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Novije spoznaje ukazuju na izuzetno vaznu regulatornu ulogu dugih nekodiraju¢ih RNA
(IncRNA) molekula u intrauterinom i postnatalnom razvoju i homeostazi krvozilnog sustava.
No unato¢ tome, izuzetno malo se zna o ekspresijskom obrascu i funkciji molekula INCRNA u
razvoju i progresiji Kalcificirajue stenoze aortnih zalistaka srca (CAVS). Cilj ovog
diplomskog rada bio je odrediti ekspresijski obrazac INcRNA PACER i ZEB1-AS1 u
perifernoj cirkulaciji pacijenata s kalcifiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca kao i zdravih
kontrolnih ispitanika te odrediti povezanost ekspresije cirkuliraju¢ih INCRNA PACER i
ZEB1-AS1 s ucestalos¢u kalcifirajuce stenoze aortnih zalistaka srca. Kvaliteta i kvantiteta
ukupne RNA izolirane uporabom modificiranog reagensa Trizol iz uzoraka krvne plazme
pacijenata s kalcifiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolnih ispitanika odredila se
pomocu spektrofotometra NanoDrop. Nakon reverzne transkripcije, analiza ekspresije ciljanih
molekula IncRNA PACER i ZEB1-AS1 izvrsila se metodom kvantitativne lan¢ane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu, uporabom CFX-96 qRT-PCR detekcijskog sustava.
Statistickom analizom je utvrdeno da je ekspresija INCRNA PACER u perifernim uzorcima
krvi pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca znac¢ajno veca u odnosu na
ekspresijske vrijednosti detektirane u perifernoj krvi kontrolnih ispitanika, a INcRNA ZEB1-
ASL1 u perifernim uzorcima krvi pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca
i kontrolnih ispitanika nije zabiljeZena.
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POPIS KRATICA

AVEC - rezidencijalne endotelne stanice (engl. aortic valve endothelial cells)

AVIC - intersticijske stanice (engl. aortic valve interstitial cells)

AVS - aortna valvularna stenoza

CAVS - kalcificiraju¢a aortna stenoza (engl. calcific aortic valve stenosis)

BAVS - stenoza bikuspidalnog zalistka (engl. bicuspid aortic valve stenosis)

INcRNA — duge nekodiraju¢e RNA (engl. long non-coding RNAS)

NCRNA- nekodiraju¢e RNA (engl. non-coding RNAS)

PFP — plazma bez trombocita (engl. platelet-free plasma)

SAVR — kirur§ka implantacija aortnog zalistka (engl. surgical aortic valve replacement)
SD - standardna devijacija

TAVR - transkateterska implantacija aortnog zalistka (engl. transcatheter aortic valve

replacement)

VIC - valvularne intersticijske stanice (engl. valvular interstitial cells)



1. UVOD

Stenoza aortnih zalistaka srca predstavlja najucestalije oboljenje sréanih zalistaka u
razvijenim zemljama svijeta [1-3]. Nakon sistemske arterijske hipertenzije i bolesti
koronarnih arterija ova bolest ¢ini tre¢i vode¢i uzrok kardiovaskularnih oboljenja. Ona je
ujedno i glavna indikacija kirur§ke zamjene aortnih zalistaka medu odraslim stanovni$tvom

svijeta te druga indikacija operativnih zahvata na srcu [4].

Poboljevanje (morbiditet) i smrtnost (mortalitet) povezani s ovom boleS¢u u stalnom
su porastu te s povecanjem starosne dobi svjetskog stanovniStva poprimaju karakteristike

epidemije [5-7].

Glavni uzrok bolesti je zadebljanje, fibroza i degenerativna kalcifikacija prethodno
normalnog trikuspidnog aortnog zalistka (CAVS, engl. calcific aortic valve stenosis) ili
urodenog bikuspidnog aortnog zalistka (BAVS, engl. bicuspid aortic valve stenosis), dok

reumatska groznica ¢ini svega 10% ovog oboljenja [2,7,8].

U pozadini stenoze aortnih zalistaka srca u rijetkim slucajevima (< 1%) takoder moze
biti urodena (kongenitalna), unikuspidalna (0,02% odrasle populacije) i kvadrikuspidalna

(0,008-0,03% opce populacije) anomalija srca [7-11].

Premda se glavni patobioloski procesi koji stoje u pozadini kalcifikacije trikuspidnog i
bikuspidnog aortnog zalistka srca znac¢ajno preklapaju, bolest se kod pacijenata s bikuspidnim
aortnim zalistkom javlja jedan do dva desetljeca prije nego kod pacijenata s trikuspidnim

aortnim zalistkom [12-18].

Stoga kod pacijenata mladih od 70 godina prevladava kalcifikacija kongenitalnih
bikuspidalnih aortnih zalistaka, a kod osoba starijin od 70 godina degenerativna (senilna)

kalcificiraju¢a  stenoza  trikuspidnih ~ aortnih  zalistaka  srca  (Slika  1).
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Slika 1. Stratifikacija stenoze aortnih zalistaka srca prema starosnim grupama pacijenata.
(Modificirano prema: [18].)

Patohistoloski razlikujemo dvije sukcesivne faze CAVS-a. U ranom stadiju bolest se
manifestira u vidu aortne skleroze, odnosno blagim zadebljanjem aortnog zalistka koje ne
dovodi do poremecaja sr¢ane hemodinamike. Znatno kasnije dolazi do razvoja aortne stenoze
koja se manifestira izrazenom Kkalcifikacijom aortnog =zalistka, njegovom sve manjom
pokretljivosc¢u te posljedicno opstrukcijom protoka krvi iz lijeve sréane klijetke u aortu, Sto na
kraju rezultira hipertrofijom srca, fibrozom miokarda te progresivnom disfunkcijom i

zatajenjem srca [3, 12, 13, 19].

