UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Eva MULLER

VLOGA DOLGIH NEKODIRAJOCTIH RNA PRI
OSTEOPOROZI

DIPLOMSKO DELO

Univerzitetni Studij - 1. stopnja

Ljubljana, 2020



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Eva MULLER

VLOGA DOLGIH NEKODIRAJOCIH RNA PRI OSTEOPOROZI

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij - 1. stopnja

THE ROLE OF LONG NON-CODING RNAs
IN OSTEOPOROSIS

B. SC. THESIS
Academic Study Programmes

Ljubljana, 2020



Miiller E. Vloga dolgih nekodirajo¢ih RNA pri osteoporozi.
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2020

Diplomsko delo je =zakljucek Univerzitetnega Studijskega programa prve stopnje
Biotehnologija.

Studijska komisija 1. in 2. stopnje $tudija biotehnologije je za mentorja diplomskega dela
imenovala izr. prof. dr. Barbaro Ostanek.

Komisija za oceno in predstavitev:

Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko

Clan: iz. prof. dr. Barbara OSTANEK
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

Clan: prof. dr. Polona JAMNIK
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo

Datum zagovora: 8. september 2020

II



Miiller E. Vloga dolgih nekodirajo¢ih RNA pri osteoporozi.
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2020

DK
KG
AV
SA

ZA

LI

TD
0]
1
JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIJA

Dul

UDK 606:616.71-007.234:601.4:577.218(043.2)

nekodirajoc¢e RNA, kostni metabolizem, osteoblasti, osteoklasti, osteoporoza
MULLER, Eva

OSTANEK, Barbara (mentor)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, Univerzitetni
Studijski program prve stopnje Biotehnologija

2020

VLOGA DOLGIH NEKODIRAJOCIH RNA PRI OSTEOPOROZI
Diplomsko delo (Univerzitetni Studij - 1. stopnja)

VI, 20, [2] str., 1 pregl., 4 sl., 1 pril., 68 vir.

sl

sl/en

Dolge nekodirajoée RNA (IncRNA) so transkripti, daljsi od 200 nukleotidov, ki ne
kodirajo proteinov. Posebno pozornost se jim v zadnjem ¢asu namenja v povezavi z
osteoporozo — presnovno boleznijo kostnega tkiva, za katero je znacilna zmanjSana
trdnost kosti in za katero je obolelih ve¢ kot 200 milijonov ljudi na svetu. Z uporabo
modernih molekularno genetskih tehnik (celicne kulture, PCR, mikromreze,
bioinformatika, imunoprecipitacija itd.) so dolo€ili Ze ve¢ IncRNA, med drugimi
DANCR, HoxA-AS3, HI19, MEG3, Linc-ROR, CRNDE, GAS5, MSC-ASI,
AKO077216 in MIRG, ki s svojim delovanjem vplivajo na kostno presnovo ter tako
predstavljajo potencialne bioloske oznacevalce in terapevtike/tarée za zdravljenje
bolezni. Z uravnavanjem njihovega izrazanja prek genske terapije ali RNA
interference bi lahko omilili razvoj in posledice osteoporoze, vendar pa je Studij na to
temo zaenkrat malo in vecina jih je potekala le v in vifro pogojih. Pred klini¢no
uporabo IncRNA bo potrebnih Se ve¢ S$tudij spektra njihovega delovanja,
medsebojnega vpliva in morebitnih stranskih u¢inkov pri ¢loveku. Glavno oviro pri
uporabi IncRNA kot bioloskih oznacevalcev osteoporoze trenutno predstavlja
pomanjkanje podatkov o njihovem izraZzanju med razvojem bolezni, glavno oviro pri
uporabi IncRNA kot terapevtikov pa dejstvo, da Se nimamo razvitih transportnih
sistemov za vnos IncRNA (ali molekul, s katerimi bi njihovo delovanje uravnavali), v
celice, ki sodelujejo v kostni presnovi.
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Long non-coding RNAs are transcripts with lengths exceeding 200 nucleotides that do
not translate into proteins. Recently, they have been studied in the context of
osteoporosis — a metabolic bone tissue disease, defined by lower bone density, which
affects over 200 million people worldwide. Several IncRNAs, including DANCR,
HoxA-AS3, H19, MEG3, Linc-ROR, CRNDE, GASS5, MSC-AS1, AK077216 and
MIRG, involved in bone metabolism, and in osteoporosis, have already been identified
using molecular genetic methods and tools (cell cultures, PCR, microarrays,
immunoprecipitation, etc.). As such, they present potential biomarkers and therapeutic
agents and/or targets. By regulating their expression using gene therapy or RNA
silencing, modern medicine could delay the onset of osteoporosis and reduce the
severity of its consequences. However, studies describing these IncRNAs are few and
mostly done in in vitro conditions. Before any clinical application of IncRNAs, more
studies will have to take place to properly assess the entirety of their functions,
interactions, and possible side effects in humans. Currently, the main obstacle to using
IncRNAs as biomarkers for osteoporosis is the lack of data describing their expression
patterns during the development of the disease, while the main obstacle to using
IncRNAs (or molecules for altering their function) as therapeutics is the lack of
suitable delivery systems for their delivery into the cells of bone metabolism.
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1 OSTEOPOROZA
1.1 DEFINICIJA IN EPIDEMIOLOGIJA

