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1. Uvod

MikroRNA (miRNA) su kratke nekodiraju¢e molekule RNA koje su privukle veliku
pozornost u biomedicinskim istrazivackim krugovima protekla dva desetljeca (Treiber i sur. 2019).
Uzrok tome je njihova povezanost s razvojem brojnih bolesti zbog ¢ega ih se ve¢ godinama smatra
potencijalnim biomarkerima (Lagos-Quintana i sur. 2002). Njihova rutinska primjena u
molekularnoj dijagnostici je potrebna kako bi se izlje¢ive bolesti mogle rano dijagnosticirati i
prikladno lijeciti. Posljednjih godina ucinjen je velik napredak u istrazivanju funkcija i podrijetla
miRNA kod razli¢itih patoloskih stanja. Njihov potencijal za koriStenje u klini¢koj praksi usporava
zahtjevna identifikacija i nepostojanje standardizacije u svim koracima detekcije miRNA (Kilic i
sur. 2018).

2. Molekularna dijagnostika

Molekularna dijagnostika ukljucuje uzimanje uzoraka nukleinskih kiselina, DNA ili
RNA, ili proteina te njihovu analizu s ciljem detekcije specifi¢nih sljedova ili prisutnosti proteina
koji ukazuju na razvoj bolesti sto ih ¢ini biomarkerima. Biomarkeri se koriste za dijagnosticiranje
i klasificiranje patoloskih stanja te za pracenje ucinkovitosti terapija. Temelj ovakve vrste
dijagnostike su znanja iz podrucja genetike, molekularne biologije i medicine. Razvoj tih znanosti
omogucuje postupno Sirenje primjene molekularne dijagnostike u klinickim pretragama. Primjena
ove vrsta dijagnostike ide u korak s razvojem novih tehnika s ciljem povecavanja specifi¢nosti i
smanjenja troskova rutinske izvedbe (Patrinos i sur. 2017). Molekularna dijagnostika je klju¢an dio
personalizirane medicine u kojoj se analizom genetskih podataka svakog pacijenta prilagodava

lijecenje koje je najprikladnije i najsigurnije za pojedinca (Singer 2005).



3. miRNA

MikroRNA (miRNA) su mali endogeni nekodirajuci sljedovi RNA duljine 20-25
nukleotida. Njihovo otkri¢e prije gotovo tri desetlje¢a u modelnom organizmu Caenorhabditis
elegans, ukazalo je na njihovu vaznu regulacijsku ulogu u translaciji mRNA te sudjelovanje u
gotovo svim kljuénim stani¢nim procesima (Treiber i sur. 2019; Lee i sur. 1993). Do sada je
identificirano oko 2 600 miRNA u ljudskom genomu prema podacima na online repozitoriju
miRNA (miRBase 2022).

3.1. Biogeneza miRNA

Biogeneza kratke miRNA, prikazana na Slici 1, zapo€inje u jezgri stanice prepisivanjem
primarne miRNA (pri-miRNA) duge nekoliko stotina nukleotida. Dobivena molekula sadrzi
komplementarne sljedove te formira strukturu ukosnice. Primarnu miRNA procesiraju dvije
endoribonukleaze, Drosha i Dicer, koje pripadaju skupini RNaze Ill. Proteinski kompleks kojeg
¢ine Drosha i kofaktor DGCRS8 djeluje na pri-miRNA dok se jos nalazi u jezgri i cijepa strukturu
ukosnice pri ¢emu nastaje pre-miRNA duga 70-80 nukleotida. Dobivena pre-miRNA se prenosi u
citoplazmu u kompleksu s proteinima exportin-5 (Exp5) i Ran GTPazom. Hidrolizom GTP-a
otpusta se pre-miRNA, a proteini Exp5 i GTPaza se vracaju u jezgru. U citoplazmi na pre-miRNA
djeluje druga endonukleaza, Dicer, koja cijepa podrucje omée, dodaje kratak komplementarni
slijed nukleotida i stvara dupleks miRNA. Komplementaran slijed uklanja RNA helikaza i tada
ostaje zrela miRNA koja ulazi u interakciju s proteinom Argonaut. Formira se RISC (od eng. RNA-
induced silencing complex) koji veze ciljanu mRNA $to uzrokuje njezino cijepanje ili supresiju
translacija (Nelson i Cox 2013; Treiber i sur. 2019) . Kada su miRNA i mRNA gotovo u potpunosti
komplementarne, MRNA biva pocijepana. U slucaju kada je komplementarnost djelomi¢na, vezani