U osnovi se radi o aktivnom patobioloskom procesu za kojeg je moguce utvrditi
inicijacijske, biokemijske, humoralne, geneticke i klini¢ke ¢imbenike rizika i predispozicije te

stani¢ne 1 molekularno bioloske putove koji posreduju i upravljaju tijekom bolesti [3].

U rizicne aterogene Cimbenike inicijacije 1 progresije kalcificiraju¢e stenoze aortnih
zalistaka srca ubrajaju se hiperhomocisteinemija, hiperlipidemija, poremecena koncentracija
serumskog Kkalcija, fosfora i kreatina, puSenje, metabolicki sindrom, SeCerna bolest,

hipertenzija, kroni¢no zatajenje bubrega te muski spol i dob pacijenta (Slika 2) [20-26].
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Slika 2. Shematski prikaz rizicnih cimbenika, genetske predispozicije i patohistoloskog
procesa odgovornog za nastanak i razvoj kalcificirajuce aortne stenoze. (Modificirano
prema: [26].)

Osim toga poznati su i brojni geneticki ¢imbenici koji stoje u pozadini razvoja

kalcificirajuce stenoze bikuspidnog i trikuspidnog aortnog zalistka [26, 27-47].

Nadalje, kao i vecina aktivnih bioloSkih procesa, kalcificiraju¢a stenoza aortnih
zalistaka srca podlozna je djelovanju sloZenih 1 medusobno preklapaju¢ih signalnih putova te
pozitivnim 1 negativnim regulatornim mreZama i povratnim petljama koje orkestriraju
regrutaciju, diferencijaciju, funkciju i prezivljavanje kljuénih stanica ukljucenih u patogenezu
CAVS-a (rezidencijalnih endotelnih (AVEC, engl. aortic valve endothelial cells) i
intersticijskih stanica (AVIC, engl. aortic valve interstitial cells) aortnih zalistaka srca) te
reguliraju njihovu interakciju s drugim, infiltrirajuéim stanicama (npr. cirkulirajuéim
osteoprogenitorskim stanicama, monocitima/makrofazima, mastocitima, limfocitima T) ili

proteinskim komponentama izvanstani¢nog matriksa [3, 17, 18, 48-54].

Poznati su i svi bitni stani¢ni mehanizmi nastanak CAVS-a: endotelna disfunkcija,
subendotelna infiltracija inflamatornih i cirkulacijskih osteoprogenitorskih stanica, gomilanje
lipida, oksidativni stres, neoangiogeneza, remodeliranje i biomineralizacija medustani¢nog

matriksa te aktivacija, proliferacija i osteogena diferencijacija stanica AVIC (Slika 3).
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Slika 3. Molekularni mehanizmi bitni za nastanak i razvoj kalcificirajuce stenoze aortnih

zalistaka srca: endotelna disfunkcija, infiltracija inflamatornih i cirkulacijskih
osteoprogenitorskih stanica, gomilanje lipida, oksidacija, neoangiogeneza, remodeliranje i
biomineralizacija medustanicnog matriksa te aktivacija, proliferacija i osteogena
diferencijacija stanica AVIC (engl. aortic valve interstitial cells). Endotelno-mezenhimska
transformacija endotelnih stanica i cirkulirajuce osteoprogenitorske stanice takoder mogu
pridonijeti osteogenoj transformaciji stanica AVIC (autor slike: Pai¢ F., nepublicirani

podatci.).

Navedenim c¢imbenicima uzrokovane fibrozne i Kalcifikacijske patohistoloske
promjene aortnog zalistka su obi¢no koncentrirane na hemodinamski predisponiranoj strani
aortnih zalistaka srca (pars fibrosa; sloj zalistka okrenut prema korijenu aorte) te su izrazenije

kod pacijenata s uznapredovalim stadijem bolesti [25].



Do sada je identificiran veci broj razli¢itih biomarkera [npr. natriuretski peptid tipa B
(BNP); prohormon N-terminalni natriuretski peptid tipa B (NTproBNP); H-FABP (engl.
Heart-type cytosolic fatty acid binding protein); troponin visoke osjetljivosti, C-reaktivni
protein visoke osjetljivosti (hsCRP); monocitni kemotakticki protein-1 (MCP-1); enzimi Koji
sudjeluju u remodeliranju izvanstani¢nog matriksa: matriks metaloproteinaze (MMP), tkivni
inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMPs), transformirajuci ¢imbenik rasta B1 (TGF-B1),
interleukinski receptor sST2 i [-galaktozidazni protein galektin 3 (Gal-3); markeri
kalcifikacije aortnog zalistka kao $to je fosfolipaza A2 povezana s lipoproteinom (Lp-PLA2) i
lipoprotein a (Lp [a]); markeri sistemskog stresa: poput faktora diferencijacije rasta 15 (GDF-
15) i faktora diferencijacije rasta 11 (GDF-11); markeri oksidacije lipida i DNA:
malondialdehid (MDA) i 8-hidroksi-2-deoksigvanozin (8-OHdG), itd] koji, koriSteni
pojedinacno ili u kombinaciji, odrazavaju (u odredenom stupnju) patofiziolosku progresiju
AVS-a, naknadnu hemodinamicku opstrukciju, remodeliranje, oksidativni stres 1 ozljede
miokarda te razinu sistemske upale kao i krajnji ishod terapije prije ili nakon provedene
kirurske implantacije aortnog zalistka (SAVRS, engl. surgical aortic valve replacement) ili
transkateterske implantacije aortnog zalistka (TAVR, engl. transcatheter aortic valve
replacement) (npr. sréana smrt, angina, infarkt miokarda, novonastalu fibrilaciju atrija i
dekompenzacijsko zatajenje srca). Od svih navedenih NTproBNP i troponin su jedini koje se
¢esto odreduje u klinickoj praksi. No unato¢ svemu, svi oni kao 1 ostali navedeni biomarkeri
jo$ uvijek zahtijevaju znacajno prospektivno istrazivanje i procjenu njihove korisnosti u
klini¢koj skrbi pacijenta prije nego Sto se mogu ugraditi u glavne smjernice za rutinsko
klinicko zbrinjavanje specificne populacije pacijenata s kalcificirajuom stenozom aortnih

zalistaka srca (CAVS) [55-59].