Osteoporoza je presnovna bolezen kostnega tkiva, za katero je obolelih priblizno 200
milijonov ljudi po vsem svetu (S6zen in sod., 2017). Zanjo sta znacilni zmanjSana kostna
masa in porusena mikroarhitektura kostnega tkiva, kar vodi v manjSo trdnost Kkosti.
Osteoporozni zlomi tako nastajajo ze zaradi sil, enakih ali manjsih kot je sila pri padcu s
stojne viSine. Epidemioloska definicija osteoporozo opredeli kot zmanjSanje mineralne kostne
gostote za 2,5 ali veC standardne deviacije od njene najvisje vrednosti v mladosti, upostevajoc
raso in spol. Bolezen zaradi staranja prebivalstva postaja vse ve¢ji zdravstveni in druZbeno-
ekonomski problem. V letu 2010 je bilo v Evropski skupnosti za oskrbo osteoporoznih
zlomov porabljenih 39 milijard evrov, samo v Sloveniji pa 55 milijjonov evrov. Po
petdesetem letu starosti vsaka tretja zenska oz. vsak Sesti moski utrpi vsaj en osteoporozni
zlom, od katerih so najpogostejsi zlomi kolka, vretenc, zapestja in proksimalne nadlahtnice
(Kocjan, 2018). Zaradi visanja zivljenjske dobe prebivalstva lahko pricakujemo, da se bo
pojavnost osteoporoze in z njo povezanih problemov v prihodnjih letih Se dodatno
povecevala.

1.2 KOSTNI METABOLIZEM IN ETIOPATOGENEZA

Kosti dajejo telesu oporo, omogocajo gibanje, scCitijo obcutljive notranje organe pred
poskodbami in sluZijo kot pomembna zaloga nekaterih mineralov. Za ohranjanje strukture in
omogocanja dostopa do mineralnih zalog se morajo kosti ves ¢as obnavljati. Kostno tkivo se
tako vse Zivljenje stalno izgrajuje in razgrajuje v dinami¢nem procesu, ki mu pravimo kostna
prenova. Pri tem procesu imata kljucno vlogo dva tipa celic: osteoblasti, ki tvorijo novo
kostno tkivo, ter osteoklasti, ki tkivo razgrajujejo (Setiawati in Rahardjo, 2019). Osteoblasti
1zvirajo iz multipotentnih matic¢nih celic, ki se nahajajo v kostnem mozgu (Pittenger in sod.,
1999), osteoklasti pa se razvijejo s fuzijo makrofagov (Teitelbaum, 2000). Razvoj in aktivnost
obeh vrst celic usmerja kompleksna paleta signalnih dejavnikov in mehanizmov, kot so
citokini, hormoni, rastni dejavniki, itd. Osteoblasti tkivo izgrajujejo tako, da sintetizirajo
ekstracelularni matriks, t. 1. osteoid, ki je sestavljen pretezno iz kolagena tipa I in
glikozaminoglikanov. Nato sledi mineralizacija tkiva — proces, pri katerem minerali
kristalizirajo okoli kolagena in tvorijo kalcijev hidroksiapatit, ki daje kostem trdnost.
Osteoklasti delujejo tako, da se pritrdijo na povrSino kostnega tkiva ter izlo€ajo kisline in
proteinaze, s katerimi razgrajujejo povrsino kosti, ter novo nastale molekule resorbirajo. Za
seboj puscajo resorpcijski kanal, v katerega vstopajo osteoblasti in sintetizirajo novo kost
(Feher, 2016).

V zdravi kosti je med procesoma izgradnje in razgradnje vzpostavljeno ravnovesje. V dobi
odrascanja se ve€ kostnega tkiva zgradi kot razgradi in kostna masa se povecuje do priblizno
30. leta starosti, ko je najvecja. Naslednjih 10 let sta procesa izgradnje in razgradnje kosti
uravnoveSena, nato pa se zacne fizioloSko zmanjSevanje kostne mase, ki traja do konca
zivljenja. Proces je nekaj let pri obeh spolih enako intenziven, in sicer se izgublja priblizno
0,5 odstotka kostne mase na leto. Po menopavzi, ko se zaradi zaustavitve delovanja jajénikov
zniza raven estrogenov, pa zenske kostno maso izgubljajo precej hitreje, in sicer kar po 3
odstotke na leto. Poleg estrogenov, ki so pomembni zaviralci razgradnje kosti, so v
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mehanizme izgube kostne mase vpleteni Se manjSa telesna aktivnost, izguba miSicne mase,
pomanjkanje vitamina D, zmanjSana absorpcija kalcija iz Crevesa, zviSana koncentracija
parathormona, manjSe izrazanje rastnih hormonov, jemanje nekaterih zdravil in nekatere
kroni¢ne bolezni (Kocjan, 2018).

