

Algse 13 mikroRNA seast valisin vilja kuus nn. prioriteetset mikroRNAd, millest kolmega (mir-
96, mir-144, mir-210) teostati kdesoleva magistritod raames in vitro pilootkatsed JEG-3 rakuliini
kasutades. Need kuus olid valitud eelneva kirjanduse ja REPROMETA katsest saadud analiiiisi
tulemuste pdhjal. Igale mikroRNAIle valisin vélja neli kuni viis geeni sihtmérk-geenide seast,
mille tuvastasin andmebaaside ja kirjanduse abil. Sobivaks lugesin geeni juhul, kui sellele oli
ennustanud korge statistilise védrtusega seondumiskoht voi MirTarBase’is oli vilja toodud
katseliselt mikroRNA ja geeni vaheline seos. Olulised olid ka geenid, mis omasid mitme
mikroRNA seondumiskohta, mis voimaldab hiljem hinnata mikroRNAde koosmdju
geeniekspressioonile.
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Kirjandusest geenid, mis on uuritud
seoses platsenta ja trofoblasti
rakuliiniga
Miranda
¥ Vilja selgitada mitu
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Joonis 4. 13 mikroRNA seast katseteks kuue prioriteetse mikroRNA viljavalimine. Kasutades
TargetScan (Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al., 2008) ja MirTarBase (Hsu et al., 2014)
andmebaasi, otsisin mikroRNAde jaoks wvilja platsentas ekspresseeruvad geenid, mis
ennustatavalt omavad kirjeldatud mikroRNAde seondumiskohti. MikroRNAdele, millele
andmebaasid ennustasid vidhe sihtméark-geene, otsisin kirjandusest juurde varasemates
uurimistoddes tuvastatud sihtmérk-geene. mikroRNA sai vilja valitud, kui omas sihtmérk-geene,
mis varajasemalt olid kinnitatud eksperimentaalselt ning kattusid osaliselt nimekirjas olevate
teiste mikroRNA sihtmérkidega.

3.3. Rakuliini katsedisain

Rakuliini katseteks kasutasin trofoblasti JEG-3 rakuliini. Rakuliini kasvatasin RPMI 1640
(Mediatech) kasvu so6tmes, kuhu oli lisatud 10% veise loote seerumit (FBS) (GE Healthcare),
100U/ penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini (SmartMedia). Rakud kiilvasin tihedusega 6x10°
rakku/ml 12-kannulisele kasvuplaadile. MikroRNA mimic’ite (Ambion) transfektsiooniks
kasutasin Siport NeoFX (Ambion) transfektsiooni reagenti. Pilootkatses kasutasin kuuest
véljavalitud mikroRNA-de nimekirjast kolme (mir-144, mir-210, mir-96), mis on varasemates

uurimustdoodes paremini uuritud (Li et al., 2013; Liu et al., 2012; Yu et al., 2010). Uurimaks,
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kuidas mikroRNA mimic’id mojutavad JEG-3 rakuliinis geeniekspressiooni, pidin algselt
tuvastama, milline on uuritavate geenide algne ekspressioonitase JEG-3 rakuliinis, mida kasutan
katseteks, nditamaks kas ja kuidas mojutavad katseks kasutatud reagendid nende geenide
ekspressiooni. Sooritatud katsed on esitatud tabelis 5. Koiki JEG-3 rakuliini kasvukeskkonna

tingimusi kontrollisin kolmes kasvukannus.

Mimic’i transfektsiooni tootjapoolne protokoll:

Kasvavatelt rakkudelt eemaldada s66de

Pesta PBS-ga (8-9 ml) ja secjdrel eemaldada PBS rakkudelt

Lisada rakkudele 1 ml triipsiin, asetada rakud 37°C juurde ja oota 5 minutit
Triipsiiniga tassile lisada 4 ml s6odet

Rakud tosta 15 ml tuubi, tsentrifuugida 5 min 200 g ja eemaldada s66de
Lisada 4 ml sd6det ning suspendeerida korralikult, aga rahulikult 1abi

Maérata rakkude arv ning lahjendada kuni on saavutatud soovitud konsentratsioon

© o N o B~ w DD oE

Lahjendamiseks kasutada siPORT NeoFX Opti-MEM 1 lahust ja inkubeerida 10 min
toatemperatuuril, (segada kokku siPORT 3 uL + Opti-MEM 47 uL, (50 puL kokku))

[EEN
©

Lahjendada mimic Opti-MEM lahusega ja inkubeeri 10 min toatemperatuuril
(segada kokku mimic 10 uM 3 pL + Opti-MEM 47 puL, (50 uL kokku)

11.  Segada kokku lahjendatud mimic ja lahjendatud siPORT, inkubeeri 10 min
toatemperatuuril ja kanda plaadile

12.  Kanda rakud transfektsiooni segule peale, segada plaati rahulikult liigutades. Kannu
kanda 0.9 ml s66det+rakud

13. Inkubeerida transfekteeritud rakke normaaltingimustes

14, Eemaldada rakud 8-72 h hiljem kui transfektsioon on mojunud. Kui rakkude keskkond
hakkab mojuma toksiliselt, vahetada s66de aga mitte enne 4 h
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Tabel 5. JEG-3 rakuliiniga sooritatud katsete variatsioonid.

Katse 1 Katse 2 Katse 3 Katse 4 Katse 5
Rakuliin JEG-3 JEG-3 JEG-3 JEG-3 JEG-3
Rakkude 0.1x10° rakku/ml 6x10° rakku/ml 8x10° rakku/ml 7.5x10° rakku/ml  5.5x10° rakku/ml
tihedus 9x108 rakku/ml
kiilvamisel
Kasvuaeg 24h 24 h 24 h 24hjad48h 48 h
Kasvusoode RPMI 1460 s66de, RPMI 1460 soode, RPMI 1460 s66de, RPMI 1460 s66de, RPMI 1460 sdode,
5% FBS!, 5% FBS?, 5% FBS?, 5% FBS?, 5% FBS?,
antibiootikumid antibiootikumid antibiootikumid antibiootikumid antibiootikumid
Lisati 3uLH20+3puL 3 uL mimic? Kas 3, 6,9 pL mir- 9 pL mimic? (90
kasvukannu Siport (30nM)* + 3 uL 210 mimic’iga nM)3+ 9 uL Siport.
Siport (vastavalt 30 nM, 3, 6, 9 uL Siport
60 nM, 90 nM)? ja
vastavalt 3, 6, 9 uL
Siporti
Eesmark JEG-3 rakuliini Kiilvi tiheduse Tootjapoolse mimic’i koguse mimic’ite moju
geeniekspressiooni  optimeerimine protokolli optimeerimine testimine ja Siporti
médramine katsetamine mdju kontrollimine

'FBS-veise looteseerum (fetal bovine serum); Siport - Siport NeoFX transfektsiooni reagent
Zmimic- katses kasutatud mikroRNAde mimic, kas mir-210, mir-144, mir-96

$mimic’i 1dppkontsentratsioon
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3.4.cDNA siintees ja RT-qPCR

Rakuliinist eraldasin RNA NucleoSpin miRNA kitiga (Macherey-Nagel), kasutades tootjapoolt
soovitatud protokolli, ning ¢cDNA siinteesisin SuperScript III First-Strand Synthesis Supermix
kitiga (Invitrogen). Ekspressioonitaseme tuvastamine toimus RT-qPCRi (Reverse transcription
quantative polymerase chain reaction) abil, kasutades Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR masinat. RT-qPCRi protokolliks kasutasin Solise 5x HOT FIREpol EvaGreen gPCR
mix Plus (ROX) poliimeraasi ning tootjapoolset protokolli (Solis Biodyne).

RT-qPCRiks kasutasin enda disainitud praimereid. Disainiks kasutasin NCBI Primer-Blast

programmi (Ye et al., 2012), praimerite jarjestused on esitatud tabelis 6.

