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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob okreslania zmian ekspresji czgsteczek miRNA in vitro
w celu oznaczania wczesnych chorobowych zmian strukturalnych srédbtonka naczyn krwionosnych
spowodowanych hiperhomocysteinemig wywotang podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocysteiny
we krwi. Rozwigzanie weditug wynalazku charakteryzuje sie innowacyjnym podejsciem do problemu
szybkiej i nieinwazyjnej diagnostyki ryzyka rozwoju chordob uktadu krgzenia, ktére pozwolitoby na
ograniczenie negatywnych skutkéw petnoobjawowego stanu chorobowego.

Mimo ogromnego postepu medycyny choroby uktadu krgzenia sg wcigz podstawowym zagro-
zeniem dla zdrowia i zycia czlowieka, szczegdlnie w krajach wysoko rozwinietych. W Polsce jest
to najczestsza przyczyna hospitalizacji. Hiperhomocysteinemia (stan, w ktérym stezenie catkowitej
homocysteiny we krwi przekracza 15 uM) jest niezaleznym, rozpoznanym czynnikiem ryzyka rozwoju
choréb uktadu krgzenia takich jak miazdzyca, choroba niedokrwienna serca, czy udar mézgu. Diagno-
styka na wczesnym etapie choroby umozliwitaby wprowadzenie odpowiedniego leczenia i profilaktyki,
zanim dojdzie do powaznych powikifan i dtugotrwatego leczenia szpitalnego.

Homocysteina (Hcy) jest niebiatkowym aminokwasem — pod wzgledem budowy strukturalnej
przypominajgcym biatkowy aminokwas metioning, od ktérej rézni sie brakiem grupy metylowe;.
W organizmie cztowieka moze ona powstawac jedynie z metioniny dostarczanej wraz z pokarmem.
Metionina uwolniona z biatek podczas procesu trawienia, wykorzystywana jest przez maszynerie ko-
moérkowg do syntezy nowych biatek oraz S-adenozylometioniny (SAM), ktéra petni role uniwersalnego
donora grupy metylowej. W wyniku reakcji metylacji SAM przeksztalcana jest do S-adenozylo-
homocysteiny, ktoéra nastepnie hydrolizowana jest do homocysteiny i adenozyny.

Hcy jest reutylizowana poprzez remetylacje do metioniny bgdz jest przeksztatcana w reakciji
transsulfurylacji do cysteiny. Hcy moze réwniez ulegaé konwersji do cyklicznego tioestru — tiolaktonu
homocysteiny (HTL). Szlak ten staje sie dominujgcym, gdy remetylacja i transsulfurylacja zostajg za-
burzone poprzez wystgpienie defektéw genetycznych enzyméw zaangazowanych w metabolizm Hcy,
takich jak syntaza metioniny (MS), syntaza  cystationiny (CBS) czy reduktaza metylotetrahydrofolia-
nu (MTHFR) lub tez na skutek niedoboru kwasu foliowego, witaminy Be i B12 w diecie.

Homocysteina ze wzgledu na swoje strukturalne podobienstwo do metioniny, moze by¢ btednie
rozpoznana przez syntetaze metionylo-tRNA w reakcji aminoacylacji. Jednak dzieki aktywnosci ko-
rekcyjnej tego enzymu, nigdy nie dochodzi do wbudowania Hcy do czgsteczki biatka w procesie
translacji. W wyniku reakcji korekcyjnej syntetazy metionylo-tRNA z Hcy powstaje tiolakton homo-
cysteiny [1, 2].

Podwyzszony poziom Hcy we krwi (powyzej 15 uM) jest czynnikiem ryzyka wielu chordb, w tym
choréb uktadu krgzenia i neurodegeneracyjnych. W 1997 roku zaproponowano hipoteze, wedtug kto-
rej konwersja Hcy do HTL inicjuje szlak metaboliczny prowadzgcy do zmian patologicznych w organi-
zmie [3].