1.3 TRENUTNE MOZNOSTI TERAPIJE

Zdravila za osteoporozo delujejo kot zaviralci kostne razgradnje ali kot pospeSevalci tvorbe
nove kostnine. Vse oblike zdravljenja, ki so trenutno na voljo, imajo svoje pomanjkljivosti —
predvsem so to nezeleni stranski ucinki in ¢asovna omejitev terapije. VeCina terapij je
usmerjenih v zaviranje razgradnje kostne mase, moznosti za spodbujanje tvorbe nove kostnine
pa je malo — na voljo je le Teriparatid, rekombinantni humani parathormon, ki pa ga lahko
bolnik jemlje le enkrat v Zivljenju (Kocjan, 2018)

Preglednica 1: Pregled trenutnih moZznosti za zdravljenje osteoporoze (Kocjan, 2018).

Uc¢inkovina/terapija Delovanje Stranski u¢inki Casovna
omejitev
terapije

Denosumab Zaviranje kostne razgradnje Kozni ekcem, atipi¢ni zlomi 10 let

stegnenice

Bisfosfonati Zaviranje kostne razgradnje TezZave v prebavnem traktu, 5 let

bolecine v misicah in kosteh

Hormonsko Zaviranje kostne razgradnje Rak na dojkah, plju¢na embolija, 5 let

nadomestno venska tromboza, mozganska kap

zdravljenje

Teriparatid Stimulacija tvorbe kostnine Glavoboli, slabost, omotice, miSi¢ni 2 leti

krci

1.4 TRENUTNE MOZNOSTI DIAGNOZE

Osteoporozo lahko odkrijemo z merjenjem kostne gostote, ki jo z uporabo dvoenergijske
rentgenske absorpciometrije (DXA) izmerimo v podro¢jih najpogostejSih osteoporoznih
zlomov. Gre za hitro metodo, ki pa ni vedno enostavno dostopna. Ocenjujejo tudi, da se samo
z upostevanjem izvida DXA spregleda znaten del bolnikov, ki bodo utrpeli osteoporozni
zlom. Na trdnost kosti in k tveganju za zlom namre¢ prispevajo tudi drugi parametri, ki jih
zaenkrat Se ni mogocCe izmeriti. Njihov skupni vpliv lahko delno ovrednotimo s pomocjo
racunalniSkega modela FRAX, ki glede na paleto podatkov (spol, starost, indeks telesne mase,
kajenje, itd.) izraCuna verjetnost za glavne osteoporozne zlome v prihodnjih letih. Tezavo tako
predstavlja dejstvo, da se bolezen odkriva relativno pozno, saj oboleli do prvega zloma
ponavadi nima simptomov (Kocjan, 2018). Pozna diagnoza zaradi nezadostnih diagnosti¢nih
metod vodi v nizjo uspesnost zdravljenja, saj kostno maso po upadu tezko spet povecamo.
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2 DOLGE NEKODIRAJOCE RNA
2.1 DEFINICIJA IN DELOVANIJE

Cloveski genom obsega ve¢ kot 6 miljard baznih parov (Ensembl, 2020). Ocenjujejo, da se
prepise priblizno 93 odstotkov genoma, vendar le nekaj odstotkov prepisanega koda dejansko
kodira proteine (Morillon, 2018). Nekodirajo¢im delom genoma se precej ¢asa ni namenjalo
veliko pozornosti, saj so veljali za nefunkcionalne, danes pa vemo, da sodelujejo v razlicnih
bioloskih procesih, kot so celi¢ni cikel, proliferacija in diferenciacija celic. Najbolj raziskane
med njimi so majhne interferencne RNA (siRNA) in mikroRNA (miRNA), najvecji delez
prepisa pa predstavljajo dolge nekodirajoce RNA oz. IncRNA. Trenutno sprejeta definicija jih
opisuje kot transkripte, daljSe od 200 nukleotidov, ki ne kodirajo proteinov. Pogosto se
izrazajo lokalizirano, tkivno-specifi¢no in pri nekaterih boleznih v spremenjenem obsegu, kar
kazZe na njihovo biolosko relevantnost (Wilusz, 2016).

intronska IncRNA smerna IncRNA intergenska IncRNA
ekson ekson ekson | intron ekson
dvosmerna IncRNA protismerna IncRNA

Slika 1: Razdelitev IncRNA. Glede na lokacijo v genomu in njihov polozaj glede na kodirajoce regije IncRNA
delimo na: smerne IncRNA, kjer transkript prekriva enega ali ve¢ eksonov na isti verigi; protismerne IncRNA,
kjer transkript prekriva enega ali ve¢ eksonov na komplementarni verigi; dvosmerne IncRNA, ki le delno, ¢e
sploh, prekrivajo 5° konce kodirajocih genov; intronske IncRNA, ki se nahajajo znotraj enega introna; in
intergenske IncRNA, ki se nahajajo na intervalu med dvema kodirajo¢ima genoma (prirejeno po Morillon, 2018).