Buduc¢i da je optimalan vremenski period za pracenje i odabir perioda intervencije kod
pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca jo§ uvijek kontroverzan i
nedovoljno precizan, potpuniji uvidi u patofiziologiju i vremenski tijek bolesti pacijenata s
kalcificirajuéom stenozom aortnih zalistaka srca te razvoj specificnih neinvazivnih
biomarkera (selekcija pojedinaca s povec¢anim rizikom za razvoj CAVS-a, procjena brzine
napretka patoloSkog procesa, prognoza disfunkcija bioprostetskog zalistka te detekcija
pacijenata kod kojih postoji povecani rizik nepovoljnog klinickog ishoda), zajedno s
napretkom dijagnostickih metoda oslikavanja od najveceg su znacaja za klinicko upravljanje
i/ili prevenciju CAVS-a [19, 60-65].



Trenutno ne postoje uc¢inkoviti farmakoloski lijekovi za sprjeavanje ili usporavanje
napredovanja CAVS-a te je zamjena aortnog zalistka bioloskom ili mehani¢kom protezom,
bilo standardnim kirur§kim (SAVR) ili manje invazivnim transkateterskim (TAVR) pristupom
jo$ uvijek jedina klini¢ka terapija koja nam stoji na raspolaganju za terapiju ovog oboljenja
[19, 60-65].

Unato¢ tome, zbog uznapredovale dobi ili viSe pridruzenih komorbiditeta za vise od
30% starijih bolesnika s CAVS-om, operativni zahvat nije indiciran, a njihova se skrb,
posebno u zemljama s profesionalno i tehnicki nerazvijenim medicinskim sustavom, svodi

uglavnom na palijativnu skrb.

Nazalost, bez operativnog pristupa, ucestalost Stetnog ishoda u ovoj populaciji
bolesnika s teSkim CAVS-om iznosi oko 2% mjesecno, s pribliznom stopom smrtnosti od ~
50% u roku od dvije godine od pojave simptoma [56, 62]. Medutim, unato¢ ozbiljnom
klini¢kom znacaju, jo$ uvijek vrlo malo razumijemo o patohistogenezi CAVS-a. Ublazavanje
ovog sve veceg medicinskog 1 ekonomskog optere¢enje zdravstvenog sustava, od pocetne
dijagnoze do trenutka uspjesne klinicke intervencije zahtijevat ¢e izmedu ostalog translacijske
znanstvene inovacije u podrudju neinvazivnih biomarkera i bolje, sveobuhvatnije
razumijevanje molekularnih mehanizama i stani¢nih signalnih putova specifi¢nih za razlicite
faze CAVS-a tako da se terapeutski ciljevi za pravovremeni tretman pacijenata s
kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca mogu identificirati prije nego Sto dode do

klini¢ki relevantnog oStecenja tkiva aortnih zalistaka srca [18].

Novija zapazanja sugeriraju da se puni patoloski spektar lezija kod kalcificirajuce
stenoze aortnih zalistaka srca ne moze u potpunosti objasniti nasljednom predispozicijom ili
rastu¢im popisom razli¢ito izrazenih gena. Stovise, tradicionalni genetski pogledi ne
objasnjavaju dovoljno poznatu vezu izmedu CAVS-a, proaterogenih rizi¢nih ¢imbenika i

utjecaja okolisa naklonjenih razvoju ove bolesti [22].

S vremenom je postalo jasno da su u cijeli proces ukljuceni i drugi regulatorni
mehanizmi te su otkriveni uvjerljivi argumenti koji govore u prilog epigenetske regulacije
navedenih procesa [22, 25, 66-82].

Pod tim pojmom podrazumijevamo mitoti¢ki i mejoticki stabilne (nasljedne) i
funkcionalno relevantne modifikacije DNA i kromatina koje nisu uzrokovane izmjenama

(mutacijama) u primarnom/nukleotidnom slijedu DNA [22, 25, 66-82].



Opisana su Cetiri glavna epigenetska mehanizma (Slika 4):

* metilacija i hidroksimetilacija DNA,

* kovalentna post-translacijska modifikacija histona i ugradivanje histonskih varijanti,
* remodeliranje kromatina i

* nekodirajuée regulatorne molekule RNA (ncRNA), ukljucujuéi tu male, mikro RNA
(mikroRNA/mIR; ~ 8-24 pb) i duge nekodiraju¢e molekule RNA (IncRNA; >200 pb) [66-82].

S obzirom na uklju¢enost navedenih mehanizama u nastanak i razvoj kalcificirajuce
stenoze aortnih zalistaka srca zasad se najviSe zna o zastupljenosti i ulozi pojedinih
regulatornih nekodiraju¢ih molekula RNA dok su ostali epigeneticki mehanizmi manje

poznati.
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Slika 4. Shematski prikaz epigenetskih mehanizama. Modificirano prema: [67].



1.1. Duge nekodirajuée regulatorne molekule IncRNA

Opéenito, ncRNA se mogu klasificirati u dvije skupine: ,,infrastrukturne* ncRNA (npr.
tRNA, rRNA, snRNA i snoRNA) koje su konstitutivno izrazene i potrebne za provodenje
osnovnih stani¢nih procesa te epigenetski relevantne regulatorne ncRNA koje su uglavnom
izrazene ovisno o razvojnom stadiju ili prema tkivno-specificnom obrascu ili kao odgovor na

razli¢ite stresne podraZaje te s obzirom na inicijaciju/napredovanje bolesti [67, 86, 88].