kompleks sprjecava translaciju ciljne mRNA (Nelson i Cox 2013).
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Slika 1. Biogeneza mikroRNA. Preuzeto i prilagodeno prema Jung i Suh 2015.

3.2. Uloga miRNA u genskoj regulaciji

Glavna uloga miRNA je genska regulacija na posttrankripcijskoj razini putem
degradacije mRNA ili blokiranjem translacije. miRNA ima vaznu ulogu u svim osnovnim
bioloskim procesima kao §to su diferencijacija i proliferacija stanica, stani¢ni metabolizam,
stani¢na signalizacija, imunitet i migracija stanica (Ng i sur. 2012; Brennecke i sur. 2003; Rayner
i sur. 2011; Zhang i sur. 2012; Taganov i sur. 2006; Png i sur. 2012). Zbog sudjelovanja u
navedenim procesima, poremecaji U ovakvoj regulaciji dovode do naruSavanja homeostaze.
Posljedi¢no, aberacije u razini ekspresije miRNA mogu dovesti do razli¢itih patoloskih stanja
(Wang i sur. 2016).



4. miRNA kao biomarker

Biomarker je objektivan i mjerljiv indikator normalnih bioloskih i patogenih procesa
(FDA-NIH Biomarker 2016). Karakteristike idealnog biomarkera su visoka osjetljivost,
specifi¢nost, preciznost te moraju biti minimalno invazivni i pristupac¢ni za Siroku primjenu (Taylor
I sur. 2019). Kako se broj otkrivenih miRNA u ljudima povecavao, istraZzivanja su pocela
intenzivno proucavati poveznice izmedu MIRNA i bolesti. Otkriveno je da su razine ekspresije
miRNA specifi¢ne za pojedina tkiva (Lagos-Quintana i sur. 2002) i da mogu ukazivati na fiziolosko
stanje stanica (Lim i sur. 2005). Iako se ve¢ina miRNA nalazi unutar stanice, znatan udio sudjeluje
u medustani¢noj signalizaciji pa Se one mogu naci i izvan stanica u tjelesnim tekuc¢inama. Takve
MIRNA nazivamo cirkuliraju¢éim miRNA i mogu se pronaci u uzorcima krvi, urina, sline, mlijeka
te u peritonealnoj i cerebrospinalnoj tekucini (Weber i sur. 2010; Qu i sur. 2011; Liu i sur. 2012;
Abdalla i Haj-Agmad 2012; Ayaz i sur. 2013; Wang i sur 2016). U cirkulaciju mogu uéi i prilikom
ostecenja tkiva, nekroze ili apoptoze, a osim toga mogu izlaziti iz stanica aktivnim transportom u
vezikulama, egzosomima ili u kompleksu s proteinom (Kai i sur. 2013; O'Driscoll 2018; Vickers
i sur. 2011). Stoga su cirkuliraju¢e miRNA stabilne jer su zasticene od djelovanja RNaza za razliku
od drugih molekula RNA. Takoder, miRNA u krvnoj plazmi ostaje stabilna nakon izloZenosti
razli¢itim uvjetima poput visoke i niske vrijednosti pH, visoke i niske temperature te nakon
dugotrajne pohrane na sobnoj temperaturi (Mitchell i sur. 2008; Chen i sur. 2008). Zbog navedenih

svojstava miRNA predstavlja potencijalan dijagnosticki i prognosticki biomarker.