Kot navaja Ze njihovo ime, IncRNA ne kodirajo proteinov. Nekatere sicer vsebujejo manjse
odprte bralne okvirje, ki se lahko prevedejo, vendar pa v nadaljevanju redko privedejo do
stabilnih in funkcionalnih peptidov. Vecino evkariontskih IncRNA sintetizira RNA
polimeraza II. Podobno kot mRNA imajo tudi IncRNA na 5' koncu lahko metiliran kon¢ni
nukleotid in poliadeniliran 3' konec, kar vodi v vecjo stabilnost. So dinami¢ne molekule, ki
tvorijo kompleksne sekundarne strukture. Slednje pri mnogih predstavljajo glavno
funkcionalno enoto, kar omogoca ohranjanje funkcije tudi v primeru spremembe zaporedja
(Morillon, 2018). Primer takSne IncRNA je HOTAIR, katerega nukleotidni sekvenci se pri
¢loveku in misi slabo prekrivata, vendar pri obeh molekula epigenetsko regulira kromatinske
domene (Li in sod., 2013). Dodatne Studije na 10 sesalskih genomih so prav tako pokazale
ohranjeno strukturo kljub variacijam v statisticno pomembnem $tevilu nukleotidov (He in
sod., 2011). V primerjavi s protein-kodirajo¢imi zaporedji so zaporedja IncRNA manj
ohranjena in s tem bolj dovzetna za spremembe, kar jim omogoca pridobitev novih funkcij
(Morillon, 2018).

Preucevanje IncRNA je Se vedno v fazi razvoja, vendar pa vedno ve¢ Studij navaja njihove
vloge v razliénih bioloskih procesih, v katerih sodelujejo z raznovrstnimi mehanizmi
delovanja.
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kromatin-modifikatorski

kompleks
metilacija/deacetilacija; transkripcijski

regulacija transkripcije ( 1 ) faktor

IncRNA zaviranje ZK IncRNA (2)

({{, ( transkripcije vaba “decoy”
() ~>DOODDDDC
IncRNA RNP l transkripcija
(3) kompleks
RNA
“sponge”
Inc R\KZD / (5)
(4) ' \..) lncRN'§
mIRNA rezanje mRNA degradacija mRNA /D ‘

/\/ \/\/\ g Rt .y O % protein

nhibicija translacije

Slika 2: Mehanizmi delovanja IncRNA. Stukturna plasti¢nost jim omogoca, da tvorijo dinami¢ne komplekse z
razli¢nimi molekulami; (1) vezejo se lahko na kromatin-modifikatorske komplekse in jih vodijo na specifi¢no
regijo kromatina, ter s tem regulirajo ekspresijo genov na epigenetskem nivoju — rekrutirajo lahko H3K4
metiltransferazne komplekse, s ¢imer aktivirajo transkripcijo genov, lahko pa vezejo DNA metiltransferaze, ki z
metilacijo DNA verige transkripcijo zavirajo; (2) funkcionirajo lahko kot vaba (»decoy«) ali kot kompetitivha
endogena RNA (ceRNA), ki inhibira efektor ali blokira njegovo vezavno mesto, ter s tem preprecijo
transkripcijo DNA; (3) prek interakcije z RNA-vezavnimi proteini lahko regulirajo post-transkripcijske procese
(Morillon, 2018); (4) t.i. “sponge” IncRNA vsebujejo komplementarno sekvenco taréni miRNA (kratke
nekodirajoce verige, dolge priblizno 21 baznih parov, ki izhajajo iz intronskih ali intergenskih regij genoma in
igrajo pomembno vlogo v post-transkripcijski regulaciji genov), z vezavo nanjo pa IncRNA znatno zavirajo
njeno delovanje in regulacijo genske ekspresije (Yavropoulou in sod., 2018); (5) LncRNA se lahko vezejo tudi
na proteine in regulirajo njihovo aktivnost in delovanje, s ¢imer vplivajo na encimsko-proteinske interakcije in
na razli¢ne signalne poti. Nekatere IncRNA delujejo tudi kot prekurzorji in vsebujejo manjse sekvence, iz katerih
lahko izhajajo miRNA (prirejeno po Morillon, 2018).