Postoji Siroka lepeza funkcionalno i strukturno razlicitih regulatornih ncRNA
molekula koje se transkribiraju u stanicama sisavaca, a vecina ih je jo$ uvijek nedovoljno

okarakterizirana.

Opéenito se opisuju prema duljini zrelog transkripta te polozaju i orijentaciji s obzirom
na najblizi gen koji kodira proteine. Najvec¢i dio nekodirajuceg transkriptoma sisavaca Cini
heterogena skupina dugih molekula IncRNA (> 200 nukleotida) te kratkih ncRNA kao $to su
razli¢ite siRNA (engl. small interfering RNA) i molekule mikro RNA [86, 93-95]. miRBase
baza podataka poznatih i predvidenih endogenih mikro RNA u razli¢itim Zzivotinjskim i
biljnim vrstama dostupna na Fakultetu prirodnih znanosti SveuciliSta u Manchesteru
(http://lwww.mirbase.org) navodi vise od 1872 prekursora i 2578 zrelih ljudskih sekvenci
mikro RNA, dok baza podataka za transkripte  IncRNA, LNCipedija
(http://www.Incipedia.org), ukljucuje vise od 127802 transkripta humanih molekula IncRNA.
Do sada je samo nekoliko INCRNA detaljno analizirano kod visih vrsta i pokazalo se da imaju

funkcionalnu ulogu u regulaciji gena koji kodiraju proteine [93-96].

Molekule IncCRNA ¢ine heterogenu skupinu regulatornih molekula RNA koja pored
ostalog obuhvaca intergenske IncRNA, protusmislene (engl. antisens) transkripte INCRNA i
molekule eRNA (engl. enhancer IncRNA) [67, 93-96].

Vecina IncRNA karakterizirana je lokalizacijom unutar stani¢ne jezgre, niskom
ekspresijom 1 niskom razinom ocuvanja (evolucijske konzerviranosti) svog nukleotidnog
slijeda. Prema svom polozaju i orijentaciji s obzirom na najblize gene koji kodiraju proteine
IncRNA se mogu Klasificirati u smislene (engl. sense), protusmislene (engl. antisense),
dvosmjerne, intronske ili intergenske INcCRNA (Slika 5) [67, 93-96].

Razlicite molekule IncRNA mogu takoder djelovati kao primarni transkripti za
proizvodnju kratkih molekula ncRNA (npr. mikro RNA) [67, 93-96].
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Slika 5. Genomska orijentacija i polozaj razlicitih molekula INcCRNA. Crvene strelice s lijeva
na desno oznacavaju istosmislene (engl. samesens) transkripte IncCRNA, dok u obrnutom

smjeru predstavljaju protusmislene (engl. antisense) transkripte INCRNA. Preuzeto iz: [67].

Vecina IncRNA transkribiraju se kao mreze preklapajuéih smislenih i protusmislenih
transkripata RNA. Naprimjer, u ljudskim stanicama vise od polovice transkribiranih lokusa
INCRNA imaju obrazac protusmislene transkripcije $to sugerira njihovu ulogu u
transkripcijskoj regulaciji komplementarnin molekula mRNA. Utvrdeno je da IncRNA
reguliraju ekspresiju susjednih gena i neke udaljene genomske sekvence koje mogu
posredovati u epigenetskoj modifikaciji DNA molekula regrutiranjem kompleksa zaduzenih
za remodeliranje kromatina djelujuéi tako kao modulatori dostupnosti DNA ili uspostavljajuci

epigenetske obrasce specifi¢ne za odredeni tip stanica [67, 93-96].

Neke od molekula IncRNA potic¢u transkripcijsku represiju gena ili djeluju kroz
sekundarne interakcije s transkripcijskim (ko)faktorima, moduliraju¢i tako njihovu aktivnost
(npr. sposobnost vezanja drugih koregulatora ili prepoznavanja veznih motiva) ili

kontroliraju¢i njihovu unutarstani¢nu lokalizaciju (Slika 6) [67, 93-96].
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Slika 6. Shematski prikaz razlicitih funkcionalnih uloga molekula IncRNA. (A) Vodici (engl.
guide) IncRNA aktiviraju ili potiskuju ekspresiju gena relokalizacijom regulatornih
c¢imbenika. (B) Tzv. scaffold IncRNA pomazu u stvaranju kompleksa ribonukleoproteina
(RNP). (C)“Mamci‘ IncRNA uklanjaju regulatorni faktor vezan za genom i time prekidaju
njegovu regulaciju. (D) IncRNA uklanjaju mikro RNA (engl. ,,sponging”), ¢ime inhibiraju
mikro RNA (miRNA) molekulama posredovanu represiju gena. (E) INCRNA kao pretece
MIiRNA se preraduju u zrele miRNA. (F) Transkripcija IncRNA iz regulatornih regija genoma

pokrece regulaciju gena dugog dometa. Modificirano prema: [96].

Nadalje, endogene antisense INCRNA (parovi sens-antisense RNA) mogu utisati
komplementarne molekule mRNA, regulirati njihovo posttranskripcijsko prekrajanje (npr.
odabir egzona tijekom alternativnog spajanja) ili utjecati na lokalizaciju, stabilnost, pa ¢ak i
na translaciju zrelih molekula mMRNA [67, 93-96].

Osim toga molekule IncRNA sudjeluju u komplementarnom vezanju (engl. micro RNA
sponging) molekula mikro RNA te time u regulaciji njihove aktivnosti (Slika 6) [67, 93-96].

Neke od najbolje okarakteriziranin molekula IncRNA sudjeluju u genomskom
imprintingu (utiskivanju) (npr. Kenglotl i H19) ili inaktivaciji X kromosoma (Xist i Tsix) ili
sudjeluju u globalnoj represiji gena (npr. lincRNA-p21 koja regulira transkripcijski odgovor

posredovan genom p53 uslijed oste¢enje DNA) [67, 93-96].
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S obzirom na sveprisutnost molekula INCRNA u ljudskom transkriptomu, nesumnjivo
je da ima jo$ puno primjera funkcionalnih mehanizama molekula InNcRNA koji se tek trebaju
otkriti.