4.1. miRNA u dijagnostici malignih tumora

Maligni tumori su bolesti koje nastaju nekontroliranim rastom stanica koje se Sire i
ostecuju okolne stanice i tkiva (NIH National Cancer Institute 2022). Jedan od glavnih ciljeva, ali
I izazova, u danas$njim istrazivanjima malignih tumora je otkrivanje stabilnih biomarkera koji bi se
mogli rutinski mjeriti u klinickim pretragama. miRNA su prvi puta koristene kao biomarkeri 2008.
godine kada su ih Lawrie i sur. upotrijebili u ispitivanju difuznog B-velikostani¢nog limfoma

(Lawrie i sur. 2008). Razine ekspresije miRNA specifi¢ne su kod razli¢itih malignih tumora i



omogucavaju uvid u njihovo podrijetlo, stupanju diferencijacije tumora te tip i podtip malignih

tumora s obzirom na pocetno mjesto nastajanja (Lu i sur. 2005; Rosenfeld i sur. 2008).

miRNA mogu djelovati kao onkogeni i poticati tumorogenezu, ukljucujuéi procese
proliferacije, invaziju i migraciju stanica te angiogenezu. Ekspresija takvin miRNA koje djeluju
kao onkogeni je povecana. Primjer onkogenog djelovanja miRNA je miR-155 ¢ija povecana
ekspresija djeluje na tumor supresorski protein TP53INP1 i time inhibira njegovo protutumorsko
djelovanje (Gironell i sur 2007; Gao i sur 2012). miRNA mogu djelovati i kao tumor supresori.
Tumor supresori reguliraju stanicni ciklus, apoptozu, diferencijaciju, popravak DNA, angiogenezu
I metastaze. Njihova ekspresija u obuhvac¢enim tkivima je smanjena ili u potpunosti utiSana.
Primjeri takvih miRNA su miR-15a, miRNA-16-1, miR-27b, miR-29, miR-31, miR-34, miR-96,
miR -101, miR-125a, miR125b, miR-126, miR-145, miR-200c, miR-203 i miR-335 (Lawrie 2014;
Wang i sur 2016).

4.1.1. miRNA u dijagnostici karcinoma dojke

Karcinom dojke predstavlja najé¢e$¢i oblik malignog tumora kod Zena te ¢ini 11,6%
(UICC 2018) svih dijagnosticiranih malignih tumora. Najistrazenija miRNA kod karcinoma dojke
je miR-10b. lorio i sur. su prvi uocili da je ekspresija miR-10b zna¢ajno smanjena kod karcinoma
dojke u odnosu na uzorke zdravog tkiva (lorio i sur. 2005). Poveéana ekspresije miR-10b uzrokuje
invaziju i migraciju tumorskih stanica (Wang i sur. 2014). Utisavanje miR-10b inhibira metastaze
kod ksenografskih modela miseva (Ma i sur. 2010). Karcinom dojke je vrlo heterogena bolest s
obzirom na mehanizam nastajanja i invazivnost. Shin i sur. uo¢ili su smanjenu ekspresiju miR-16,
miR-21 i miR-199a-5p te povecanje razina miR-92a-3p i miR-342-3p u uzorcima Krvi i tkiva
prikupljenih kod pacijentica s trostrukim negativnim karcinomom dojke (TNBC, od eng. triple-
negative breast cancer), (Shin i sur. 2015). U karcinomima dojke s prekomjernom ekspresijom
HER2+, vise je puta dokazano kako se miR-4728 koeksprimira s genom HER2 te djeluje kao
onkogen. HER-pozitivan karcinom dojke je vrsta karcinoma koji ima prekomjernu ekspresiju
proteina HER2 (Newie i sur. 2014; Newie i sur. 2016; Floros i Lochmann 2018). Nadalje, Sekilde

I sur. su uocili povecanu ekspresiju dviju drugih mi-RNA, miR-2115 i miR-7158, u malignim



tumorima koji su HER2+, a koje su inace vrlo slabo ekspirirane u odgovaraju¢em zdravom tkivu
(Sekilde i sur. 2019).