RT-gPCRI iihe 10 pL reaktsiooni protokolliks kasutatud PCR segu (reaktsioonisegu kokku 10

ul), sulgudes on vélja toodud reagendi 16ppkontsentratsioon:

e EvaGreen poliimeraas 2 puL (1x)

e Edaspidist praimerit 0,25 pL (100-200 nM)

e Vastassuunalist praimerit 0,25 pL (100-200 nM)
e CcDNA 0,5 puL (0,001-2 ng/ul)

e H20 7 pL (kuni reaktsioonisegu 10ppmahuni)

7900HT Fast Real-Time PCR masina protokoll:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min
40 tstiklit
Denaturatsioon 95°C 30s
Praimerite seondumine 60 °C 30s
Ekstensioon 72 °C 30s
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Tabel 6. Uuritava 6 mikroRNAle véljavalitud sihtmérk-geenide praimerpaarid

Geeni nimi  Edaspidine praimer Vastassuunaline praimer

CCND1 5-TCCTGTGCTGCGAAGTGGAA-3' S-TTCTGTTCCTCGCAGACCTCCA-3
DOTI1L 5'-ACCAGACTGACCAACTCGCA-3 5'-AAATCCTAGTTACCTCCAACTGTGC-3'
EFNA3 5-CCTGCACTGGAAGTGTCTGA-3' 5-AAAGTCTTCCAGCACGTTGA-3'
FBLN1 5'-GGCCGCAACTGCCAAGACATT-3' 5-TGGTGGGGAAAGAGAGGTGGT-3'
FOXO1 5'-TGCCCAACCAAAGCTTCCCA-3' 5-GTGTAACCTGCTCACTAACCCTCA-3'
FOXO3 5-TGTTGGTTTGAACGTGGGGA-3' 5-TGTCCACTTGCTGAGAGCAG-3'
HDAC4 5-GCCTCTGTTCAACTTGTGGG-3' 5-GTCTCGGCCAGAAAGTCCAT-3'
HNRNPH1 5-CAGTTCAGCGACCACGTTTGTT-3' 5-CTCGCCACTTGGTCTGCCTT-3'
HSD17B1 5-AGCCTCTCCCCACAGTCTCA-3' 5'-CGTGGCATACACTTTGAAGCTCT-3'
IPMK 5'-ACGGGAAGGACAAAGTGGGTAT-3' 5-AATCGTTTGGTGCAGTGGGA-3'
ISCU 5'-CACTGCTCCATGCTGGCTGA-3' 5'-TGCACAGCAGGTGGGAAACA-3'
ITGAS 5'-CCAAGACTGGCCGTGTGGTT-3' 5-GGTTCCCTTTGGGCACACCA-3'
KRAS 5-AGACTCCTGGCTGTGTGAAAA-3' 5-CTAACAGTCTGCATGGAGCAGG-3'
KRT80 5'-CAGCTGAAGAAGGACCTGGATGC-3' 5'-TTCACCTCCTCCACGATGCC-3'

LEP 5-ACCCTGTGCGGATTCTTGTG-3' 5'-TGAAGTCCAAACCGGTGACT-3'
LRRC8A  5-CGGCCAACCGGATCGAGAC-3' 5-CAGGTCCTCCTCCACCACCA-3'
MCM4 5-GCCTTTCCACGGTACTCCGA-3' 5-ACCTGGCATCCTCACTCCGA-3'
NRIP1 5-TGACTGAAGGAGGACAGGGAA-3' 5'-CAGTCTGACCACAGTGCTGAT-3'
PRKD3 5'-GGACTGAAATGTGAAGGCTGTGGA-3' 5-AGAGGCCGGGTCCTGGTAAA-3
PTEN 5-GGCACAAGAGGCCCTAGATT-3 5-ACAAACTGAGGATTGCAAGTTCC-3'
RDX 5-GCATGACGACAAGTTAACACCT-3' 5-TCAGGCTTCCTTCTTCGCAT-3'
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RECK
RHOA
SASH1
SHMT?2
SIN3B
STMN1
TAGLN2
uBC

5-TGCCCAGAGACAATGGTTGAAA-3
5-ATGAAGCAGGAGCCGGTGAAA-3'
5-GCATCGGGTTTCTCCACTTCCA-3
S-TCTTTGTTTTGGGCGGCTCG-3'
5-TGCAGCTCGTCAGCCCATTT-3'
5-GGTTCCCCATTGTCTGAAGGGA-3'
S-TGGACCTCTGGGAAGGAAAGAACA-3'
S-AGTAGTCCCTTCTCGGCGAT-3'

5-GCCTAAGCCAACCCAGCCAT-3
5-TCCATGTACCCAAAAGCGCCAA-3
5-ATGACCTGGCGCAGCAGTAT-3'
S5-TCGGCTGCAGAAGTTCTCTGA-3'
5-TCCAATGGTCAAGCTCCTTGCAG-3'
5-TGGGATAAGGAAAGTCCTGCCG-3'
S-TTGCCCTCTTGCAGCTGGTTAT-3'
5-GACGATCACAGCGATCCACA-3
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3.5. Andmeanaliiiis

MikroRNAde andmebaaside, TargetScani (Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al., 2008) ja
MirTarBase Hsu et al., 2014), failidest mikroRNAde ja geenide viljafiltreerimiseks kasutasin
enda kirjutatud python (3.3) skripti.

SDS-i 2.4 (Applied Biosystems) programmi kasutasin geenide RT-qPCRi standardkdverate
analiiiisimiseks, millega méarasin RT-gPCRiks kasutatava cDNA koguse. Hiljem kasutasin SDS
programmi RT-qPCRi toorandmete standardiseerimiseks sooritatud katsete vahel. RT-gPCR
andmete normaliseerimiseks kasutasin UBC geeni, mis on platsentas stabiilse ekspressiooniga nii
tisistusteta kui ka preeklamptilise raseduse korral ning on varasemates preeklampsia

geeniekspressiooni uuringutes kasutatud kontroll-geenina (Sober et al., avaldamata andmed).
Tulemuste analiiisimiseks kasutasin T-testi, usalduspiiriga 95%.

Trofoblasti JEG-3 geeniekspressiooni profiili vordlemiseks REPROMETA valimist périt

RNAseqi saadud geeniekspressiooni profiiliga, kasutasin R-is lineaarset regressiooni.
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4. TULEMUSED

4.1. Olulisemad preeklampsiaga seotud mikroRNAd

REPROMETA valimist kasutati mikroRNA sekveneerimiseks 16 platsentat, millest 8 pérines
tiisistusteta rasedusest ja 8 preeklampsia juhtumitest. Platsenta mikroRNAde sekveneerimisel
miRseq meetodiga saadi informatsioon mikroRNAde ekspressioonitasemete kohta tiisistusteta
rasedusest parit platsentas ja preeklamptilises platsentas. MikroRNAde ekspressiooniandmete
pohjal, diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde leidmiseks, kasutati kahte erinevat R-i
paketti: DESeq (Anders ja Huber, 2010) ja DESeq2 (Love et al., 2014). Kéesolevas uuringus
defineerisin mikroRNAde diferentsiaalse ekspressiooni juhul kui preeklamptilises platsentas oli
mikroRNAde suhe 1,19 korda erinev tiisistusteta platsenta ekspressioonist (Sober et al.,
avaldamata andmed). 43 diferentsiaalse ekspressiooniga mikroRNAde sihtmérk-geenide
tuvastamisega leiti 12 mikroRNAd, mis voivad omada olulist rolli platsenta genoomi
funktsioonis ja raseduse kulgemise mairamisel. Lisaks votsin fookusesse ka platsentas suhteliselt
madala ekspressiooniga mir-1, mis on varasemates uuringutes tuvastatud kui preeklampsia korral
diferentsiaalselt ekspresseeruv mikroRNA. Tabelis 7 on esitletud véljavalitud 13 mikroRNA
DESeq ja DESeq2 analiiisi tulemused. Viljavalitud 13 mikroRNAle otsisin juurde nende
sihtmérk-geenid, mis on platsentas ekspresseerunud.
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Tabel 7. miRseqi tulemuste pohjal diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAd. Kdigi mikroRNAde seast valiti véilja DESeq ja

DESeq2 programmiga 13 (Sober et al., avaldamata andmed).