2.2 IZRAZANJE IncRNA V KOSTNIH CELICAH IN POMEN PRI OSTEOPOROZI

Za potencialno uporabo IncRNA pri zdravljenju osteoporoze je logicen prvi korak pregled
IncRNA v celicah kostnega metabolizma ter iskanje tistih, ki so vpletene v njegove
mehanizme — predvsem so kljucne IncRNA, ki s svojim delovanjem vplivajo na diferenciacijo
in aktivnost osteoblastov in osteoklastov. TakSnega preucCevanja se je najlazje lotiti na
celi¢nih kulturah. Umetno induciramo diferenciacijo, nato pa izraZzanje IncRNA spremljamo z
mikromrezami — plo§€ami z ve¢ tiso¢ sondami, ki nam omogocajo pregled ogromnega Stevila
genov naenkrat, ter ustvarijo celostno sliko izraZzanja genov. Na voljo nam je tudi
kvantitativna PCR, vendar je ta bolj primerna takrat, ko spremljamo manjSe Stevilo IncRNA.
Iz nabora opazovanih IncRNA nato izlu§¢imo tiste, ki so se spremenjeno izrazale, saj so te
najverjetneje tiste, ki vplivajo na preiskovan proces. Kot primer sta v nadaljevanju opisani
dve taksni Studiji: ena na osteoblastih, in ena na osteoklastih.
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Ekspresijski profil IncRNA med diferenciacijo Cloveskih mezenhimskih mati¢nih celic v
osteoblaste so v svoji Studiji proucevali Qiu in sod. (2017). Z mikromrezo so identificirali kar
665 transkriptov IncRNA, ki so se konstantno spremenjeno izrazali, kar nakazuje na njihovo
vpletenost v proces. Za nadaljne raziskovanje so si nato izbrali IncRNA
ENST00000502125.2, ki je bila v procesu diferenciacije stalno manj izrazana. Posledica
inhibicije IncRNA je bila poviSana stopnja diferenciacije in obratno, njena pozitivha
regulacija je zavirala diferenciacijo. Za IncRNA ENST00000502125.2 zato Qiu in sod. (2017)
predpostavljajo, da ima vlogo v procesu diferenciacije osteoblastov, niso pa predstavili
to¢nega mehanizma njenega delovanja.

Osteoklastom so se posvetili Dou in sod. (2016), in sicer so se poglobili v ekspresijski profil
ne le IncRNA, temvec tudi mRNA, circRNA in miRNA v procesu diferenciacije. Uporabili so
mi§jo celicno linijo virusnih makrofagov, ki sicer v in vivo niso prekurzorji osteoklastov,
vendar njihovi rezultati kljub temu ponazarjajo vpletenost IncRNA v procesu diferenciacije.
Z uporabo mikromreze so zaznali 518 IncRNA, 207 mRNA, 24 circRNA in 37 miRNA, ki so
se v procesu diferenciacije konstantno spremenjeno izrazale. V nadaljevanju so sestavili ko-
ekspresijsko mrezo med IncRNA in mRNA glede na ¢asovno odvisno korelacijo njihove
ekspresije. Mrezo je sestavljalo 241 transkriptov s kar 334 povezavami, kar nakazuje na zelo
kompleksno medsebojno delovanje. Ena IncRNA lahko regulira ve¢ genov na razli¢ne nacine,
hkrati pa lahko na regulacijo enega gena vpliva tudi ve¢ IncRNA. Izpostavili so IncRNA
Gm12310 in Gm12308, ki ju je mreZza povezala z genoma TNFSF12 in TNFSF13. Gena
kodirata proteina iz druzine TNF ligandov: TNFSF12 kodira protein TWEAK, za katerega je
sicer znano, da inducira apoptozo (Chicheportiche in sod., 1998), na proces osteoklastogeneze
pa delyje stimulativno (Park in sod., 2013); TNFSF13 kodira protein APRIL, ki prav tako
inducira razvoj osteoklastov (Hemingway in sod., 2011). Rezultati Studije kaZejo na
pomemben vpliv nekaterih IncRNA na proces osteoklastogeneze ter na njihovo medsebojno
povezanost z mRNA (Dou in sod., 2016).

Taksne Studije nakazujejo na vpletenost IncRNA v razvoju celic kostnega metabolizma. Poleg
preucevanja celiénih kultur pa za oblikovanje ekspresijskega profila IncRNA pri osteoporozi
potrebujemo bioloske vzorce bolnikov in zdravih kontrol, ki jih lahko na enak nacin
analiziramo z mikromrezami in spremljamo spremenjeno izraZzane IncRNA. Taksno Studijo so
objavili Zhou in sod. (2019). 1z vzorca venske krvi 73 Zensk z razli¢no kostno gostoto izolirali
monocite (slednji se lahko diferencirajo v osteoklaste) ter z mikromrezo spremljali izrazanje
12.007 IncRNA. Med skupinama z visoko oz. nizko kostno gostoto je bilo 575 spremenjeno
izrazenih IncRNA. Sestavili so ko-ekspresijsko mrezo s 164 interakcijami med IncRNA in
mRNA, prav tako so IncRNA povezali z blizu-leZe¢imi mRNA in identificirali 26 IncRNA, ki
bi lahko na osteoporozo vplivale prek regulacije mRNA. Za potrditev te hipoteze so z orodji
bioinformatike znotraj kandidatnih IncRNA iskali enonukleotidne polimorfizme (SNP-e), ki
so povezane s kostno gostoto; ve¢ kot 60 % kandidatnih IncRNA je takS$ne polimorfizme tudi
vsebovalo (Zhou in sod., 2019). Tako so predstavili potencialni IncRNA profil osteoporoze.