Tiolakton homocysteiny jest czgsteczkg wysoce reaktywng i moze spontanicznie reagowac
z biatkami, tworzgc wigzanie amidowe z g-aminowg grupg reszt lizyny w biatku. N-homocysteinylacja
biatek powoduje upos$ledzenie ich funkcji poprzez zmiany w drugorzedowej strukturze biatek. Funkcja
N-Hcy-biatka jest tym bardziej zaburzona, im wiekszy procent reszt lizynowych jest zmodyfikowanych
przez tiolakton Hcy. Ponadto N-Hcy-biatka stajg sie bardziej podatne na agregacje, oraz na uszko-
dzenia spowodowane utlenianiem [4,5]. Patofizjologiczne konsekwencje N-homocysteinylacji biatek
obejmuja: odpowiedz autoimmunologiczng, toksycznosé komérkowa, stres siateczki srédplazmatycz-
nej, aktywacje odpowiedzi na niesfatdowane biatka [3,5,6] na podstawie danych pochodzacych z eks-
perymentéw z uzyciem kultur komérkowych dowiedziono, ze modyfikacje potranslacyjne biatek ko-
morkowych poprzez N-homocysteinylacje, inicjujg uszkodzenia komérkowe, co moze prowadzi¢ do
powstawania standéw patologicznych. N-homocysteinylacja biatek jest procesem specyficznym wy-
tacznie dla homocysteiny, poniewaz HTL moze powsta¢ w organizmie ludzkim wytgcznie z Hey [3,5].

Warstwa komoérek srédbtonka naczyn krwionosnych odpowiadajg za prawidtowe funkcjonowa-
nie uktadu krwionosnego. Jedng z cech charakterystycznych dla wczesnych stadiéw rozwoju miaz-
dzycy jest uszkodzenie warstwy komérek srédbtonka. Wykrycie zmian w funkcjonowaniu srédbtonka
jest mozliwe duzo wczesniej, niz zaobserwowanie zmian strukturalnych tej tkanki. Wyniki badan
przeprowadzonych in vitro oraz in vivo, wskazuja, ze HTL jest bardziej toksyczny dla komérek $réd-
btonka niz Hcy. Powoduje on wiele zmian morfologicznych, wywotuje stan zapalny, a takze indukuje
apoptoze [8,9].
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MikroRNA (miRNA) to krétkie, niekodujgce czgsteczki RNA, ktérych wystepowanie potwierdzo-
no u wielu organizméw. Sg one zaangazowane w regulacje ekspresji informacji genetycznej. Czg-
steczki miRNA w komoérkach ssakéw majg dlugos¢ okoto 22 nukleotydéw. Prekursory miRNA, zwane
pri-miRNA, transkrybowane sg przez polimeraze Ill RNA w jadrze i sg znacznie diuzsze niz dojrzate
czgsteczki. Na koncu 5 majg czapeczke (ang. cap) oraz sekwencje poli(A) na koncu 3’. Podlegajg
one obrébce enzymatycznej przy udziale enzymow Drosha i Pasha, co prowadzi do powstania pre-
miRNA. Nastepnie czgsteczki te przenoszone sg przez biatko eksportyne 5 do cytoplazmy, gdzie en-
zym Dicer przycina je do petnej dlugosci, dojrzatych miRNA. Dojrzate miRNA wtgczane jest do rybo-
nukleoproteinowego kompleksu RISC, dzieki czemu moze oddziatywac z sekwencjg komplementarng
w MRNA, powodujgc jej przeciecie lub zahamowanie translacji. Jedna czgsteczka miRNA moze po-
siada¢ wiele sekwencji docelowych w mRNA, a takze pojedyncza sekwencja mRNA moze zawiera¢
wiele miejsc wigzania dla réznych miRNA [10,13].

Z danych literaturowych wiadomo, ze miRNA ulegajg wysokiej ekspresji w uktadzie sercowo-
-naczyniowym. Biorg one udziat w regulacji proceséw komorkowych takich jak réznicowanie, wzrost
czy apoptoza. Przy pomocy eksperymentéw z uzyciem enzymow kluczowych dla powstawania miRNA
(Dicer i Drosha) wykazano, iz czasteczki te petnig gtéwne funkcje w regulacji takich procesoéw jak an-
giogeneza, proliferacja czy procesy zapalne w obrebie naczyn krwiono$nych. Zaburzenia w funkcjo-
nowaniu tych czgsteczek mogg prowadzi¢ do powstania stanéw chorobowych [11, 12, 13, 14, 15, 16].