DESEQ DESEQ2
mikroRNA Ekspressiooni-  Ekspressiooni- P-vdidrtus Kohandatud Ekspressiooni-  Ekspressiooni- P-véddrtus Kohandatud

tase! tasemete suhe? p-viirtus® tase? tasemete suhe 2 p-viirtus®
mir-96 127,78 1,99 0,0028 0,33 128,57 2 5,97e-10  1,96e-07
mir-210 826,93 2,79 0,0001 0,04 831,77 1,95 1,14e-07  1,88e-05
mir-144 3822,14 2,62 0,0035 0,33 3856,80 1,87 2,03e-07  2,22e-05
mir-31 817,63 2,19 0,0000 0,03 821,44 1,84 3,11e-07  2,55e-05
mir-520a-3p 16697,11 1,83 0,0038 0,33 16801,86 1,83 8,88e-07  5,82e-05
mir-193b 7453,93 2,55 0,0001 0,03 7500,21 1,80 2,09e-06  0,00011
mir-149 531490 1,52 0,0763 0,92 5344,73 1,59 5,10e-06  0,00021
mir-193a-3p 154,66 2,64 0,0113 0,53 156,08 1,58 6,52e-06  0,00024
mir-520a-5p 6261,00 1,52 0,0543 0,88 6293,93 1,56 8,51e-06  0,00028
mir-32 393,74 1,60 0,0209 0,69 396,55 1,53 1,77e-05  0,00053
mir-1285 109,49 1,66 0,0358 0,88 110,18 1,48 3,15e-05  0,00080
mir-33 78,18 1,83 0,0035 0,33 78,76 1,43 0,00014  0,00261
mir-1 34,34 2 0,0050 0,36 AP AP AP AP

! DESeq analiiiisil saadud keskmine normaliseeritud lugemite arv.

2 Tiisistusteta ja preeklampsiaga rasedate gruppide vaheline ekspressiooni tasemete suhe.
3 Kohandatud P-viirtus mitmese testimise jaoks.

4 DESeq? analiiiisil saadud keskmine normaliseeritud lugemite arv.

5 Kohandatud P-viirtus mitmese testimise jaoks.

AP-andmed puuduvad
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4.2. Andmebaaside tulemused

Tuvastamaks potentsiaalselt preeklampsias olulisi mikroRNAsid ja nende voimalikke sihtmérk-
geene, leidsin andmebaaside ja kirjanduse pdohjal voimalikud sihtmérk-geenid analiiiisis
tuvastatud 13 mikroRNAle. Kokku kasutasin kolme mikroRNA sihtmérgi andmebaasi:
TargetScan (Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al., 2008) ja MirTarBase’i (Hsu et al.,
2014). Andmebaasid erinevad iiksteisest sihtmérk-geeni tuvastamise meetodite poolest.
TargetScan ja Miranda on mudeli pohised, ennustades sihtmark-geene jérjestuse ja ortoloogia
pohjal. MirTarBase niditab mikroRNA sihtmérk-geene, mis on varajasemalt eksperimentaalselt
Kinnitatud.

Andmebaasid ei suutnud antud 13 mikroRNAle vordse edukusega sihtmirk-geene tuvastada
(joonis 5). Mir-1285-le ei tuvastanud iikski andmebaas sihtmérk-geene. Mir-210-le tuvastati
teiste mikroRNAdega vdrreldes vahem sihtmérk-geene, samas kirjandusest voib leida geenide
HSD17B1 (Ishibashi et al., 2012) ja KCMF1 (Luo et al., 2014) katseliselt kinnitatud tdendeid
mikroRNA mir-210 sihtmérk-geeniks olemise kohta, mida iikski kasutatud andmebaas ei
sisaldanud. TargetScani ja Miranda vahel esines suurem iilekattuvus ennustatud geenide osas, Kui
TargetScan ja MirTarBase’i vdoi Miranda ja MirTarBase’i puhul (tabel 8). See niitab, et
matemaatilise mudeli pohist ennustust kasutavad andmebaasid saavad sarnaseid tulemusi, kuid
omavad siiski suurt variatsiooni. MirTarBase, milles on esitatud erinevate katseliste meetodite
poolt kinnitatud mikroRNAde sihtmirk-geenid, omab viiksemat mikroRNA ja sihtmérk-geenide
andmete hulka, piirates sellega tulemuste suurust. Ainult kahele mikroRNAle ennustati sama
sihtmérk-geen koigi kolme andmebaasi poolt: mir-193b geen CDC42EP4 ja mir-1 geen TKT.
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Joonis 5. MikroRNA sihtmérk-geenide andmebaaside TargetScan (Grimson et al., 2007), MirTarBase’i (Hsu et al., 2014) ja Miranda
(Betel et al., 2008) poolt ennustatud platsentas ekspresseeruvate korge statistilise skooriga ennustatud sihtméark-geenide arv. Kollases
rongas asub TargeScani poolt ennustatud geenide arv, rohelises rdngas asub MirTarBase poolt avaldatud sihtmérk-geenide arv ja
sinises rongas on Miranda poolt ennustatud sihtméark-geenide arv vilja valitud kolmeteistkiimnele mikroRNAle ning iilekattuvad
osades on vilja toodud vastavate andmebaaside poolt iilekattunud ennustatud sihtméark-geenide arvud.

8
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Tabel 8. MikroRNAde andmebaaside, TargetScan (Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al.,
2008) ja MirTarBase’i (Hsu et al., 2014), poolt ennustatud iilekattuvad sihtmérk-geenid.
Rasvaselt on mérgitud kolme andmebaasi poolt iilekattuvad geenid.

mikroRNA

MirTarBase/Miranda

TargetScan/Miranda

MirTarBase/Target-
Scan

mir-96

mir-210

mir-144

mir-31

mir-520a-3p

mir-193b

mir-149

mir-193a-3p

FOXO1, HOXA9,
KRAS

EFNAS, FGFRL1,
ISCU
PTEN

DMD, RDX, RHOA

CCND1

CCND1, CDC42EP4,

KRAS, LRRCB8A,
PTEN, SHMT2,
STMN1, SYMPK

CTDSP1, DLX3,
GLTSCR1, PRKD3,
SIN3B, SLC2A8,
SLCO3A1, SYNGR1,
TREM1, VIPR1
SIN3B

ABCA12, AHDC1,
GLTSCR1, IPO13,
KCNC4, MAFK, NPHP1,
NRIP1, PLEKHAY,
PRKD3, RNF44,
SLCOSAL, SNCA,
ZNF714, ZNF90

ACAP3, AVPI1, C150rf39,
DACT2, DLX4,
FAM160B2,

FBLN1, GLTSCR1,
INADL, KIAA1211,
KRT80, OTUDS5, PIGT,
PRKD3, SIN3B, SPINT1
TEAD3, TKT, VAMP2
AQPEP, C70rf43, CD320,
CDHRS5, CRTC2, FBLN1,
KIAA1522, LDHD,
MKNK2, NRIP1, P2RY6,
PER1, SASH1, SRCIN1,
ZNF512B, ULK1
AQPEP, CDC42EP4,
GRB7, NRIP1, PLEKHAS5,
ST8SIA4, TRIM62

AVPI1, BIN2, C100rf54,
C150rf39, CRTC2,
FAM160B2, FBLN1,
LAMCS, LEP, MEN1,
P2RY6, PLEKHAS5,
RHBDF1, SLC2A8,
SLCO3A1, SRCIN1,
ST8SIA4, TEAD3, UPK1B
AQPEP, CDC42EP4,
GRB7, NRIP1, PLEKHAS5,

CDC42EP4,
CHCHD10
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ST8SIA4, TRIM62

mir-520a-5p CCND1 AQPEP, C70rf43, CD320,
CDHRS5, CRTC2, FBLN1,
KIAA1522, LDHD,
MKNK2, NRIP1, P2RY6,
PER1, SASH1, SRCIN1,
ZNF512B, ULK1

mir-32 ADM, CHCHD10, DPPA4, PTGES2
GAA, INADL, KCNC4,
KIAA1211, LMO2,
PLEKHAS, RFX1, RNF44,
SLC9A1, ZNF512B,
ZNF90

mir-1285

mir-33b C170rf103, CDR2L,
DNAH11, KIAA1211,
PIM3, PLEKHA5, SASH1,
SLC16A1, ZNF750

mir-1 HDAC4, LRRCS8A, ABCA12, BMP1, C7orf43, KIAA1522, TKT

PIGT, TAGLN2, TKT CDR2L, FAM160B2,

PION, PLEKHAS5,
PLEKHA7, PRKD3,
RNF44, SLCO3AL, SP2,
SSH3, TKT, TNPO2,
VAMP?2

4.3. Asukoht genoomis

Samuti on oluliseks faktoriks mikroRNA asukoht genoomis ning kuulumine mikroRNA
perekonda, mis nditab, millist funktsiooni mikroRNA rakus omab. 19. ja 14. kromosoomis
asuvad platsenta-spetsiifiliste mikroRNAde Kklastrid. Uurimaks, kas preeklampsia korral
diferentsiaalselt ekspresseeruvaid mikroRNAsid transkripteerivad geenid paiknevad genoomis
lahestikku, tuvastasin nende asukoha (tabel 9) miRBase andmebaasi andmete abil (versioon 21)
(Griffiths-Jones et al., 2008). MikroRNAd on lisaks lahterdatud perekondadesse nende eeldatava
funktsiooni jérgi rakus ning struktuuri alusel. Viljavalitud 13 mikroRNA seas esines geene, mis
on pdrit samast kromosoomist, néiteks: mir-1285 ja mir-96 geenid asuvad kromosoomil 7 ning
mir-32 ja mir-31 geenid asuvad kromosoomil 9. Kromosoomil 17 asub kolm mikroRNA geeni
mir-193a-3p, mir-144. mir-33b. Huvi pakuvad veel mikroRNAd mir-520a-3p ja mir-520a-5p,
mis on périt samast mikroRNA transkriptist kromosoomil 19. MikroRNAde geenide asukoht v3ib

olla mojutavaks faktoriks mikroRNA ekspresseerumisel ning funktsioneerimisel.