4.1.2. miRNA u dijagnostici karcinoma pluéa

Razine ekspresija miRNA razlic¢ite su kod pacijenata oboljelih od karcinoma pluc¢a i
zdravih osoba te izmedu dviju glavnih skupina samog karcinoma, karcinoma malih stanica i
karcinoma plu¢a nemalih stanica (Sromek i sur. 2017). Poroyko i sur. pronasli su 13 miRNA kojima
se mogu razlikovati karcinom pluc¢a malih stanica i onaj nemalih pri ¢emu su neke, hsa-miR-331-
5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-363-3p, pokazale visoku osjetljivost i specifi¢nost od 100% (Poroyko
i sur. 2018). Osim toga, razine ekspresije miR-145, miR-20a, miR-21 i miR-223 su razli¢ite za
stadije ove bolesti (Zhang, 2017).

pri-miRNA se takoder moze koristiti kao biomarker za razlikovanje ranih stadija
karcinoma plué¢a kod podtipova adenokarcinoma i planocelularnog karcinoma. Razina ekspresije
pri-miRNA-3662 je znatno povecana kod pacijenata s adenokarcinomom u stadiju | i Il, dok je
ekspresija pri-miRNA-944 povecana kod pacijenata s planocelularnim karcinomom u ranim
stadijima I i IT (Powrozek i sur. 2017). Razlikovanje navedenih tipova karcinoma pluca je vazno

zbog odabira $to efikasnije terapije za lijecenje.

4.1.3. miRNA u dijagnostici drugih malignih tumora

Pojacana ekspresija miR-10b, miR-21, miR-103, miR-107, miR141, miR-155, miR-221,
miR-222, miR-372, miR-373 i miR520c uocena je u razli¢itim tipovima malignih tumora,
ukljucujuéi limfome, leukemiju, neuroblastom, glioblastom, karcinom Stitnjace, testisa, dojke,

pluca, gusterace i debelog crijeva (Lawrie 2014; Shenouda i Alahari 2009).



4.2. miRNA u dijagnostici drugih bolesti

Buduc¢i da je aberantna ekspresija miRNA povezana s mnogim bolestima, potencijalna

primjena miRNA u dijagnostici je vrlo Siroka.

4.2.1. miRNA u dijagnostici kardiovaskularnih bolesti

Kardiovaskularne bolesti su vode¢i uzrok smrti prema posljednjim podacima Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO 2020). miRNA su dobri biomarkeri raznih kardiovaskularnih
bolesti ukljucujuci akutni infarkt miokarda, hipertrofiju, zatajenje srca, aritmiju i aterosklerozu
(Small i Olsom 2011).

miR-1 miR-126, miR-197, miR-208a i miR-223 su potencijalni dijagnosticki biomarkeri za akutni
miokard (Ai i sur. 2010; Zampetaki i sur. 2012). Otkrivene su cCetiri miRNA koje pomazu u
prognoziranju ishoda nakon akutnog infarkta miokarda: miR-16, miR-27a, miR-101, miR-150
(Devaux i sur. 2013).

Kardiomiopatija Takotsubo (TTC, od eng. Takotsubo cardiomyopathy) vrsta neishemicne
kardiomiopatije koja nije povezana s akutnim infarktom miokarda vrlo je opasna. Prije otkri¢a
specifi¢énih miRNA nije postojao biomarker za njenu ranu dijagnozu koji bi ujedno i razlikovao te
dvije bolesti. Jaguszewski i sur. otkrili su nekoliko miRNA, miR-1, miR-16, miR-26a i miR-133a

kojima je moguce detektirati ovu bolest u ranim fazama (Jaguszewski i sur. 2014).

4.2.2. miRNA u dijagnostici Zivéanog sustava

Aberantna ekspresija miRNA prisutna je u razvoju bolesti zivcanog sustava kao $to su
Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, epilepsija, multipla skleroza, glioblastom i amiotrofi¢na
lateralna skleroza (Wang i sur. 2014; Scheltens i sur. 2016; Noebles 2015; Costa i sur. 2015; Sum
i sur. 2015).



miR-9 i miR-134 su specifi¢ne za mozak i opsezno proucene U neurogenezi (Schratt et al., 2006;
Zhao et al., 2009). Aberantna ekspresija tih dviju miRNA smanjuje diferencijaciju neurona i
povezuje se s abnormalnim razvojem mozga i patogenezom nekoliko neuroloskih bolesti
ukljucujuéi Tourettov sindrom, Alzheimerovu i Parkinsonovu bolest (Mehler i Mattick 2007;
Abelson i sur. 2005).