Ekspresijski profili nam torej nudijo vpogled v izrazanje IncRNA znotraj preiskovanega
procesa, ter na podlagi spremenjenega izrazanja predlagajo morebitne regulatorne IncRNA. V
kolikor Zelimo slednje uporabiti v diagnosti¢ne ali terapevtske namene, moramo njihov vpliv
dodatno preveriti, ter jim dolociti natanéne mehanizme delovanja. To najlazje dosezemo z
regulacijo njihovega izrazanja — slednje lahko povecamo ali ga utiSamo. Za povecevanje
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izrazanja se v celice dovaja eksogene molekule IncRNA, za utiSanje pa se ponavadi uporablja
predvsem RNA interferenco s kratkimi interferen¢nimi RNA (siRNA) ali kratkimi lasni¢nimi
RNA (shRNA), ki ju v celice vnasamo z vektorji ali s komercialnimi kiti za transfekcijo. Obe
povzrocita razgradnjo mRNA po transkripciji in tako preprecita translacijo. Po spremembi
izrazanja spremljamo posledice na celicah prek znanih oznacevalcev za preiskovan proces, ter
tako potrdimo ali ovrzemo vpliv izbrane IncRNA. Za iskanje mehanizma delovanja se lahko
posluzujemo razli¢nih bioinformatskih orodij, ki glede na zaporedje IncRNA zanjo predvidijo
morebitna vezavna mesta na razlicnih molekulah — slednja nato eksperimentalno potrdimo z
razli¢nimi tehnikami, kot sta uporaba luciferaznega reporterja in RNA »pull-down« metode
(izbor tehnike je seveda odvisen od vrste taréne molekule). V naslednjih dveh poglavjih je
tako zbranih nekaj Studij, ki so za posamezne IncRNA na opisan nacin predstavile vpliv na
diferenciacijo osteoblastov in osteoklastov, ter v vecini navedle tudi natan¢ne mehanizme
njihovega delovanja. Nekatere so stopile Se korak dlje od celi¢nih kultur in vpliv izbrane
IncRNA preverile in potrdile tudi in vivo na mi§jem modelu.

2.3 LncRNA V DIFERENCIACII IN AKTIVNOSTI OSTEOBLASTOV
2.3.1 LncRNA DANCR

Med prvimi podrobno opisanimi IncRNA v kostnem metabolizmu je nedvomno IncRNA
ANCR, oz. DANCR. Njen vpliv na diferenciacijo osteoblastov sta na ¢loveski celi¢ni liniji
fetalnih osteoblastov preiskovala Zhu in Xu (2013). Spremljala sta izrazanje DANCR in
potrdila, da je slednje manjSe v celicah med procesom diferenciacije. UtiSanje s siRNA je
vodilo v vi§jo stopnjo izrazanja izbranih fenotipskih oznacevalcev diferenciacije alkalne
fosfataze (ALP) in osteokalcina (OCN), pri povecanem izrazanju DANCR pa je prislo do
niZje stopnje izrazanja oznacevalcev v primerjavi s kontrolo. V nadaljevanju sta DANCR z
RNA »pull-down« metodo in RNA precipitacijo povezala s proteinom EZH2. Gre za N-
metiltransferazni encim, ki lahko utiSa izraZanje genov s kataliziranjem H3 trimetilacije lizina
27 pri tarénih promotorjih, ter usmerja celice v osteo- ali v adipo-genezo (Hemming in sod.,
2014). Predpostavila sta, da DANCR prek EZH?2 regulira izraZanje gena RUNX2. Gre za gen,
ki se pove€ano izraza v preosteoblastih in je kljuen za njihovo diferenciacijo v osteoblaste
(Komori, 2019). Hipotezo sta preverila s kvantitativno PCR analizo in zakljucila, da DANCR
v povezavi z EZH2 negativno regulira izraZanje RUNX2 in s tem zavira diferenciacijo
osteoblastov (Zhu in Xu, 2013).

Vlogo IncRNA DANCR so dodatno opisali Zhang in sod. (2018), tokrat v povezavi z
diferenciacijo Cloveskih mezenhimskih mati¢nih celic kostnega mozga v osteoblaste. Manjse
izrazanje DANCR je tudi pri teh celicah vodilo v vi§jo stopnjo diferenciacije, kar je potrdilo
ustrezno izrazanje izbranega oznacevalca ALP in oznacevalskih genov, med drugim tudi prej
omenjenega RUNX2. Tokrat je bila postavljena hipoteza, da DANCR vpliva na MAPK
kaskadne poti — verige proteinov, ki s fosforilacijo prenaSajo celi¢ne signale in za katere je Ze
znano, da regulirajo diferenciacijo in proliferacijo celic (Morrison, 2012). Spremljali so
fosforilacijo posameznih MAP kinaz ob povecanem izrazanju DANCR in potrdili, da slednje
niZa stopnjo fosforilacije MAP kinaze p38, s ¢imer zavira kaskadno pot — DANCR lahko torej
negativno regulira tudi proliferacijo in diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih celic prek p38
MAPK kaskade (Zhang in sod., 2018).
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LncRNA DANCR je bila tudi ze predlagana kot bioloski oznacevalec osteoporoze (Tong in
sod., 2015). Njeno izrazanje je bilo izmerjeno v monocitih, izoliranih iz vzorca venske krvi 40
zensk; kot pricakovano, se je pri skupini z manjSo kostno gostoto izrazito povecano izrazala.
Tako predstavlja potencialni bioloski oznacevalec za relativno preprosto diagnozo bolezni.
Njeno izrazanje je bilo v nadaljevanju povezano z izrazanjem faktorjev IL6 in TNF-a —
vnetnih citokinov s pomembnimi vlogami v imunskem odzivu in kostnem metabolizmu. IL6
med drugim izlo¢ajo osteoblasti za stimulacijo razvoja osteoklastov (Ishimi in sod., 1990),
prav tako jih stimulira TNF-a (Osta in sod., 2014). Ob povecanem izrazanju DANCR je prislo
do povecane koncentracije IL6 in TNF-a, ob utiSanju pa obratno. Na misjem modelu je bila
nato testirana stopnja resorpcije kosti ob spremenjenem izrazanju DANCR; resorpcijska
aktivnost pri skupini s povefanim izraZanjem je bila dvakrat visja kot pri kontrolni skupini,
kar nakazuje na njeno vlogo pri razvoju osteoporoze. Natancni mehanizem delovanja
DANCR na IL6 in TNF-a sicer Se ni poznan, predvidevajo pa, da lahko regulira njuno
izrazanje prek regulacije razlicnih miRNA (Tong in sod., 2015).