40



Tabel 9. Preeklampsia korral diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde kuulumine
mikroRNA perekondadesse ning nende geenide asukoht genoomis. Tabel on koostatud miRBase
andmebaasi andmete alusel (versioon 21) (Griffiths-Jones et al., 2008).

mikroRNA mikroRNA Asukoht Asukoht genoomi versioonis Ahel
perekond genoomis GRCh38t
mir-149 mir-149 Chr2 240456001-240456089 +
mir-1285 mir-1285 Chr7 92204015-92204098 -
mir-96 mir-96 Chr7 129774692-129774769 -
mir-32 mir-32 Chr9 109046229-109046298 -
mir-31 mir-31 Chr9 21512115-21512185 -
mir-210 mir-210 chrll 568089-568198 -
mir-193b mir-193 chrl6 14303967-14304049 +
mir-193a-3p mir-193 chrl7 31559996-31560083 +
mir-144 mir-144 chrl7 28861533-28861618 -
mir-33b mir-33 chrl7 17813836-17813931 -
mir-520a-5p mir-515 chrl9 53690881-53690965 +
mir-520a-3p mir-515 chrl9 53690881-53690965 +
mir-1 mir-1 chr20 62554306-62554376 +

1 GRCh38-Inimese genoomist koostatud versioon 38

4.4, Viljavalitud 6 mikroRNA sihtmirk-geenid ja ekspressioon

DESeq (Anders ja Huber, 2010) ja DESeqg2 (Love et al., 2014) programmi poolt ennustatud 13
preeklampsia korral diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNA seast valisin vélja kuus: mir-1,
mir-31, mir-96, mir-144, mir193b, mir-210, mida kasutasin edasistes katsetes. Viljavalitud kuus
mikroRNAd omasid katseliselt valideeritud voi kahe andmebaasi poolt ennustatud iilekattuvaid
sihtmérk-geene, mis on platsentas ekspresseerunud. Nendele kuuele mikroRNAle valisin vilja
neli kuni viis sihtmérk-geeni iga mikroRNA jaoks ning lisaks geenid, mis omasid kuue
mikroRNA seas sihtmérk-jarjestust mitme mikroRNA puhul. Geeni valimisel osutus oluliseks
peale mikroRNA seonduskohtade arv geeni transkriptil ka selle funktsioon raku elutegevuses.
Tabelis 10 on esitatud TargetScani (Grimson et al., 2007) ja Miranda (Betel et al., 2008) poolt
ennustatud mikroRNA sihtmérkide arv geeni transkriptil ning MirTarBase (Hsu et al., 2014)
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andmebaasi poolt esitatud katseliselt tuvastatud mikroRNA ja geeni vaheline seos. Andmebaasi
tulemustest voib néha, et need ei lange tdielikult kokku, TargetScani ja Miranda tulemused on
rohkem tilekattuvad ning ennustatavate sihtmérk-geenide arv on suurem. MirTarBase’i tulemused

samas tagavad suurema kindluse sihtmérgi olemasolu kohta.

MikroRNAd reguleerivad geenide ekspressioonitaset alla, samas ei ole geenide ekspressioonitase
piisiv, vaid on ajas muutuv. Raseduse kulgemise jooksul muutuvad geenide ekspressioonitasemed
margatavalt. Tabelis 11 on esitatud geenide ekspressioonitase esimesel ja teisel trimestri ning
16puni kulgenud tiisistusteta ning preeklamptilise rasedusel korral. Kui vordleme omavahel
geenide ekspressioone raseduse kulgedes, on ndha, et need ei piisi konstantsetena, Vvaid
muutuvad. Vorreldes BEWO rakuliini geenide ekspressioone eri trimestrite omadega, voib leida
geenide gruppe, kus ekspressioonitasemed on sarnased, aga ei lange kokku iihegi trimestri
jooksul. Geeniekspressiooni erinevused annavad aimu rakuliini mudelina kasutamise piirangute
kohta.

Katsetes kasutatud geenid FBLN1, HNRNPH1, KRT80, MCM4, PRKD3 ja SIN3B omasid mitme
mikroRNA seonduskohta, nende geenide kasutamine annab vdimaluse tulevikus uurida, kuidas

mikroRNAd koos mojutavad geeniekspressiooni (joonis 6).

Varasemalt on uuritud moningate véljavalitud kuue mikroRNA ja nende sihtméirk-geenide
vahelist seost. MikroRNAd omavad suurt rolli geenide ekspressiooni mojutamises. Varasemates
uuringutes on vialjavalitud kuus mikroRNAd seostatud mitmete erinevate kasvajatiilipidega.
Tabelis 11 on vilja toodud erinevad katsed, millega on nididatud mikroRNAde rolli erinevates
kudedes.
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Tabel 10. Katseks valitud kuue mikroRNA sihtméark-geenid, mille abil kontrollin mikroRNA mimic’i moju JEG-3 rakuliini
geeniekspressioonile (TargetScan (Grimson et al., 2007), Miranda (Betel et al., 2008) ja MirTarBase’i (Hsu et al., 2014)).

Geeni nimi Geeni ensembli kood mikroRNA TargetScan\ Sihtmirk-transkriptid? mikroRNA seonduskoha tiiiip ja
MirTarBase\ skoor®
Miranda® 8mer® 7mer-m8*  7mer-1a°
HDAC4 ENSG00000068024 mir-1 3\0\1 ENSTO00000345617 0.82 0.77
IPMK ENSG00000151151 mir-1 2\0\0 ENSTO00000373935 0.74 0.17
LRRCS8A ENSG00000136802 mir-1 3uv\1 ENSTO00000372600 0.80
MCM4 ENSG00000104738 mir-1 O\1\0
TAGLN2 ENSG00000158710 mir-1 3\6\1 ENSTO00000368097 0.71
KRT80 ENSG00000167767 mir-144 2\0\1 ENST00000313234 0.00
NRIP1 ENSG00000180530 mir-144 1\0\1 ENSTO00000318948 0.00
PTEN ENSG00000171862 mir-144 1\3\3 ENSTO00000371953 0.52
SASH1 ENSG00000111961 mir-144 1\0\2 ENSTO00000367467 0.31
CCND1 ENSG00000110092 mir-193b 1\6\2 ENST00000227507 0.55
HNRNPH1 ENSG00000169045 mir-193b O\1\0
LRRC8A ENSG00000136802 mir-193b 3\1\1 ENST00000259324 0.38
MCM4 ENSG00000104738 mir-193b 0\2\1
PRKD3 ENSG00000115825 mir-193b 2\0\1 ENST00000234179 0.08 0.00
SHMT?2 ENSG00000182199 mir-193b 2\4\2 ENST00000414700 0.08 0.00
STMN1 ENSG00000117632 mir-193b 3\1\1 ENSTO00000357865 0.08
DOTIL ENSG00000104885 mir-210 1\0\1 ENST00000398665 0.07
EFNA3 ENSG00000143590 mir-210 1\\1 ENSTO00000368408 0.24
HSD17B1 ENSG00000108786 mir-210
ISCU ENSG00000136003 mir-210 2\6\1 ENST00000311893 0.00
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SIN3B ENSG00000127511 mir-210 1\0\1 ENSTO00000379803 0.07