No tek za manji broj molekula IncRNA poznata je njihova funkcionalna uloga u
nastanku, razvoju i klini¢koj manifestaciji CAVS-a [67, 72, 97-104].

Pogotovo se malo zna o potencijalnom biomarkerskom potencijalu cirkulirajucih (tzv.
cell-free) molekula IncRNA prisutnih u krvnoj plazmi/serumu bolesnika s kalcificiraju¢om

stenozom aortnih zalistaka srca.

1.2. IncRNA PACER i ZEB1-AS1

InNcRNA PACER (engl. PTGS2 Antisense NFKB1 Complex-Mediated Expression
Regulator RNA / P50-Associated COX-2 Extragenic RNA) identificirana je kao vazan
¢imbenik koji sudjeluje u regulaciji ekspresije COX2/PTGS2 (engl. Cyclooxygenase
2/Prostaglandin-endoperoxide synthase 2), klju¢nog enzima koji sudjeluje u sintezi
prostaglandina [105]. Zajedno s drugim molekulama IncRNA (NKILA, HOTAIR, MALAT]1,
ANRIL, Lethe i MIR31HG) IncRNA PACER sudjeluje u regulaciji transkripcijskog
¢imbenika NF-xB (engl. nuclear factor-xB) koji ima vaznu ulogu u regulaciji imunoloskog
odgovora te nastanku brojnih patoloskih stanja poput primjerice razlicitih karcinoma,
kardiovaskularnih  bolesti, osteoartritisa, reumatoidnog artritisa, Secerne bolesti i
periodontitisa [106-110].

INcRNA RNA 1 s protusmislenom sekvencom gena ZEB1 (ZEB1-AS1) nalazi se u
fizickom susjedstvu gena ZEB1 (engl. zinc finger E-box binding homeobox 1), klju¢nog
transkripcijskog faktora koji regulira endotelno-mezenhimsku transformaciju [111, 112].
Patoloski promjenjena ekspresija ove molekule InCRNA stoga ima vaznu ulogu u nastanku
brojnih malignih stanja [113, 114]. To se izmedu ostalog ocituje i kroz ulogu INCRNA ZEB1-
AS1 u regulaciji ekspresije gena COX2 [112, 113].

Iako je povecana ekspresija gena COX2 detektirana i u patoloski promijenjenom tkivu
aortnih zalistaka srca [115-120] potencijalna uloga INcRNA PACER i ZEB1-AS1 u nastanku i

razvoju CAVS-a jos nije istraZena.
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2. HIPOTEZA | CILJ ISTRAZIVANJA

HIPOTEZA

Prethodni radovi pokazali su da je razina gena COX2 povecana u kalcificiranom tkivu

aortnih zalistaka srca pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca (CAVS).

Za pretpostaviti je da je ekspresijski obrazac molekula INcRNA PACER | ZEB1-AS1
koje sudjeluju u ekspresiji gena COX2 i s njim povezanih regulatornih proteina diferencijalno
izrazen u perifernoj cirkulaciji (krvna plazma) pacijenata s kalcificirajuéom stenozom aortnih

zalistaka srca u odnosu na perifernu krv (krvnu plazmu) zdravih, kontrolnih ispitanika.

CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je optimizirati metodu za izolaciju cirkuliraju¢ih molekula
IncRNA prisutnih u krvnoj plazmi pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka

srca i zdravih kontrolnih ispitanika te odrediti:

e ekspresijski obrazac INCRNA PACER i ZEB1-AS1 u perifernoj cirkulaciji pacijenata s
kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca,

e ekspresijski obrazac INcRNA PACER i ZEB1-AS1 u perifernoj cirkulaciji zdravih
kontrolnih ispitanika te

e statistiCkom usporedbom prikupljenih podataka odrediti postoji li povezanost
ekspresije cirkuliraju¢ih molekula INcRNA PACER i ZEB1-AS1 s ucestalo$¢u

kalcificirajuce stenoze aortnih zalistaka srca .
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 38 pacijenta s kalcificiraju¢om stenozom aortnih
zalistaka srca dijagnosticiranih u Zavodu za kardijalnu i transplantacijsku kirurgiju Klinicke
bolnice Dubrava u periodu od 01.10.2019.- 01.10.2020. godine.

Bolesnici s dijagnosticiranom boles¢u koronarnih krvnih zila, sistemskim upalnim
reakcijama, renalnom insuficijencijom, hiperparatiroidizmom ili aortnom stenozom uslijed
kalcifikacije bikuspidnog aortnog zaliska (BAVS), Marfanovog sindroma ili reumatske

bolesti nisu uvrsteni u istrazivanje.

Kontrolnu skupinu ¢ine zdravi dobrovoljni ispitanici (n=31) bez povijesti bolesti

sréanih zalistaka.

Od svih ispitanika pribavljen je potpisani informirani pristanak, a dozvolu za
provedeno istrazivanje dalo je na svojoj sjednici odrzanoj 18. lipnja 2019. godine lokalno
eticko povjerenstvo Klini¢ke bolnice Dubrava, Zagreb [Naziv odobrenog projekta:
,,Ekspresijski obrazac i biomarkerski potencijal INcRNA molekula u perifernoj krvi pacijenta
s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca“ (u sklopu istrazivanja ,Karakterizacija
biomarkerskog potencijala dugih nekodiraju¢ih RNA molekula u bolestima aortnih zalistaka

srca”- voditelji projekta: doc. dr. sc. Frane Pai¢ i doc. dr. sc. Igor Rudez)].