U kori mozga pacijenta oboljelih od Alzheimerove bolesti uo¢ena je smanjena ekspresija miR-107
Promjene miRNA u oboljelima od Alzheimerove bolesti mogu se detektirati u mozgu i
cerebrospinalnoj tekucini pacijenata, kao i u bioloskim tekuc¢inama poput plazme i seruma, Sto ih

¢ini potencijalnim neinvazivnim biomarkerima (Zendjabil 2018).

Smanjenje razine ekspresije miR-1 i miR-19b-3p mogu se koristiti za razlikovanje pacijenata s
Parkinsonovom bolesc¢u od zdravih osoba (Gui i sur. 2015). Takoder, miRNA reguliraju ekspresiju

gena za protein a-sinuklein koji je povezan s Parkinsonovom boles¢u (Wang i sur. 2008).

4.2.3. miRNA u dijagnostici infektivnih bolesti

miR-150 je molekula koja se eksprimira gotovo isklju¢ivo u imunosnim stanicama
(Davidson-Moncada i sur. 2010). Niske razine miR-150 potencijalan je prognosticki marker jer
doprinosi u predvidanju razvoja kriti¢nih stanja uzrokovanih raznim infekcijama (Roderburg i sur.
2013). Takoder, velika prednost miRNA u molekularnoj dijagnostici infektivnih bolesti je $to
omogucava detektiranje infekcije za vrijeme latencije. Period latencije oznacava razdoblje od
ulaska patogena do trenutka kada osoba postaje sposobna zarazite ostale. lako osoba djeluje zdravo,
patogen se mozZe reaktivirati u bilo kojem trenutku 1 uzrokovati te§ke simptome. Postoji vrlo malo
rutinskih metoda koje mogu detektirati virus tijekom latentnog perioda. Otkrivene su miRNA koje
su prve molekule s potencijalom da sluze kao dijagnosticki biomarkeri za latentnu infekciju
tuberkuloze. Tuberkuloza je infektivna bolest koju uzrokuje bakterija Mycobacterium tuberculosis
i druga je infektivna bolest po stopi smrtnosti u svijetu nakon COVID-19 (WHO 2021). Lyu i sur.
pronasli su Cetiri miRNA u krvnom serumu ¢ija je ekspresija pove¢ana kod skupine pacijenata s
latentnom infekcijom tuberkuloze: let-7d-5p, let-7e-5p, miR-450a-5p i miR-140-5p. Usporedba je

radena sa pacijentima s aktivom tuberkulozom i zdravom skupinom (Lyu i sur. 2019). Duffy i sur.



ukazali su na potencijalnu upotrebu istih miRNA kao prognosti¢ke biomarkere tuberkuloze kojima
se moze predvidjeti hoc¢e 1i unutar Sest mjeseci latentna infekcija tuberkuloze prijeci u aktivnu i

tako identificirati pacijente s visokim rizikom od tezeg oboljenja (Duffy i sur. 2018).