DMD ENSG00000198947 mir-31 2\4\1 ENST00000357033 0.17
FBLN1 ENSG00000077942 mir-31 2\0\1 ENST00000327858 0.21 0.00
ITGAS ENSG00000161638 mir-31 1\4\1 ENST00000293379 0.17
KRT80 ENSG00000167767 mir-31 4\0\4 ENST00000394815 0.46

MCM4 ENSG00000104738 mir-31 O\1\1

RDX ENSG00000137710 mir-31 1\4\0 ENST00000343115 0.17
RHOA ENSG00000067560 mir-31 0\4\2

SASH1 ENSG00000111961 mir-31 1\0\0 ENST00000367467 0.00
SIN3B ENSG00000127511 mir-31 3\0\3 ENSTO00000379803 0.00

FBLN1 ENSG00000077942 mir-96 2\0\1 ENSTO00000327858 0.00
FOXO1 ENSG00000150907 mir-96 2\4\2 ENSTO00000379561 0.95

FOXO3 ENSG00000118689 mir-96 3\4\3 ENSTO00000406360 0.00 0.74
KRAS ENSG00000133703 mir-96 2\5\2 ENSTO00000311936 0.86

LEP ENSG00000174697 mir-96 2\0\2 ENSTO00000308868 0.00 0.00
PRKD3 ENSG00000115825 mir-96 2\0\2 ENSTO00000234179 0.00
RECK ENSG00000122707 mir-96 1\0\1 ENSTO00000377966 0.74
SIN3B ENSG00000127511 mir-96 3\0\3 ENSTO00000379803 0.25 0.55

Vastavalt TargetScani, MirTarBase'i ja Miranda poolt ennustatud mikroRNA seonduskohtade arv.

2TargetScanni poolt ennustatud transkript, millel asub mikroRNA seonduskoht.

$8mer - TargetScani poolt kasutatav konserveerituse niitaja, mis niiitab seondustiiiibi olemasolu tdenfosust. Tiiskasvanud mikroRNA
seondusjarjestuse 2-8 nukleotiidid, millele jargneb nukleotiid A, on komplementaarne mRNA 3’UTRil asuva jirjestusega.

47mer-m8 - TargetScani poolt kasutatav konserveerituse niitaja, mis niitab seondustiiiibi olemasolu tdendiosust. Tiiskasvanud
mikroRNA seondusjirjestuse 2-8 nukleotiidid on komplementaarne mRNA 3°UTRil asuva jdrjestusega.

>7mer-1A - TargetScani poolt kasutatav konserveerituse niitaja, mis niitab seondustiiiibi olemasolu tdendiosust. Tdiskasvanud
mikroRNA seondusjérjestuse 2-7 nukleotiidid, millele jargneb nukleotiid A, on komplementaarne mRNA 3’UTRIil asuva jarjestusega.
®Andmebaas TargetScan poolt ennustus skoor mikroRNA seonduskohale, skaalas 0-1, kus 1 on kdige suurema tdeniosusega esinev
seonduskoht.
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FBLN1 3°UTR ala

H H—
HNRNPHI1 3°UTR ala

——1 - —-

KRT80 3°UTR ala
' i i i — I

I
MCM4 3°UTR ala

PRKD3 3°UTR ala
! i i i i i i i

SIN3B 3'UTR ala

- 4+

Legend: Skaala: 100 nukleotiidi

Hsa-mir-210 I Hsa-mir-144 I I Hsa-mir-31 I I Hsa-mir-1 I Hsa-mir-193b —

Joonis 6. MikroRNA seonduskohad geenidel, mis omavad mitut mikroRNA sihtmérk-jérjestust. MikroRNA seonduskohad geenide
3’UTR’is on esitatud eri varvi kastidega (tdpsemalt legendis). Geenide 3’UTR pikkused nukleotiidides: FBLN1 688, HNRNPH1 781,
KRT80 2401, MCM4 730, PRKD3 2672, SIN3B 1626. Joonis on koostatud Miranda (Betel et al., 2008) andmebaasi alusel.
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Tabel 11. Sihtmérk-geenide geeniekspressiooni tasemed, mida kasutatakse mikroRNAde mimic’ite mdju madramiseks. Geenid on
esitatud nende nimede ja Ensembli koodiga. Esitatud on REPROMETA projektist parit esimese ja teise trimestri, tiisistusteta ja
preeklamptilise raseduse, BEWO rakuliini ning Protein Atlase (versioon 13, véljastatud 11.6.2014) (Uhlen et al., 2010) ja Expression
Atlasest (vdljastatud 13.10.2014) (Kapushesky et al., 2010) périt platsentas esinevate geenide ekspressioon FPKMides.

Geen Geeni ensembli kood RNA ekspressioon FPKM’ides Expression
| trit Itriz  norm® PE* BeWo®>  Protein Atlas’
Atlas®
CCND1 ENSG00000110092 5.70 16.19 17.04 1546 74.20 61.00 korge
DMD ENSG00000198947 4.52 5.00 4.22 5.23 5.2 15 madal
DOTIL ENSG00000104885 3.82 5.31 3.93 2.74 34.4 7 madal
EFNA3 ENSG00000143590 0.32 0.25 0.16 0.23 2.7 2 madal
FBLN1 ENSGO00000077942 285.48 380.71 597.79 457.41 311.2 553 korge
FOXO01 ENSG00000150907 1.79 3.68 2.81 3.65 7.9 11 madal
FOXO03 ENSG00000118689 5.85 5.84 5.63 4.84 9.2 15 madal
HDAC4 ENSG00000068024 4.61 5.91 3.14 3.45 11.1 5 madal
HNRNPH1 ENSG00000169045 47.84 5201 4449 4251 50420 275.00 keskmine
HSD17B1  ENSG00000108786 207.67 20497 210.82 175.13 181.1 81 korge
IPMK ENSG00000151151 12.48 8.15 6.42 8.29 3.6 8 keskmine
ISCU ENSG00000136003 14.09 13.28 8.78 8.46 1185 101 keskmine
ITGAS ENSG00000161638 65.58 66.82 49.68 103.18 65.1 81 keskmine
KRAS ENSG00000133703 5.92 6.70 5.60 4.85 49 19 madal
KRT80 ENSG00000167767 3.00 3.59 4.43 1.80 34.40 8.00 madal
LEP ENSG00000174697 1533.00 17.58 7.70 55.05 1.2 5 madal
LRRC8A ENSG00000136802 7.01 8.35 10.08 15.17 235 23 korge
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MCM4 ENSG00000104738 9.92 6.79 7.53 5.35 89.8 27 madal
NRIP1 ENSG00000180530 24.84 1290 12.06 15.12 8.70 11.00 keskmine

PRKD3 ENSG00000115825 9.41 7.04 3.43 5.96 23.90 12.00 korge

PTEN ENSG00000171862 16.17 19.54 2236 17.30 20.60 25.00 keskmine
RDX ENSG00000137710 16.55 1271  20.76 17.09 58.9 39 madal
RECK ENSG00000122707 0.90 1.56 1.44 1.46 0.4 9 korge
RHOA ENSGO00000067560 39.18 31.83 2959 36.21 203.6 291 keskmine
SASH1 ENSG00000111961 53.73 2401 1249 21.01 250 20.00 keskmine
SHMT2 ENSG00000182199 2.92 3.20 1.58 2.69 178.40 54.00 keskmine
SIN3B ENSG00000127511 15.41 18.83 17.02 1257 551 34 madal
STMN1 ENSG00000117632 9.20 8.43 3.97 5.89 148.70 11400 madal
TAGLN2 ENSG00000158710 62.73 37.00 30.73 43.06 292.7 222 korge

'REPROMETA projekti valimist pirit saadud geeniekspressiooni tulemused esimese trimestri platsentadest, FPKMides (Fragments Per
Kilobase Of Exon Per Million Fragments Mapped).

’REPROMETA projekti valimist pirit saadud geeniekspressiooni tulemused teise trimestri platsentadest, FPKMides.

SREPROMETA projekti valimist périt saadud geeniekspressiooni tulemused tiisistusteta 1dppenud raseduse platsentadest, FPKMides.
*REPROMETA projekti valimist pirit saadud geeniekspressiooni tulemused preeklampsiaga 1dppenud raseduse platsentadest,
FPKMides.

SGeeniekspressiooni tase Bewo rakuliinis, avaldatud FPKMides Protein Atlase andmete kohaselt.

®Geeniekspressioon platsentas, voetud Protein Atlasest, avaldatud FPKMides.