3.2. Skupljanje uzoraka pune krvi

Za potrebe izolacije ukupne cirkuliraju¢e (tzv. cell-free) RNA svim ispitanicima
ukljuéenim u ovo istrazivanje venepunkcijom je uzet uzorak 5 mL pune krvi u epruvete u
kojima se nalazio antikoagulans natrijev citrat. Krv je od pacijenata s kalcificiraju¢om
stenozom aortnih zalistaka srca izuzeta predoperativho prije samog zahvata indicirane
zamjene aortnog zalistka srca, a od kontrolnih zdravih ispitanika prilikom potpisivanja

informiranog pristanka za sudjelovanje u navedenom istrazivanju.
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3.3. Izolacija krvne plazme

Periferni uzorci krvi (vakuumtajner s natrijevim citratom) u periodu od 30 minuta
nakon izuzimanja centrifugirani su 15 minuta na 3000 g, a dobivena plazma filtrirana kroz
sterilne filtere od 0,2 um kako bi se dobila plazma bez trombocita (PFP, engl. platelate free
plasma). Dobiveni uzorci plazme PFP alikvotirani su u eppendorf epruvete od 1,5 mL i
pohranjeni na -80 °C za naknadnu analizu ekspresije INCRNA, a preostali dio krvi u

vakuumtajneru s natrijevim citratom na -20 °C (Slika 7).

centrifugiranje

i +) —

plazma

N, .

Filtracija

]
=
PFP plazma

Slika 7. Shematski prikaz dobivanja plazme bez trombocita iz venske krvi ispitanika

3.4. Kvantitativna analiza RNA metodom lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu

Ukupna ekstrakcija RNA iz perifernih uzoraka plazme PFP provedena je pomocu
reagensa Trizol (Thermo Fisher Scientific) i kompleta NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel)

za izolaciju ukupne RNA iz uzoraka krvne plazme prema uputama proizvodaca.

Ukratko, u 300 mikrolitara plazme PFP dodano je 1 mL Trizola, promijeSano i
inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga u epruvete je dodano 200 mikrolitara
kloroforma te je nakon mjesanja uzorak inkubiran na sobnoj temperaturi kroz 2-3 minute te

centrifugiran na +40 °C na 12000 g. Dobivena vodena faza prebacena je u nove eppendorf
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epruvete uz dodatak jednakog volumena izopropanola. Nakon mjes$anja, po 700 mikrolitara
uzorka je prebaceno u kolone Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ RNA te dalje procesuirano

slijede¢i upute proizvodaca (Slika 8).

Izolacija RNA Trizolom

Ispiranje
N\
% E
N vodena faza
\
\0 interfaza

\o organska faza

2 4

Vezanje na membranu

Elucija RNA u
DNase/RNase
cistoj vodi

Slika 8. Shematski prikaz izolacije ukupne RNA iz uzorka krvne plazme (bez trombocita)

pacijenata s kalcificirajucom stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolnih ispitanika

Kvaliteta i koli¢ina dobivene RNA utvrdena je uporabom spektrofotometra NanoDrop
(Thermo Fischer Scientific). Po 250 ng ukupne RNA iz svakog uzorka pacijenata s
kalcifiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i dobrovoljnih zdravih ispitanika prepisano je u
u cDNA pomoc¢u kompleta High fidelity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer

Scientific) prema uputama proizvodaca.
Komponente reverzne transkripcije prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Komponente reverzno transkripcijskog master miksa

Komponenta Volumen (L)
10X RT pufer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverzna Transkriptaza 1,0
Rnase Inhibitor 1,0
Nucelase-free H,0 3,2
Ukupni volumen 10,0
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U 10 ul cDNA je dodano 10 pl smjese za transkripciju. Parametri reakcije prikazani su u
tablici 2.

Tablica 2. Temperaturni parametri reverzno-transkripcijske reakcije

Parametri 1 2 3 4
Temperatura 25°C 37°C 85 °C 4°C
Vrijeme 10 minuta 120 minuta | 5 minuta 0

Dobivena cDNA razrijedena je jednom te je za potrebe kvantitativne lan¢ane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR) koristeno po 3 mikrolitra razrijedene cDNA.
Analiza kvantitativne lanane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR)
provedena je koristenjem PCR CFX-96 sustava s termoblokom C100 (Bio-Rad). Sve reakcije
lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR) izvrSene su u triplikatu pomocu
smjese SYBR Green PCR Master Mix-a i komercijalnih setova pocetnica (Tablica 3) prema
sljede¢im uvjetima qPCR reakcije: a) 95 °C u trajanju od 30 s; b) 95 °C tokom 5 s ¢) 60 °C
tokom 30 s, 40 ciklusa.

Tablica 3. Pocetnice koristene za gRT-PCR

IncRNA PACER F 5-CTCCACGGGTCACCAATATAAA-3

R 5-ACGCATCAGGGAGAGAAATG-3

IncRNA ZEB1-AS1 F 5-TGGCACCCGTGACGACTTAACT-3

R 5-GTAGTGGATCGTGTTACTGTGT-3

Referentni gen - GAPDH F 5-TGCCCTCAACGACCACTTTG-3

R 5-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3

Vrijednost praga ciklusa (Ct) dobivena je pomocu programa CFX96 Maestro za
upravljanje, a ekspresijski podaci su analizirani koristenjem 2-AACT metode. Relativna
ekspresija ciljanih gena normalizirana je u odnosu na ekspresiju GAPDH, referentnog gena
koji se koristio kao endogena kontrola. Specifi¢nost qPCR amplifikacije potvrdena je

analizom krivulje taljenja.
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3.5. Statisti¢ka obrada rezultata