Kada je domaéin zaraZen virusom, ekspresija gena domacina, ukljucujuci ekspresiju
miRNA domacina, se mijenja. miRNA su potencijalni biomarkeri infekcija koje uzrokuju niz
virusa poput Hendra henipavirus, Zaire ebolavirus, virus humane imunodeficijencije (HIV, od eng.
human immunodeficiency virus) te virusi roda Plasmodium koji uzrokuju malariju: P. falciparum,
P. vivax, P. ovale i P. malariae (Stewart i sur. 2013; Duy i sur. 2016; Zhang i sur. 2013; Li i sur.
2018; Biswas i sur. 2019). Otkrivene su miRNA virusnog podrijetla (v-miRNA) ¢ija je funkcija
posttranskripcijska regulacija gena domacina, ali isto tako i virusnih gena. Virus koristi mehanizme
stanice domacina, poput endonukleaza Droshe i Dicer, za ekspresiju vlastitih miRNA (Grundhoff
I Sullivan, 2011). Virusne mi-RNA identificirane su do sada kod nekoliko virusnih porodica:
Retroviridae, Herpesviridae , Papovaviridae, Polyomaviridae (Omoto i sur. 2004; Pfeffer i sur.
2004; Kincaid i sur. 2012). Prvu v-miRNA otkrili su Pfeffer i sur. 2004. u stani¢noj liniji inficiranoj
s virusom Epstein-Barr (EPV, od eng. Epstein-Barr virus). EBV pripada porodici Herpesviridae i
povezan je s razvojem nekoliko malignih tumora kod ljudi poput Burkittovog i Hodgkinovog
limfoma. Vecina v-miRNA virusa Epstein-Barr se prepisuje sa regije BART i BHRF1. Uoceno je
da se ekspresija razli¢itih miRNA sa tih regija mijenja nakon infekcije te je tako, primjerice,
ekspresija miR-BART22 povecéana tijekom latentne infekcije EBV-om. Pokazano je da miR-
BART22 blokira translaciju proteina LMP2A koji je virusni antigen kojeg prepoznaju limfociti T.
Posljedi¢no, ekspresija ove miRNA omogucava izbjegavanje imunosnog odgovora domacina
(Lung i sur. 2010; Kang i Kieff. 2015). miR-BART22 je stoga potencijalan dijagnosti¢ki biomarker

za detekciju infekcije EBV-om.

5. Detekcija miRNA

Precizna detekcija miRNA u klinickim uzorcima je klju¢na za Siroku primjenu miRNA u
molekularnoj dijagnostici. Glavni koraci upotrebe miRNA u molekularnoj dijagnostici prikazani

su na Slici 2 te ukljucuju prikupljanje uzoraka, ekstrakciju miRNA, detekciju miRNA, prikupljanje



podataka i statistiCke analize. Razvoj specifi¢nih i osjetljivih metoda detekcije miRNA predstavlja

izazov koji se pokusava prevladati unapredenjem postojec¢ih metoda i razvijanjem novih.

Prikupljanja uzoraka

Ekstrakcija miRNA

gvanidinij tiocianat-fenol-kloroform

Detekcija miRNA

gRT-PCR, hibridizacija In situ, NGS, Northernska metoda otiska, hibridizacija na
mikropostroju, RNA-Seq.

Prikupljanje podataka 1 statisticke analize

Slika 2. Shematski prikaz glavnih koraka upotrebe miRNA u molekularnoj dijagnostici:
prikupljanje uzoraka, ekstrakcija miRNA, detekcija miRNA, prikupljanje podataka i statisticke

analize. Prilagodeno prema Gustafson i sur. 2016; Sempere i sur 2020.

5.1. Metode detekcije miRNA

Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u realnom vremenu s prethodnom reverznom
transkripcijom (qRT-PCR) je siroko primijenjena metoda u molekularnoj dijagnostici. Ova metoda
ukljucuje reverznu transkripciju koriStenjem enzima reverzne transkriptaze, specificno umnazanje
pomocu pazljivo dizajniranih pocetnica proba i detekciju dobivenog produkta fluorescentnim
bojama. Prednost detekcije miRNA metodom gRT-PCR je kvantitativna analiza i visoka

specifi¢nost, no kod ove metode je velik rizik od kontaminacije (Chen i sur. 2005).

Hibridizacija In situ ukljucuje detekciju miRNA oznacavanjem miRNA komplementarnim

probama. Koristi se za vizualizaciju i lokalizaciju miRNA u smrznutim uzorcima stanica i tkiva.
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Metoda ukljuéuje dizajniranje proba, fiksaciju, permeabilizaciju, hibridizaciju, posthibridizacijsko
ispiranje i detekciju signala (Nelson i sur. 2006). Glavna prednost ove metode je moguénost
pracenja distribucije miRNA $to je zna¢ajno kod malignih tumora s intratumorskom heterogenosti
koja oznaCava pojavu subpopulacije tumorskih stanica koje se znacajno razlikuju unutar istog

tumora i oteZavaju lijeCenje (Filder 1978; Hanna i sur. 2012).