DANCR ima torej ve¢ nainov delovanja, s katerimi pripomore k razvoju osteoporoze;
negativno regulira diferenciacijo osteoblastov prek regulacije RUNX2 z EZH2, negativho
regulira diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih celic kostnega mozga prek zaviranja p38
MAPK kaskade, in nazadnje stimulira resorpcijo kosti prek regulacije IL6 in TNF-q.

2.3.2 LncRNA HoxA-AS3

LncRNA HoxA cluster antisense RNA 3 (HoxA-AS3) so opisali Zhu in sod. (2016).
Spremljali so njeno izraZzanje med diferenciacijo ¢loveskih in mi$jih mezenhimskih mati¢nih
celic v adipocite 0z. v osteoblaste. S kvantitativno PCR analizo in spremljanjem ustreznih
bioloSkih oznacevalcev so pokazali, da se HoxA-AS3 poveCano izraza v procesu
diferenciacije adipocit, zmanjSano pa v procesu diferenciacije osteoblastov. Njen vpliv so
potrdili z RNA interferenco — utiSanje HoxA-AS3 je rezultiralo v izrazito povefanem
izrazanju osteogenskega oznacevalca ALP in povecanem nalaganju kalcija. Rezultate so
preverili tudi v in vivo razmerah na mi§jem modelu ter potrdili, da utiSanje HoxA-AS3 vodi v
povecano tvorbo kostnega tkiva. Med iskanjem natan¢ne molekularne funkcije se je izkazalo,
da HoxA-AS3 deluje na podoben nacin kot ze opisana IncRNA DANCR - prek interakcije z
EZH?2 visa stopnjo H3 trimetilacije lizina 27 pri RUNX2 promotorju ter ga s tem represira.
Tako predstavlja Se en epigenetski faktor, ki vpliva na diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih
celic v osteoblaste (Zhu in sod., 2016).

2.3.3 LncRNA H19

LncRNA H19 so v kontekstu osteoporoze opisali Huang in sod. (2015). Njeno izraZanje,
skupaj z izrazanjem miR-675, ki izhaja iz prvega eksona H19, so spremljali med
diferenciacijo ¢loveskih mezenhimskih mati¢nih celic v osteoblaste. Izrazanje obeh je bilo v
procesu povecano, prav tako je vecje izrazanje obeh vodilo v vedje izrazanje oznacevalcev
RUNX2, ALP, OCN in obratno. Njun uc¢inek so preverili tudi in vivo na misjem modelu.
Celice s poveCanim izrazanjem H19 so vstavili v subkutano tkivo ter spremljali kostno
gostoto in formacijo kostnega tkiva. Poskusna skupina s pove¢anim izraZzanjem H19 je imela
znatno visjo mineralno gostoto kot kontrolna skupina in kot skupina z zmanjSanim izrazanjem
IncRNA. Kot tar¢o miR-675 so identificirali in potrdili faktor TGF-B1. Gre za enega klju¢nih
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regulatorjev celicne diferenciacije, saj je zanj Ze znano da lahko zavira diferenciacijo
osteoblastov prek inhibicije RUNX2 (Kang in sod., 2005). S fosforilacijo proteina Smad3
inducira deacetilacijo histonov prek histon deacetilaz HDCA4 in HDCAS, kar povzroci
represijo RUNX2. Protein se je zmanjSano izrazal ob prisotnosti H19 in/ali miR-675 in
poveCano izrazal ob njuni odsotnosti. Vezavo so preverili in potrdili z luciferaznim
reporterjem ter zakljucili, da H19/miR-675 stimulira diferenciacijo osteoblastov z vsaj delno
represijo delovanja TGF-B1. Interakcija s faktorjem vodi v niZjo stopnjo fosforilacije Smad3
in s tem v manjSe izraZanje in aktivnost HDAC4/5. Inhibira se deacetilacija histona H4 in
represija faktorja RUNX2, ki tako lahko inducira diferenciacijo Cloveskih mezenhimskih
mati¢nih celic v osteoblaste in stimulira formacijo kostnega tkiva (Huang in sod., 2015).