Prije statistiCke analize varijable su testirane na normalnu distribuciju uporabom
Shapiro-Wilk statistickog testa. Varijable su prezentirane kao frekvencija n i postotak (%) te
kao srednja vrijednost + SD ako su distribuirane normalno ili kao median i interkvartalni
raspon ako su distribuirane neparametrijski. Poveznica izmedu demografskih podataka (spol)
pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolnih ispitanika odredena
je pomocu y2 / Fisherovog testa za kategorijske varijable. Za neparametrijske kontinuirane
varijable (dob) usporedba izmedu skupina izvrSena je Mann-Whitneyjev testom. Vjerojatnost
P (dvosmjerni) <0,05 smatran je statisticki zna¢ajnim. Statisticka analiza podataka izvr$ena je
uporabom komercijalno dostupnog softvera IBM SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics
Version 22, USA). Svi statisticki testovi su dvostrani (engl. two-sided). Konvencionalna

vrijednost P<0,05 koristena je za odredivanje statisticke znac¢ajnosti podataka.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza dobi i spola ispitanika

Da bi se istrazio uzrok kalcificirajuce stenoze aortnih zalistaka srca, usporedena je ekspresija
InNcRNA ZEB1-AS1 i PACER iz krvi pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka
srca (CAVS) i zdrave skupine ispitanika. Ispitivana populacija (n= 69) obuhvaca 38 pacijenta
s dijagnosticiranom kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i 31 zdrava dobrovoljca
koji ¢ine kontrolnu skupinu ispitanika. Napravljena je usporedba spola kontrolne skupine i
bolesnika te nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu dviju promatranih skupina. U skupini
s dijagnosticiranom kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca bilo je 15 (39,5%)
muskaraca i 23 (60,5 %) zene, a u kontrolnoj skupina: 14 (45,2%) muskaraca i 17 (54,9 %)
zena ; P = 0,807 (Slika 8).

251 SFjOL
B Zene
B Muskarci

Broj ispitanika

Kontrola CAVS

Slika 9. Zastupljenost ispitanika s dijagnosticiranom kalcificiranom stenozom aortnih
zalistaka srca (CAVS) i kontrolne skupine obzirom na spol

S obzirom na dob ispitanika utvrdena je statisticki znacajna (P=0,003) razlika u

raspodjeli pri ¢emu su pacijenti s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca bili starije
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zivotne dobi u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika [medijan (interkvartalni raspon);
pacijenti CAVS: 72,5 (66,0-77,25); kontrolni ispitanici: 62,0 (55,0-70,0)].
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Slika 10. Zastupljenost ispitanika s dijagnosticiranom kalcificiranom stenozom aortnih
zalistaka srca (CAVS) i kontrolne skupine obzirom na dob

4.2. 1zolacija i kvantifikacija RNA iz uzoraka krvi

U istrazivanju je analizirana periferna krv iz koje je izolirana ukupna RNA koja je
prevedena u cDNA, a zatim je analizirana metodom kvantitativne lanCane reakcije
polimerazom. Primjenjena metoda izolacije ukupne RNA iz uzoraka plazme pacijenata s
kalcificirajuéom stenozom aortnih zalistaka srca i1 kontrolnih ispitanika pokazala se
prikladnom. Vrijednosti koncentracije ukupne RNA izolirane kombinacijom Trizola i
NucleoSpin™ RNA kit-a prikazane su u Tablici 4.
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Tablica 4. Koncentracije ukupne RNA izolirane iz uzoraka krvne plazme (bez trombocita)

pacijenata s kalcificirajucom stenozom aortnih zalistaka srca (CAVS) i kontrolnih ispitanika
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4.3. qRT-PCR analiza IncRNA PACER i ZEB1-AS1

Analiza ekspresije IncRNA PACER i ZEB1-AS1 u perifernoj cirkulaciji analizirana je
metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremena te je normalizirana s obzirom na
ekspresijske vrijednosti gena GAPDH koristenog kao interna kontrola. Analiza je pokazala
znaCajno povecanu ekspresiju IncRNA PACER u uzorcima plazma pacijenata s
kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca u odnosu na uzorke kontrolnih ispitanika (P
=0,03; FC (engl. fold change) = 1,79).

Relativno povecanje ekspresija
N

CAVS kontrola

Slika 11. Relativno povecanje ekspresijske vrijednosti INCRNA PACER u uzorcima krvne
plazma pacijenata s kalcificirajucom stenozom aortnih zalistaka srca (CAVS) u odnosu na

uzorke krvne plazme kontrolnih ispitanika. *P = 0,03.

S obzirom na ekspresiju INcRNA ZEB1-AS1 nije zabiljezena prisutnost ove IncRNA u
ispitivanim uzorcima plazme pacijenata s kalcificirajucom stenozom aortnih zalistaka srca

kao ni u plazma uzorcima kontrolnih ispitanika.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju izvrSena je analiza povezanosti ekspresije IncRNA PACER i
ZEB1-AS1 u uzorcima plazme periferne krvi s oboljevanjem od aortne stenoze. Rezultati
pokazuju znacajno vecu prisutnost IncRNA PACER u perifernoj cirkulaciji pacijenata s

kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike.

Do sada objavljeni podaci ukazuju da nuklearna antisens IncRNA PACER (engl. P50-
associated COX-2 extragenic RNA) koja se eksprimira uzvodno (-257 do -1022 nukleotida u
odnosu, a startno mjesto ekspresije gena COX2) od ljudskog gena COX2 te izravno skida
represivne NF-kB p50 podjedinice s promotora COX-2 te time olak$ava vezivanje p300,
otvaranje kromatina, regrutiranje RNA polimeraze Il i aktivaciju transkripcije gena COX2
[115].

Enzimi ciklooksigenaze (COX) Kkataliziraju pretvorbu arahidonske Kkiseline u
prostaglandin H2 (PGH2) koji djeluje kao supstrat za brojne derivate eikozanoida, poput
prostaglandina E2 (PGE2), prostaciklina PGI2 i tromboksana A2, koji su vazni posrednici
mnogih bioloskih procesa, ukljucujuéi upalne reakcije [115].