Zgtoszenie patentowe US 2008/0305507 (publ. 2008-11-12) dotyczy enzymatycznej metody
oznaczania poziomu catkowitej homocysteiny w prébkach biologicznych, takich jak osocze czy suro-
wica krwi, ktora charakteryzuje sie wysokg specyficznoscia.

Zgtoszenie patentowe CA2783536 (publ. 2011-06—-16) opisuje metode oceny ryzyka rozwoju
choréb uktadu krgzenia, w oparciu o oznaczenie poziomu przynajmniej dwoch biomarkerow miRNA
i/lub przynajmniej trzech biomarkeréw biatkowych (wybranych z listy podanej przez autoréw zgtosze-
nia patentowego), w badanych prébkach. Poziom oznaczonych markeréw molekularnych koreluje
Z poziomem ryzyka rozwoju chordb uktadu krgzenia cztowieka.

Zgtoszenie patentowe W02010103015 opisuje wykorzystanie miRNA jak i antysensowych oli-
gonukleotyddw skierowanych przeciwko konkretnym miRNA, jako narzedzie do diagnostyki i leczenia
choréb uktadu krgzenia. Narzedzie to mozna réwniez stosowaé réwniez do poszukiwania/selekcji bio-
logicznie aktywnych czgsteczek w celu leczenia i zapobiegania rozwojowi choréb uktadu krgzenia
lub w celu okreslenia predyspozycji rozwoju tej grupy choréb.

Choroby uktadu krgzenia to bardzo powazny problem zdrowotny, zwtaszcza w krajach wysoko
rozwinietych. Obecnie stosowana diagnostyka jest w stanie wykry¢ jedynie zaawansowane stadia
choroby, a takze wymaga hospitalizacji pacjenta. Niezwykle wazne jest wczesniejsze wykrycie ognisk
choroby poprzez zastosowanie fatwiejszych i szybszych technik diagnostycznych. Z punktu widzenia
wprowadzania wczesnej profilaktyki zastosowanie biomarkeréw pozwolitoby unikngé koniecznosci
stosowania dtugotrwatych i kosztownych terapii leczniczych.

Pomimo zwiekszajacych sie co roku naktadéw na ochrone zdrowia i wdrazanych programéw
profilaktycznych, nie ma narzedzi diagnostycznych, ktére umozliwiatyby szybkg diagnoze. Opracowa-
ny na podstawie wytypowanych biomarkeréw test diagnostyczny nie tylko umozliwitby postawienie
szybkiej diagnozy, ale rowniez pozwolitby znacznie obnizy¢ koszty badania oraz zapobiega¢ wysokim
kosztom leczenia szpitalnego, a takze skrdci¢ czas oczekiwania na wydanie wyniku i zwiekszy¢ ilos¢é
jednorazowo analizowanych préb.

Celem wynalazku jest opracowanie metody umozliwiajgcej opracowanie i wytypowanie narze-
dzia diagnostycznego do wykrywania wczesnych stadiéw chordb uktadu kragzenia, dajgcego podstawy
do opracowania testéw diagnostycznych stosowanych dla zapobiegania choréb uktadu krgzenia.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze opracowana wedtug wynalazku metoda daje mozliwos¢ szyb-
szej i bardziej precyzyjnej diagnostyki, a przede wszystkim daje mozliwo$¢ wykrycia zmian na pozio-
mie molekularnym, przed pojawieniem sie zmian strukturalnych srédbtonka naczyn krwionosnych
(stan chorobowy).

Przedmiotem wynalazku jest sposdb okre$lania zmian ekspresji czgsteczek miRNA in vitro
w celu oznaczania wczesnych chorobowych zmian strukturalnych srédbtonka naczyh krwionosnych
spowodowanych hiperhomocysteinemig wywotang podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocyste-
iny we krwi, obejmujgcy pomiar ekspresji czgsteczek miRNA wybranych z grupy skfadajacej sie
z hsa-miR 30e o dtugosci 22nt i SEKW NR ID 2, hsa-miR 331 5p o diugosci 22nt i SEKW NR ID 5 lub
hsa-miR 331 3p o dtugosci 21nt i SEKW NR ID 6, przy czym co najmniej czterokrotny wzrost ekspresji
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rzeczonych czasteczek miRNA w poréwnaniu z prébkg kontrolng stanowi wskaznik wczesnych choro-
bowych zmian strukturalnych $rédbtonka naczyn krwionosnych spowodowanych hiperhomocysteine-
mig wywotang podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocysteiny we krwi.