Sekvenciranje novih generacija (NGS, od eng. Next-Generation Sequencing) omogucava
analiziranje svih miRNA prisutnih u uzorku. Nije potrebno poznavanje ciljne miRNA ni
dizajniranje pocetnica ili proba. Trenutno je ovo najbolja metoda za otkrivanje miRNA, no glavni
nedostaci ukljucuju visoku cijenu za rutinsku upotrebu i potrebu za digitalnom infrastrukturom za

analizu i interpretaciju dobivenih podataka (Moldovan i sur. 2014).

Northernska metoda otiska je godinama vrlo raspostranjena metoda u molekularnoj
dijagnostici. Prvi korak je odvajanje RNA u uzorku po veli¢ini provodenjem denaturirajuce gel-
elektroforeze. Zeljeni fragmenti se zatim prenose na najlonsku ili nitroceluloznu membranu na
kojoj se nalazne specificne RNA probe koje komplementarno vezu denaturirane molekule RNA
formirajuci dvolan¢ane molekule. Za detekciju se mogu koristiti neradioaktivne ili radioaktivne
probe poput izotopa 3?P. Ova metoda omogucuje analizu razine ekspresije pojedine miRNA u
uzorku. Njena glavna prednost je to sto omogucava istovremeno detektiranje zrelih miRNA i

njezinih prekursora (Bohm-Hostatter i sur. 2010).

5.2. lzazovi u detekciji miRNA

Trenuta¢ne metode koje se koriste za kvantificiranje miRNA u klinickim uzorcima ¢esto su
skupe, temelje se na protokolima s velikim brojem koraka i zahtijevaju visoko specijalizirano
osoblje, a nisu visoko specificne. Sve to sprjecava njihovu Siru primjenu i ¢ini ih neprakticnim za
rutinsku upotrebu. Stoga, mnogi znanstvenici pokuSavaju razviti nove tehnologije koje bi
omogucile ekstrakciju i detekciju miRNA u prijenosnim uredajima. U tome im veliki izazov stvara
niska koncentracija miRNA u vecini bioloskih tekuéina. S obzirom da veéinu patoloskih stanja
karakteriziraju promjene u razini ekspresije ne jedne, nego vise specificnih miRNA, potrebno je

razviti testove koji ¢e istovremeno detektirati veéi broj razli¢itih miRNA (Tribolet i sur. 2020).
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Glavni nedostatak koji koci translaciju spoznaja o miRNA u kliniku je nepostojanje standardizacije
u svim koracima detekcije miRNA prikazanih na Slici 2, od skupljanja uzoraka, ekstrakcije,
pohranjivanja do statistickih analiza (Kilic i sur. 2018). Potrebno je razviti alternativne pristupe

koji ¢e omoguciti mjerenje cirkuliraju¢ih miRNA te koji ¢e biti brzi, specifi¢ni i cjenovno dostupni.

6. Zakljucak

Razine ekspresije miRNA su specifiéne za pojedina tkiva i povezuju se s razli¢itim
bolestima. Mogu pruzati informacije o podrijetlu, razvojnom putu, stupnju diferencijacije i
podvrstama malignih tumora te su pronadene u vecini bioloskih tekuc¢ina. Navedena svojstva Cine
miRNA potencijalnim neinvazivnim dijagnostickim i prognostickim biomarkerima. No,
nepostojanje standardizacije u svim koracima detekcije molekula miRNA od skupljanja uzoraka,
ekstrakcije, pohranjivanja do statistickih analiza onemogucava njihovo rutinsko koristenje u
molekularnoj dijagnostici. Potrebno je razviti nove metode koje ¢e pojednostaviti identifikaciju i
omoguciti mjerenje cirkuliraju¢ih miRNA, a ujedno biti brze, visoko specifi¢ne i jeftine. Razvoj
takvih metoda ¢e omoguditi implementaciju saznanja 0 miRNA iz istrazivackih laboratorija u

zdravstveni sustav 1 doprinijeti suzbijanju izljecivih bolesti.
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