Povecana ekspresija gena COX2 zabiljezena je u mineraliziranim aortnim zaliscima
miseva koji nemaju ekspresiju gena klotho kao i u patoloski promijenjenom tkivu aortnih
zalistaka pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca te izoliranim stanicama

AVIC tretiranim proupalnim ¢imbenikom lipopolisaharidom [116, 117].

Ciklooksigenaze (COX)-1, COX-2 i 5-lipooksigenaza [enzimi koji se nalaze nizvodno
od gena za fosfolipazu A2 u metabolizmu arahidonske kiseline] kolokalizirani su s enzimom
fosfolipaza A2 u stanicama kalcificiranih aortnih zalistaka kod pacijenata s kalcificiraju¢om
stenozom aortnih zalistaka srca pozitivnima na a-SMA (engl. a-smooth muscle actin), ¢ija je
ekspresija povezana s raznim kardiovaskularnim obojenjima i CD68 antigen (makrofazi)
[116].

Osim toga inhibicija aktivnosti COX2 nestereoidnim protuupalnim lijekom Celecoxib-
om [terapijski dostupan inhibitor COX2 odobren od strane FDA (Federal drug administartion,
SAD)] reducira kalcifikaciju aortnih zalistaka srca u miSevima koji nemaju ekspresiju gena
klotho te blokira ekspresiju gena osteogeneze Runx2 — engl. RUNX Family Transcription

Factor 2; SPP1/OPN - osteopontin) te reducira ekspresiju alkalne fosfataze, ali ne dovodi do
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promjene u ekspresiji gena COX2. Nadalje, inhibicija aktivnosti COX2 in vitro dovodi do
smanjenja ekspresije gena za kostani sijaloprotein Il (BS) i gena za osteokalcin kod stanica
svinje [116].

Pokazano je takoder da primjena antikoagulansa Rivaroxabana znacajno reducira

prekomjernu ekspresiju gena COX2 u stanicama svinje [118].

No unato¢ tim spoznajama, postoje i kontradiktorni podaci te se ne moze sa sigurnoséu
re¢i djeluje li COX2 kao jedan od inicijatora kalcificirajuée stenoze aortnih zalistaka srca ili
pak kao protektivni ¢imbenik. Naime, nedavno objavljena studija Bowlera i suradnika [119]
ukazala je na protektivnu ulogu enzima COX2 u nastanku kalcificiraju¢e stenoze aortnih
zalistaka srca . Naime primjena Colecoxib-a, inhibitora enzima COX2, dovela do znacajno
veée pojavnosti kalcificirajuée stenoze aortnih zalistaka srca. Povezanost Colecoxib-a s
pojavnoscéu aortne stenoze pokazana je i u analizi kada su uzeti u obzir dob, spol, indeks
tjelesne mase i poznati kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici pacijenata s Kkalcificiraju¢om

stenozom aortnih zalistaka srca [119].

Ovdje je vazno napomenuti da nije nadena povezanost aortne stenoze s lijeCenjem
pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca S drugim nestereoidnim

protuupalnim lijekovima kao $to su Ibuprofen ili Naproxen [119].

Najnovije istrazivanje pokazalo je da terapija Celecoxibom dovodi do 2,8 puta vece
pojavnosti kalcifikacije u svinjskim aortnim zaliscima ex vivo i vise od dva puta veéu
pojavnost kalcifikacije u aortnim stanicama VIC, uzgajanim u osteogenom mediju. Navedeni
efekt ovisan je o glukokortikosteroidima, a njihovo uklanjanje dovodi do zna¢ajnog smanjenja
kalcifikacijskih zarista [119].

Ovi podaci sugeriraju da bi povecana ekspresija IncRNA PACER u perifernoj
cirkulaciji pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca mogla nastati kao
obrambena reakcija na pojavnost kalcifikacijskih zarista. No daljnje studije na ve¢em broju
ispitanika te prikladne studije na stanicama VIC in vitro potrebne su kako bi se potvrdili
nalazi ovog istrazivanja te otkrila funkcionalna uloga INcRNA PACER u tkivu normalnih i

patoloski promijenjenih aortnih zalistaka srca.

Kao sto je prethodno navedeno, INCRNA ZEB1-ASI potice ekspresiju gena ZEB1 koji
izmedu ostalog dovodi do smanjenja promotorske aktivnosti gena COX2 te time sprjecava

pojavnost endotelne disfunkcije [112]. Medusobna interakcija COX2 i ZEB1 uocena je i u
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regulaciji endotelno mezenhimske tranzicije [113]. No potpuni funkcionalni meduodnos ova

dva gena jos preostaje utvrditi.

U ovom istrazivanju nije utvrdena znacajnija prisutnost IncRNA ZEB1-AS1 u
perifernoj cirkulaciji pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolnih

ispitanika.
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6. ZAKLJUCCI

* Uspjesno je izolirana ukupna RNA iz krvne plazme metodama ekstrakcije Trizolom i
kompletom NucleoSpin™ RNA Kit u koncentracijama dostatnim za reverznu transkripciju i

analizu metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (QRT-PCR).

* S obzirom na dob ispitanika utvrdena je statisticki znacajna razlika u raspodjeli, pri
¢emu su pacijenti s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zaslistaka srca (CAVS) bili starije

zivotne dobi u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

» S obzirom na spol ispitanika nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu

pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolne skupine ispitanika.

» Analizirana je ekspresija IncRNA PACER u 38 uzoraka krvi pacijenata s
kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i 31 kontrolnih uzoraka krvi te je ekspresija
INcRNA PACER znacajno veca u odnosu na ekspresijske vrijednosti detektirane u perifernoj
krvi kontrolnih ispitanika.

* Nije zabiljezena ekspresija INCRNA ZEB1-AS1 u perifernim uzorcima Krvi

pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortnih zalistaka srca i kontrolnih ispitanika.
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