Na figurze 1 przedstawiono przyktadowe widmo dla pomiaru absorbancji w zakresie UV-VIS
prébek miRNA wyznakowanych barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 i Cy5.

W celu lepszego zrozumienia wynalazku ponizej przedstawiono przyktadowe rozwigzania.

Przyktady

Badania prowadzono na komoérkach ludzkiego srédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) ze zrédet
komercyjnych (Lonza). Hodowle komérek HUVEC prowadzono na pozywce EGM 2 (Lonza), z dodat-
kiem antybiotyku i czynnikéw wzrostu. Badania prowadzono przez 24 h z dodatkiem do medium ho-
dowlanego tiolaktonu homocysteiny w stezeniach 1, 10, 100, 1000 puM. Po zakonczeniu inkubac;i
za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu przeprowadzono izolacje kompletu probek catkowitego
RNA z komoérek HUVEC (MirVana, Ambion). Catkowite RNA zostato rowniez wyizolowane ze swiezej
krwi obwodowej, pobranej na EDTA lub z frakcji leukocytarnej. W tym celu probke krwi zwirowano
przez 10 min w temperaturze 4°C, 16000 g. Po odwirowaniu zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta. Wszystkie probki catkowitego RNA scharakteryzowano pod wzgledem czystosci
i jakosci na bioanalizatorze Agilent 2100 (Eukaryote Total RNA Nano 6000 kit).

Do dalszych etapow wyselekcjonowano tylko prébki, dla ktérych wspoétczynnik RIN (ang. RNA
Integrity Number) wynosit powyzej 8,0. W ten sposoéb zgromadzono biblioteke prébek catkowitego
RNA z dwéch powtdrzen biologicznych eksperymentu obrazujgcego wptyw tiolaktonu homocysteiny
na zmiany w poziomie ekspresji miRNA. Pule czgsteczek miRNA obecnych w prébkach catkowitego
RNA wyznakowano barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 i Cy5 przy pomocy zestawu komercyjnego
(ULS microRNA lab eling Kit, Kreatech Diagnostics), zgodnie z protokotem:

Tabelal
Skfad mieszaniny reakcyjnej do reakcji odwrotnej transkrypciji

Skiadniki reakcji

catkowite RNA 2ug

Cy3/Cy5 Zul

10x labeling solution | 2ul

‘nuclease free water do 20pi

85°C, 15min, mrpm

Po inkubacji, probki RNA oczyszczono na kolumnach KREApure columns (Kreatech Diagno-
stics) zgodnie z protokotem dotgczonym przez producenta. Jakos¢ wyznakowanych fluorescencyjnie
probek (stezenie cDNA oraz ilos¢ przytaczonego barwnika fluorescencyjnego), oraz ich czysto$é
sprawdzono przy pomocy spektrofotometru Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Do hybrydyzaciji
uzywano tylko prébki, w ktérych do puli miRNA przytaczone zostato przynajmniej 100 pmoli barwnika
fluorescencyjnego.



PL 227 931 B1 5

Tabela 2
Wyniki pomiaréw absorbancji w zakresie UV-VIS prébek miRNA wyznakowanych
barwnikami fluorescencyjnymi Cy3 i Cy5