"Geeniekspressioon platsentas, voetud Expression Atlasest, viirtus avaldatud teiste kudede suhtes.
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Tabel 12. Eelnevalt avaldatud uurimistood preeklampsia korral diferentsiaalselt ekspresseerunud mikroRNAde ja platsentas

ekspresseeruvate geenide kohta.

Geeni nimi/

Ensembli kood

mikroRNA  viide

mikroRNA roll

Kude/rakuliin

HDAC4/
ENSG00000068024

TAGLN2/
ENSG00000158710

PTEN/
ENSG00000171862
CCND1/
ENSG00000110092
SHMT2/
ENSG00000182199
STMNY/
ENSG00000117632
EFNA3/
ENSG00000143590

mir-1

mir-1

mir-1

mir-1

mir-144

mir-193b

mir-193b

mir-193b

mir-210

mir-210

(Zhang et al., 2014)

(Sluijter et al., 2010)

(Yoshino et al., 2011)

(Nohata et al., 2011)

(Zhang et al., 2013)
(Chen et al., 2010)
(Leivonen et al.,
2011)

(Chen et al., 2013)

(Wang et al., 2013)

(Zhang et al., 2012)

Reguleerib lihasraku pooldumist

Reguleerib lihasrakkude pooldumist ja
diferentseerumist siiddame lihasrakuks

Rakujagunemine, apoptoos

Pidurdab kasvajarakkude jagunemist
Soodustab kurguvahi rakkude pooldumist
Mir-193b iiles-reguleerimine mojub véhi

arengule pidurdavalt, tokestab jagunemist
Mir-193b aeglustab rakuliini kasvu

Mir-193b tiles-reguleerimine mojub véhi

arengule pidurdavalt, tokestab jagunemist

Mir-210 maha surumine suurendas rakkude

jagunemist

Hiipoksia korral on mir-210 iiles-reguleeritud
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Lihaskude

Kardiomuotstiidi
tuvirakk CMPC

Psievihi rakuliin

Kurguvihi rakud

Melanoomi rakuliin
Malme-3m
Rinnavéhi rakuliin
Mcf-7

Melanoomi rakuliin

Perifeerse narviraku
miioliin kihi kasvaja
Trofoblasti rakuliin
JAR



HSD17B1/
ENSG00000108786

ISCU/
ENSG00000136003

ITGA5/
ENSG00000161638

RDX/
ENSGO00000137710

RHOA/
ENSG00000067560

mir-210

mir-210

mir-210

mir-210

mir-31

mir-31

mir-31

mir-31

mir-31

mir-31

mir-31

(Ishibashi et al., 2012) Hiipoksia korral on mir-210 iiles-reguleeritud

(Chan et al., 2009)

(Favaro et al., 2010)

(Muralimanoharan et

al., 2012)
(Valastyan et al.,
2009)

(Valastyan et al.,
2009)

(Valastyan et al.,
2009)

(Wang et al., 2014)

(Valastyan et al.,
2009)
(Valastyan et al.,
2009)
(Fan et al., 2012)

Hiipoksia korral on mir-210 tiles-reguleeritud

Hiipoksia korral on mir-210 iiles-reguleeritud

Hiipoksia korral on mir-210 tiles-reguleeritud

Mir-31 ekspressiooni suurendamine reguleeris
geeniekspressiooni alla

Mir-31 reguleeris ITGA5 geeniekspressiooni,
mis mdjus metastaaside tekkele tokestavalt
Mir-31 ekspressiooni suurendamine reguleeris
geeniekspressiooni alla

Madal mir-31 véhendab ellujaamist
glioblastoomi haigetel

Mir-31 iiles-reguleerimine reguleeris
geeniekspressiooni alla

Mir-31 reguleeris ITGA5S geeniekspressiooni,
mis mdjus metastaaside tekkele tokestavalt

Mir-31 reguleerib interleukiin-2
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Trofoblasti
rakuliinid BEWO ja
JEG-3

Inimese kopsuarteri
endoteelirakud
HPAEC

Kairsoole kasvaja
rakuliin HCT116
Primaarsed
trofoblasti rakud
Kloneeritud
konstrukt
Rinnavihi rakud
Mda-mb-231
Kloneeritud
konstrukt

Glioomi rakud

Kloneeritud
konstrukt
Rinnavihi rakud
Mda-mb-231

Susteemne



FOXO01/
ENSG00000150907

FOXO03/
ENSG00000118689
KRAS/
ENSG00000133703
RECK/
ENSG00000122707

mir-96

mir-96

mir-96

mir-96

mir-96

mir-96

(Yuetal., 2014)

(Myatt et al., 2010)

(GUO et al., 2012)

(Lietal., 2014)

(Yuetal., 2010)

(Guo et al., 2014)

ekspressiooni, reguleerides RHOA geeni

Mir-96 ekspressiooni suurendamine
suurendab rakkude kasvu

Mir-96 ekspressioon vihendab FOXO1
ekspressiooni

Mir-96 ekspressioon vihendab FOXO1
ekspressiooni

Mir-96 tiles-ekspressioon suurendab kasvaja
kasvu

Mir-96 iiles-ekspressioon inhibeerib raku
jagunemist

Mir-96 soodustab kasvaja arengute,

reguleerides RECK geeniekspressiooni

eriitematoosne
luupus
Eesnddrmevéhi
rakuliin

HEC-1B and
Ishiwaka

Inimese T24 TCC
rakuliin
Kopsuvéhi rakud
A549, SPC-A-1

Eesndirme kasvaja

Kopsuvihi rakuliin

NSCLC
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4.5. MikroRNAde mimic’ite  moju ennustatud  sihtmirk-geenide

ekspressioonile JEG-3 rakuliinis

Katsetes transfekteerisin mikroRNA mimic’eid, mir-96, mir-144 ja mir-210, trofoblasti rakuliini.
Viljavalitud kolme mikroRNA diferentsiaalne ekspressioon on varajasemates uuringutes
seostatud preeklampsiaga ning platsenta arenguga (Chen et al., 2015; Ishibashi et al., 2012; Li et
al., 2013), mis andis aluse eeldata, et valitud mikroRNAd omavad olulist rolli raku elutegevuses.
Peale mikroRNAde transfekteerimist rakuliini tuvastasin sihtmark-geeni ekspressiooni muutust
koikide mikroRNA mimic’ite puhul, kasutades selles RT-gPCR meetodit. Geeniekspressiooni
muutust vordlesin rakuliini vastu, millesse oli lisatud ainult Siport reagenti. Siport transfektsiooni
reagendi moju geeniekspressioonile tuvastasin varasemas katses. Katsete tulemuste
normaliseerimiseks kasutasin geeni UBC ning saadud tulemused normaliseerisin omakorda
kontrolli suhtes, milleks kasutasin JEG-3 rakuliini, millele oli ainult lisatud transfektsiooni
reagenti Siport.
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4.5.1. Mir-144 efekt JEG-3 rakuliinis

Geenide seast, mis omavad mir-144 seonduskohta (joonis 7), tuvastasin oodatavat
geeniekspressiooni alanemist kolme geeni puhul: HNRNPH1 (p=0,7 T-test) PRKD3 (p=0,18 T-
test) ja SASH1 (p=0,44 T-test). Neist {ihelgi juhul polnud aga muutus geeniekspressiooni tasemes

statistiliselt oluline.

Geeni KRT80 puhul, mis samuti omab mir-144 seonduskohta, oli tuvastatav
geeniekspressiooni taseme suurenemine (p=0,08 T-test). Margatavat statistiliselt tdhendusrikast
geeniekspressiooni suurenemist tuvastasin ka HSD17B1 geeni puhul (p=0,0085 T-test).

Geenide ekspressiooni muutus peale mir-144 transfekteerimist
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Joonis 7. Mir-144 mdju geeniekspressioonile, avaldatud ekspressioonitaseme suhte muutus
kontrolli suhtes. Sihtmairk-jarjestust omavad geenid on esitatud hallide tulpadega, sihtmérk-
jarjestust mitteomavad geenid on esitatud valgete tulpadena. Punase joonega on esitatud geenide
ekspressioonitase kontrollgruppidel. Kontrolliks on kasutatud JEG-3 rakuliini, millele on lisatud
ainult transfektsiooni reagenti Siport.
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4.5.2. Mir-210 efekt JEG-3 rakuliinis

Geenide seast, mis omavad mir-210 seonduskohta (joonis 8), tuvastasin geenide DOTI1L (p=0,5
T-test), FBLN1 (p=0,24 T-test) ja ISCU (p=0,099 T-test) geeniekspressiooni alanemist. Geenide
HSD17B1 (p=0,2 T-test) ja EFNA3 (p=0,6 T-test) puhul tuvastasin geeniekspressiooni

suurenemist, kuigi andmebaasid ennustasid geenidele mir-210 sihtmérk-jérjestust.