v probia shzstie Jedo | woprobk | ] pewnikt | sgieree | jedn ] berwnika | ssrene | jedn
KIHTLCyS (61,5 ng/ul ssDNA Cy3 55 prolfl ICyS 01 pmolid
KOHTLOZ 740  ngidlsDNA O3 66 el Q5 00 ol
IGHTLCy? _‘%5. . risDNA O3 72 poll  Cys 01 ool
4 HTLE3 950 ngful ssDRA Ly3 81 pmoljl G5 00 _ pooliul
S HTL Oy3 468 rafplssDhA  y3 68 prolfpi OyS o0 peol/il
WMHTLOS 1805 egissDNA GOyl 5,7 pemoljpl Oy5 00 pmolid
10uM HTL Gy 1109 _rg/ud ssDNA 3 a4 peolid OS5 00 pmolil
100uM HTL Cy3 7‘53 . hgiubssDNA 0 Qy3 35 proid OS  00 pmeldd
S00uM HTL Cy3 79,4 g/l sSDNA Gy 86  pwolid G5 08 pmolit
I00OWMHTLC3 778  nglilsDNA o3 58 pmold G800 lpmolid
K1 HTL CyS aozs _pgidssDNA - Sy3 L _pmolipt G5 85 o/l
KZHTLOyS "596 _ _najdissDNA T Toy3 10 proljl QS 68  pmoll |
K3HTLGS noidssDNA 3 o8 prackpl  CyS &3 peolfd
K4 HTL Oy gy SSORA Ly3 09 ol G5 &9 pmolpd
KEHTLOYS | gyl 'ssDNA Cy3 1,2 Cprelid A 78 Pl
WMHTLOS 838 0 ngiisDNA O3 08 pmoll G 68 prolid
10ul HTL G5 92,1 i/l ssDNA Cy3 G pwedid OB B2 v/l
IOGWMHTLGYS 1855 ~  mgfdssDMA G312 omoliul OG5 B0  pmoljul
SOOUMHTLCYS 77,0 Pyl ssDRA  Cy3 .08 peeolpd G5 68 pmeoljul
{0 LG8 130 g/l sSDNA &3 10 pmokiul €y 7.0 prold

Nastepnie zastosowano proces hybrydyzacji do mikromacierzy zawierajgcych sondy specyficz-
ne dla prekursoréw ludzkich miRNA (pre-miRNA). Podczas hybrydyzacji stosowano podejscie typu
,<dye swap”, tzn. ze w pierwszym powtdrzeniu probke kontrolng (miRNA pochodzgce z komodrek nie
traktowanych tiolaktonem Hcy) wyznakowano Cy3 a probke badang Cy5, a przy drugim powtérzeniu
zamieniono barwniki, tak aby préba kontrolna wyznakowana zostata Cy5 a badana Cy3. Préby kon-
trolne potgczono z odpowiadajgcymi im probami badanymi i zatezono do 20 ul. Proces hybrydyzaciji
przeprowadzono wedtug ponizszej tabeli. Po wysuszeniu ptytki hybrydyzacyjne skanowano za pomo-
cg skanera do mikromacierzy GenePix 4000AL. (Molecular Devices) z rozdzielczoscig 5 uM.

Tabela 3
Protokét hybrydyzacji, wraz z czasem trwania i skladem buforéw w poszczegdinych etapach hybrydyzacji sond
wyznakowanych fluorescencyjnie z ptytkami mikromacierzowymi

ETAPI plukanie; 5x 88C, 0,1% SDS, 1.5min, 42°C
ETAP I | prehybrydyzacja 5x SSC, 0,1% SDS. 1h, 42°C o
ETAP 1l piui\ame 5 min., 42°C, woda milliQ
1,5 min., 5x $8C, 0.1% SDS
ETAPIV | nak)?em; probki , miRNA OneArray hy bridization bufer Il

ETAPV | hybrydyzacja 18h, 42°C
ETAPVI | plukanie 4 min,, 42°C, 5x §8C, 0,1 % SD§
6 min., 23°C, 2x 88C, 0,1 % SDS
2 min., 23°C, 0,2x 88C

{ ETAPVII | suszenie 2min, 30°C

Przeprowadzono analize mikromacierzy z wykorzystaniem oprogramowania GenePix Pro6.0.
Dla kazdej sondy umieszczonej na mikromacierzy (w tym dla sond kontrolnych) zliczono sygnaty po-
chodzgce od proby kontrolnej i badanej, a takze wykluczono z dalszej analizy sygnaty stabe oraz arte-
fakty. Nastepnie przeprowadzono analize statystyczng postugujgc sie dostepnym komercyjnie opro-
gramowaniem R (http://www.r-project.org).

Na podstawie przeprowadzonych analiz wytypowano markery molekularne, ktére stanowig
miRNA wykazujgce przynajmniej czterokrotng réznice w ekspresji pod wptywem tiolaktonu homocyste-
iny, w poréwnaniu do probek kontrolnych (nie traktowanych tioloaktonem homocysteiny).
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Tabela 4
Wykaz miRNA wykazujgcych odmienng ekspresje pod wptywem tiolaktonu homocysteina.
Wartosci krotnosci zmiany przedstawione w tabeli odnoszg sie do najwyzszego stezenia HTL (1000 puM)

miRNA numer w bazie danych miRBase | Krotnodé zmiany (FC)
hsa-miR-200c Acc:MI0000342 6,59

hsa-miR-192 Ace:MID000234 547

hsa-miR-30e Acc:MI0000749 15,9

hsa-miR-let 7b | Ace:MI0000650 20,11

hsa-miR-200b | Acc:MI0000650 6,38

hsa-miR-377 Acc:MIN000785 6,41

hsa-miR-34a Acc:MID000268 18,83

hsa-miR-331 Acc:MI0000812 6,24

hsa-miR-125 bl | Ace:MIG000446 -7,36

Sposrad tej grupy miRNA wybrano te czgsteczki, ktorych poziom ekspresji byt najbardziej zmie-
niony w porownaniu do kontroli. Byty to:

hsa-miR 34a o diugosci 22nti SEQ. ID nr 1;

hsa-miR 30e o diugosci 22nt i SEQ. ID nr 2;

hsa-miR 331 5p o dlugosci 22nt i SEQ. ID nr 3 oraz

hsa-miR 331 3p o dtugosci 21nt i SEQ. ID nr 4.

Nastepnie dla wybranych czgsteczek miRNA zaprojektowano primery typu spinki do wloséw
(ang. stem loop), przy pomocy miRNA Primer Desing Tool (https://mirnadesigntool.astridresearch.com),
pozwalajgce na przepisanie miRNA na cDNA przy pomocy odwrotnej traskryptazy. Reakcje odwrotnej
transkrypcji prowadzono wedtug protokotu [17]:

Tabela b
Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem primeréw typu stem loop

skhadniki reakeji ilod¢ wzyta do
reakeji
catkowite RNA 10pg
stem loop primer 250pM
70°C, 5 min
0°C, 2 min
5x Reaction Buffer Ix
dNTP mix 2.5uM
M-MuLV Reverse Transcriptase 0.5U
(200U/ul)
RiboLock RNase Inhibitor (20U/pl) 0,040
nuclease free water do 15ul
16°C 30 min
42°C 60 min
85°C Smin
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Sekwencje primeréw uzyte do reakcji odwrotnej transkrypciji:

SEQ.IDnr5

stem loop 331 5p

5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGGATCC 3

SEQ.IDnr6

stem loop 331 3p

5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTCTAG 3

SEQ.IDnr7

stem loop 30e

5 GTTGGCTCTOGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA 3

SEQ.IDnr 8

stem loop 34a

5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACAACC 3

W celu okreslenia réznic w poziomie ekspresji miRNA przeprowadzono reakcje PCR z analizg
przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR).

Sekwencje starteréw uzyte do reakcji Real-time PCR:

SEQ.IDnr9

uniwersalny revers primera

5' GTGCAGGGTCCGAGGT 3'

SEQ. ID nr 10

331 5p forward

5 GTTCTAGGTATGGTCCCAG 3'

SEQ.IDnr 11

331 3p forward

5 TTGTGCCCCTGGGCCTAT 3'

SEQ.IDnr 12

30e forward

5'GTTTGGTGTAAACATCCTTGAC 3'

SEQ. ID nr 13

34a forward

5 GTGTGGCAGTGTCTTAGCT 3'

Tabela 6
Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji real time PCR

ilo$¢ uzyta do reakeji

skladniki reakcji
2x qPCR Mater Mix Wl
25uM ROX f?,lﬁw S
forward primer 1.5 pM 4ul o
| universal reverse primer 0.7 pM | 1.87u1
cDNA i 067ul
nuclease free water { do 20ul
Tabela 7
Warunki amplifikacji cDNA w reakgcji real time PCR; Tm - temperatura topnienia primeréw
temperatura czas ilo§¢ eykli
95°C 10 min 1
95°C { 0:15 min
Tm 1 min 43
72°C 0:30 min |
| 3%C 1 030min | 1
95°C ;| 0:30min | 1
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Wszystkie reakcje przeprowadzono w dwoch powtérzeniach technicznych i trzech biologicz-
nych.