Mir-210 moju geeni ekpressioonile polnud aga iihelgi juhul statistiliselt oluline.

Geenide ekspressiooni muutus peale mir-210 transfekteerimist
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Joonis 8. Mir-210 mdju geeniekspressioonile, avaldatud ekspressioonitaseme suhte muutus
kontrolli suhtes. Sihtmark-jarjestust omavad geenid on esitatud hallide tulpadega, sihtmérk-
jarjestust mitteomavad geenid on esitatud valgete tulpadena. Punase joonega on esitatud geenide
ekspressiooni tase kontrollgruppides. Kontrolliks on kasutatud JEG-3, rakuliini millele on lisatud
ainult transfektsiooni reagenti Siport.
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4.5.3. Mir-96 efekt JEG-3 rakuliinis

Geenide seast, mis omavad mikroRNA mir-96 seonduskohta (joonis 9), tuvastasin ekspressiooni-
taseme langust FOXO1 (p=0,09 T-test), LEP (p=0,5 T-test), RECK (p=0,1 T-test) geenidel. Geeni
SIN3B puhul tuvastasin geeniekspressiooni suurenemist (p=0,087 T-test), kuigi andmebaaside
poolt oli tuvastatud mir-96 sihtmérk-jarjestus.

Ka mir-96 mdju geeni ekpressioonile polnud iihelgi juhul in vitro katsetes statistiliselt oluline.

Geenide ekspressiooni muutus peale mir-96 transfekteerimist
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Joonis 9. Mir-96 moju geeniekspressioonile, avaldatud ekspressiooni taseme suhte muutus
kontrolli suhtes. Sihtmark-jarjestust omavad geenid on esitatud hallide tulpadega, sihtmérk-
jarjestust mitteomavad geenid on esitatud valgete tulpadena. Punase joonega on esitatud geenide
ekspressioonitase kontrollgruppides. Kontrolliks on kasutatud JEG-3, rakuliini millele on lisatud
ainult transfektsiooni reagenti Siport.
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4.6. MikroRNAde moju JEG-3 rakuliinis ekspresseeruvatele geenidele

Trofoblasti JEG-3 rakuliini kasutatakse platsenta koe ja primaarsete trofoblasti rakkude mudelina.
JEG-3 rakuliin sai alguse trofoblasti rakkudest ning varasemas uuringutes on naidatud, et JEG-3
rakuliin kéitub trofoblasti rakkudega sarnaselt. Uurimaks JEG-3 rakuliini sobivust platsenta
mudelina, vordlesin REPROMETA projektist parit RNAseqist saadud geeniekspressiooni JEG-3
RT-qPCRist périt geeniekspressiooniga. Esmalt vordlesin paarikaupa JEG-3 rakuliini, esimese ja
teise trimestri aborte, tiisistusteta ning preeklamptilise raseduse geeniekspressioone (joonis 10).
Geenid, mille pohjal vordluse sooritasin, olid samad, millega méérasin mikroRNA mimic’i moju
sihtmérk-geenide ekspressioonileAntud t66s uuritud JEG-3 rakuliini geenide ekspressioon
sarnaneb kodige rohekm II trimestri platsenta koe transkriptide profiilile (R?=0,31). Samas on tegu
lisna ndrga sarnasusega. mir-96 mimic’i transfekteerimisel JEG-3 rakuliini tdusis
geeniekspressiooni profiili korrelatsioon nii raseduse Il trimestri (R?=0,37 vérreldes R?=0,31;
joonis 11) kui preeklamptilise raseduse platsenta koega (R?=0,26 vdrreldes R?=0,22; joonis 12).
Tulemuste pohjal voib spekuleerida, et vorreldes platsentaga on JEG-3 rakuliinis mir-96 tase
madalam ning mikroRNA transfekteerimisel rakku muudab see JEG-3 geeniekspressiooni profiili

platsenta transkriptoomile sarnasemaks.

Kokkuvdttes nditavad antud analiiisid aga seda, et rakuliinidel saadud katsetulemusi ei ole
voimalik automaatselt iile kanda in vivo mudelile. Antud katse teostamiseks sobiksid paremini

primaarsed trofoblasti rakud.
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Joonis 10. JEG-3 rakuliini RT-gqPCRist périt geeniekspressiooni vordlus esimese ja teise
trimestri, tisistusteta termrasedus ja PE platsenta RNAseqist périt geeniekspressiooniga. Punase
joonega on esitatud regressioonijoon. JEG-3 rakuliini geeniekspressioon omab kdige suuremat

sarnasust teise trimestriga.
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Joonis 11.Teise trimestri RNAseqi geeniekspressiooni tulemuste vordlus JEG-3 rakuliini
geeniekspressiooniga ja JEG-3 rakuliiniga, mida on mdjutatud vastavalt mikroRNAde mir-96,
mir-144 ja mir-210. Mir-96 muudab JEG-3 rakuliini kdige enam sarnasemaks teise trimestriga.
Punase joonega on esitatud regressioonijoon.
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Joonis 12. PE grupi RNAseqi geeniekspressiooni tulemuste vordlus JEG-3 rakuliini
geeniekspressiooniga ja JEG-3 rakuliiniga, mida on mdjutatud vastavalt mikroRNAde mir-96,
mir-144 ja mir-210. Mir-96 muudab JEG-3 rakuliini kdige enam sarnasemaks PE grupiga. Punase
joonega on esitatud regressioonijoon.
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5. ARUTELU

5.1. Ennustatud mikroRNAde sihtmirk-geenid ning nende tuvastamine

katsega

Andmebaaside abil tuvastasin valitud 13 mikroRNAle sihtmérk-geenid ning maéérasin
transkriptidel oleva mikroRNA seonduskohtade arvu. mir-1285’le ei ennustanud tikski
andmebaas sihtmérk-geene ning mir-210°le ennustati vdhem sihtmérk-geene. Kirjanduses on
jallegi mir-210 pohjalikumalt uuritud ja on tuvastatud sihtméark-geene, mis ei kajastu
andmebaasides. HSD17B1 (Ishibashi et al., 2012) ja KCMF1 (Luo et al., 2014) on varasemates
uuringutes katseliselt kinnitatud kui mir-210 sihtmérk-geenid.

Kogutud info pdhjal valisin vélja kuus mikroRNAd, mida kasutasin edasistes katsetes. Iga
mikroRNA jaoks valisin vélja neli kuni viis geeni, mis omasid mikroRNA seondumiskohta.
Lisaks valisin viélja geenid, mis omavad rohkem kui ithte mikroRNA seondumiskohta. Mitme
mikroRNA seondumiskoha omamine vdimaldab viljavalitud geene kasutada mikroRNAde
funktsiooni omavahelisel vordlemisel. Varasemates uuringutes on leitud mikroRNAde mir-144,
mir193b, mir-210 ja mir-31 mdju sihtméark-geenidele erinevates kudedes. mir-144 on varasemalt
uuritud kui geeni PTEN ekspressiooniregulaator, mis soodustab kurgu kasvaja proliferatsiooni
(Zhang et al., 2013). Antud t66s ei tuvastanud mir-144 moju PTEN geeniekspressioonile. Mir-
193b ja mir-31 on varasemalt samuti uuritud seoses eri tiilipi kasvajatega (Chen et al., 2013; Fan
et al., 2012; Leivonen et al., 2011; Valastyan et al., 2009). Mir-210 on laialdaselt uuritud kui tiks
pohilistest mikroRNAdest, mis omab rolli preeklampsia tekkimisel (Ishibashi et al., 2012).
Varasemates uurimustéodes on mir-210 uuritud kui EFNA3 (Wang et al., 2013), HSD17B1
(Ishibashi et al., 2012) ja ISCU (Chan et al., 2009) geeni reguleeriv mikroRNA. Kéesolevas toos
tuvastasin ainult ISCU geeniekspressiooni alanemist mir-210 tottu. EFNA3 ja HSD17B1 geenide
ekspressioonis markasin vastupidist moju geenide ekspressiooni suurenemisega. KRAS geeni
puhul tuvastasin geeniekspressiooni langust, samas likski andmebaas ei ennustanud geenile mir-
210 seondumiskohta. Ootamatu tulemus voib olla tingitud sekundaarse mojust . Ota et al. (2012)
uurimust6os ndidati, kuidas geen KRAS suurendab mir-210 ekspressiooni taset. mir-210 taseme

suurenemine rakuliinis voib kiivitada rajad, mis vidhendavad KRAS geeniekspressiooni taset.
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5.2. Geeniekspressiooni profiil JEG-3 rakuliinis ja platsentas.