Réznice w relatywnej ekspresji badanych czgsteczek miRNA pod wptywem homocysteiny okre-
$lono na podstawie wartosci Ct przy uzyciu metody — AACt [18].

Zastosowanie tego rodzaju techniki umozliwi wprowadzenie szybkiego badania w laboratoriach
diagnostycznych i szpitalnych. Jest to szczegdlnie istotne dla oséb bedgcych w grupie ryzyka rozwoju
choréb uktadu krgzenia, u ktérych ewentualne zmiany w funkcjonowaniu srédbtonka naczyn krwiono-
snych sg jeszcze na bardzo wczesnym etapie.

Rozwigzanie moze stuzy¢ tez do opracowania szybkich testéw diagnostycznych wczesnych
stanéw chorobowych w zakresie chordb uktadu krgzenia.

Zastosowanie opracowanej technologii umozliwia wykrywanie wczesnych zmian w funkcjono-
waniu srédbtonka naczyn krwionos$nych na poziomie molekularnym w stosunkowo krétkim czasie.

Wykorzystanie biomarkeréw i wczesna identyfikacja niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu
srodbtonka naczyn krwionosnych, ma znaczenie dla:

e wprowadzenia szybkiego i tatwego do przeprowadzenia badania w laboratoriach dia-
gnostycznych;
e charakterystyki molekularnej dla badah podstawowych.

Jednoczesnie przy zastosowaniu proponowanego wynalazku lekarz/pracownik laboratorium
diagnostycznego moze realizowac nastepujace cele:

e zastosowaé biomarkery do wykrywania wczesnych zaburzeh w funkcjonowaniu $réd-
btonka naczyn krwionosnych;

e skréci¢ czas potrzebny na wykonanie badania oraz zwiekszy¢ ilos¢ tego typu badan
wykonywanych w ciggu doby;

e obnizy¢ koszty wykonania badania a takze leczenia poprzez unikniecie kosztownego
pobytu pacjenta w szpitalu.
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Lista sekwencji

SEQ.IDnr1
(hsa-miR 34a)

S'cuagguavggucceagggaucc'3

SEQ. 1D nr2
(hsa-miR 30e)

5'uguaaacauccuugacuggaag'3

SEQ.1Dnr3
(hsa-miR 331 5p)
S'cuagguauggucccagggauce'3

SEQ. 1D nrd
(hsa-miR 331 3p)

S'aagauccuauccggguccecg'd

SEQ.IDnr s
stem loop 331 5p
5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGGATCCY

SEQ.ID nr 6
stem loop 331 3p
5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTCTAG 3

SEQ.IDnr7
stem loop 30e
5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA 37

SEQ.IDnr 8
stem loop 34a
5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACAACC 37

SEQ.ID ar9
uniwersalny revers primer
5" GTGCAGGGTCCGAGGT 3'

SEQ.ID or 10
331 5p forward
5'GTTCTAGGTATGGTCCCAG 3
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SEQ.ID nr 11
331 3p forward
5" TTGTGCCCCTGGGCCTAT 3°

SEQ. ID nr 12
30e forward
S'GTTIGGTGTAAACATCCTTGAC ¥

SEQ.IDnr 13
34a forward
5 GTGTGGCAGTGTCTTAGCT 3

Zastrzezenie patentowe

1. Sposob okreslania zmian ekspresji czgsteczek miRNA in vitro w celu oznaczania
wczesnych chorobowych zmian strukturalnych $rédbtonka naczyn krwionosnych
spowodowanych hiperhomocysteinemig wywotang podwyzszonym poziomem tio-
laktonu homocysteiny we krwi, obejmujgcy pomiar ekspresji czasteczek miRNA
wybranych z grupy sktadajgcej sie z:

hsa-miR 30e o dlugosci 22nt i SEKW NR ID 2

hsa-miR 331 5p o dtugosci 22nt i SEKW NR ID 5 lub

hsa-miR 331 3p o dtugosci 21nti SEKW NR ID 6,
przy czym co najmniej czterokrotny wzrost ekspresji rzeczonych czgsteczek
miRNA w poréwnaniu z probkg kontrolng stanowi wskaznik wczesnych chorobo-
wych zmian strukturalnych $rédbtonka naczyn krwionosnych spowodowanych hi-
perhomocysteinemig wywotang podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocystei-
ny we krwi.
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