Trofoblasti JEG-3 rakuliini kasutatakse platsenta ja trofoblasti rakuliini lihtsustatud mudelina.
Rakuliini kasutamine platsenta mudelina annab vdimaluse lihtsamalt uurida mikroRNAde moju
geenide ekspressioonile. Samas on rakuliin siiski platsenta rakkude lihtsustatud ja ebatdiuslik
mudel. Selleks, et uurida kui sarnased on REPROMETA projektis kasutatud grupid JEG-3
rakuliinile ja kuidas mikroRNAd mdjutavad JEG-3 rakuliini sarnasust nendega, vordlesin geenide
ekspressioonitasemeid. Rakuliinis JEG-3 esinenud geeniekspressiooni profiil sarnanes kdige
enam teise trimestri platsentale. Kui vaadata, kuidas mojutas mikroRNAdega transfekteerimine
mudeleid, vdib ndha, et mir-96 muutis kdige enam JEG-3 rakuliini geenide ekspressiooniprofiili
sarnasemaks teise trimestri ning preeklampsia grupiga. MikroRNA mir-96 moju voib olla
tingitud platsenta ja JEG-3 rakuliinis esinevast mikroRNA taseme erinevusest ning selle
suurendamine muudab rakuliini platsentale sarnasemaks. Varasemates toodes leiti, et JEG-3
rakuliin ja primaarsed trofoblasti rakud erinevad iiksteisest geeniekspressiooni ning
stressitingimustele reageerimise poolest (Burleigh et al., 2007; Novakovic et al., 2011). Antud
t60 tulemused kinnitavad seda, et JEG-3 rakuliini katsete tulemused ei ole koikides aspektides

ilekantavad primaarsetele trofoblastidele.

5.3. Uuringu tugevused ja puudused

Varasemalt ei ole valitud kuue mikroRNAga JEG-3 trofoblasti rakuliinis katseid tehtud. Kaesolev
magistritoé  Kirjeldab, kuidas valitud mikroRNAd rakuliini reguleerivad. Regulatsiooni
hindamiseks oli valitud iga mikroRNA kohta neli kuni viis geeni, et katseliselt hinnata

andmebaaside ennustatud moju sihtmérk-geenidele.

Kui vorrelda JEG-3 rakuliinis ja platsenta geeniekspressiooni profiili, selgub, et kuigi JEG-3
vOoiks  sobida mone mikroRNA  sihtmérk-geenide  tuvastamiseks, on in vivo

geeniekspressiooniprofiil platsenta omast siiski erinev (Suman ja Gupta, 2012).
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5.4. Edasised plaanid

Doktorantuuris jatkan magistrantuuris alustatud valitud kuue mikroRNA seotud Kkatseid.
Esimeses etapis jatkan Katsetega trofoblasti JEG-3 rakuliinis  kolme jirgmise valitud
mikroRNAga( mir-1, mir-31, mir-193b).

Teises etapis viin Kkatseseeria iile primaarsetele trofoblasti rakkudele, et hinnata valitud kuue
mikroRNA regulatoorset rolli ennustatud sihtmark-geenidele ning edasi ka kogu
transkriptoomile. Viimase profileerimiseks plaanin kasutada geeniekspressioonikiipi HumanHT-
12 v4 Expression BeadChip (Illumina).

Kolmandas etapis soovin uurida koigi kuue valitud mikroRNA siinergilist efekti mimic’ite
kombineeritud transfektsioonil nii JEG-3 rakuliini kui ka primaarse trofoblasti rakkude baasil.
Trofoblasti rakuliinides ei ole varem uuritud, kuidas mitu mikroRNAd koos mojutavad geeni voi
geenide ekspressiooni. Ldppeesmérk on in vitro katsetel kombineeritud mimic’ite komplektiga
saadud primaarse trofoblasti transkriptoomi profiili vorrelda in vivo platsenta RNASeq
andmetega preeklamptilise raseduse korral. Katsete tulemused vdiksid panustada teadmisesse,

milline on platsenta mikroRNAde roll preeklampsia kujunemisel.
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KOKKUVOTE

Rasedusega seotud tiisistused vdivad mdjutada paljude lapseootel naiste elusid. Uheks
sagedasemaks rasedustiisistuseks on preeklampsia, mis esineb 2-5% raseduste korral.

Preeklampsia iiheks tekkepohjuseks voib olla platsenta arengus ja funktsioonis esinevad héired.

Kiesolev magistritod keskendub preeklampsia esinemisel diferentsiaalselt ekspresseerunud
mikroRNAde geenide ekspressiooni regulatoorse rolli uurimisele trofoblasti JEG-3 rakuliinis.
Magistrito6 jooksul tuvastasin kuus preeklampsia korral diferentsiaalselt ekspresseerunud
mikroRNAd ning valisin igale mikroRNAle neli kuni viis sihtméark-geeni. Koekultuuris 1abi
viidud katsetes kasutasin kuuest mikroRNAst kolme. Pidrast mikroRNAde mimic’ite
transfekteerimist rakuliini tuvastasin geeniekspressiooni taseme muutuse RT-gPCRiga.

Katsete tulemused niitasid, et mikroRNA mimic’id kiill reguleerivad sihtmérk-geene, kuid ei
mdju koikidele sihtmark-geenidele ekspressiooni péarssivalt. Vastupidi, osadel sihtmérk-geenidel
tuvastasin geeniekspressiooni suurenemist, mis voib olla seletatav mikroRNAde sekundaarse

mojuga geenide ekspressioonile.

Vorreldes omavahel katseks kasutatud JEG-3 rakuliini geeniekspressiooni esimese ja teise
trimestri aborte, tiisistusteta kulgenud raseduste ja preeklamptiliste raseduste platsentade
transkriptoomi andmetega, leidsin, et JEG-3 rakuliini geeniekspressioon sarnaneb koige enam
teise trimestri rakuliiniga. mir-96 mimic’i transfekteerimise jarel tousis korrelatsioon JEG-3

rakuliini ja preeklamptilise raseduse platsenta geenide avaldumise tasemete vahel.

Kéesoleva magistritdga leidsin, et mikroRNA mimic’id reguleerivad geeniekspressiooni JEG-3
rakuliinis. Siiski, kasutades JEG-3 rakuliini kui platsenta mudelit tuleb tulemuste tdlgenduses olla

ettevaatlik ning neid mitte otse iile kanda in vivo tingimustele.
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The influence of microRNAs on the expression in genes associated with preeclampsia.

Rain Inno

SUMMARY

Complications that occur in the period of pregnancy are quite common and can affect the health
of the mother and the child. One of the most common pregnancy complication that occurs is
preeclampsia. The cause of it is not well understood, but it is believed that the fault is in placenta,
more precisely in mistakes that occur in placental development. Mechanisms behind that are still
not well-known, but one of the causes may be badly regulated microRNAs. It is shown that

microRNAS are very important in regulating gene expression and molecular pathways.

This thesis focuses on the microRNAs that are differentially expressed in preeclamptic placenta
tissue. The aim of this study is to evaluate if these microRNAs can change expression levels of
genes that are expressed in placenta and how good of a model the trophoblastic cell line JEG-3 is
for placenta. This was tested in trophoblastic cell line JEG-3 by transfecting microRNA mimics

into the cell line.

Results of the trophoblast JEG-3 experiment show that microRNAs, which are differentially
expressed in placenta in case of preeclampsia, regulate gene expression of genes that are
expressed in placenta. By comparing gene expression profile of genes in preeclamptic placenta
and trophoblast cell line JEG-3, the expression profile does not match very well. After
microRNA transfection the correlation is better, but only slightly. Results show that trophoblastic
cell line is a good model for valuating microRNA regulations of gene expression, but not for
valuating gene expression profile as a model of placenta.
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