Dodatno so IncRNA H19 opisali Liang in sod. (2016), ki so se prav tako osredotocili na njeno
interakcijo z razliénimi miRNA. Tokrat so kot tar¢i predlagali in potrdili miR-141 in miR-22.
Slednji se lahko vezeta na B-katenin, multifunkcionalni protein s klju¢no transkripcijsko vlogo
v Wnt signalni poti, ki uravnava celi¢no proliferacijo, diferenciacijo, rast in razvoj (Kim in
sod., 2013). H19 tako deluje kot endogena kompetitivna RNA (ceRNA); z vezavo teh miRNA
preprec¢i njuno delovanje na protein, s cimer omogoc¢i Wnt/B-katenin signalno pot in stimulira
diferenciacijo osteoblastov (Liang in sod., 2016).

2.3.4 LncRNA Linc-ROR

Vlogo IncRNA Linc-ROR v osteogenezi so opisali Feng in sod. (2018). Povecano se je
izrazala med diferenciacijo ¢loveskih mezenhimskih mati¢nih celicah v osteoblaste. Pozitivna
regulacija njenega izraZzanja je rezultirala v pove€anem izraZanju osteogenskih oznacevalcev,
negativna pa v inhibiciji njihovega izraZzanja. Kot molekularni tar¢i so predlagali miR-138 in
miR-145 in pri obeh potrdili, da zavirata izrazanje osteogenskih oznacevalcev ALP in OCN,
kar nakazuje na njuno inhibitorno regulacijo osteogeneze. Kot tar¢o miR-138 in miR-145 so
nato identificirali protein ZEB2. Ta regulira izrazanje -katenina, s ¢imer pomembno vpliva
na Wnt/B-katenin signalno pot (Qi in sod., 2012). Luciferazni test je potrdil, da se miR-138 in
miR-145 vezeta na ZEB2 in zavirata njegovo izrazanje, s ¢Cimer v podaljSku zavirata izrazanje
B-katenina in inaktivirata Wnt/B-kateninsko signalno pot. Linc-ROR podobno kot H19, torej
deluje kot ceRNA — predstavlja vabo obema miR-138 in miR-145. Z vezavo nanju prepreci
njuno delovanje in s tem aktivira Wnt/ B-kateninsko signalno pot in omogoca diferenciacijo
osteoblastov (Feng in sod., 2018).

2.3.5 LncRNA MEG3

Materinsko izrazeni gen 3 (MEG3) se nahaja na 14. kromosomu, kodira pa dolgo
nekodirajoco IncRNA MEG3. Njeno vpletenost v kostni metabolizem so Zhuang in sod.
(2015) preucevali v mezenhimskih mati¢nih celicah kostnega mozga, izoliranih iz zdravih
pacientov in iz pacientov s Kahlerjevo boleznijo oz. plazmocitomom. Za bolezen je znacilno
razras€anje plazmocitomskih celic, ki izvirajo iz limfocitov B. Poleg izpodrinjanja drugih
celic iz kostnega mozga izloc¢ajo faktorje, s katerimi aktivirajo osteoklaste, kar vodi v
porusenje ravnovesja v kostnem metabolizmu, slabSe kostne strukture in vec¢je moznosti za
osteoporozne zlome (Zver S., 2018). Kvantitativna PCR analiza je med osteogenezo v zdravih
celicah pokazala trikrat vecje izrazanje MEG3 kot med osteogenezo v tumorskih celicah.
Povecano izrazanje je pri obeh skupinah rezultiralo v vec¢jem izrazanju osteogenskih
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oznacevalcev (RUNX2, OCN), utiSanje pa v njihovi inhibiciji (Zhuang in sod., 2015). Hkrati
se je ob utiSanju manj izrazal BMP4, regulator zorenja osteoblastov in pomemben faktor v
osteogenezi (Bandyopadhyay in sod., 2006). Dodajanje eksogenega BMP4 oz. za 10-krat
povecano izrazanje IncRNA MEG3 je pri celicah s plazmocitomom omililo posledice bolezni
ter stimuliralo diferenciacijo osteoblastov. Ker se MEG3 in BMP4 nahajata relativno blizu na
istem kromosomu, so predpostavili, da lahko MEG3 regulira njegovo transkripcijo. Z uporabo
luciferaznega reporterskega gena, kvantitativne PCR, prenosa po Westernu in
imunoprecipitacije so nasli funkcionalno mesto na BMP promotorju, ki ga MEG3 lahko
aktivira — transkripcijski faktor SOX2, ki se ob vezavi z MEG3 odstrani iz promotorja. MEG3
tako lahko pozitivno regulira transkripcijo BMP4, s cimer stimulira diferenciacijo
osteoblastov (Zhuang in sod., 2015).

Dve leti kasneje so bili objavljeni nasprotni rezultati — Wang in sod. (2013) porocajo o
inhibitornem u¢inku MEG3 na diferenciacijo osteoblastov tako na miSjem modelu kot pri
pacientih s pomenopavzno osteoporozo (PMOP). V izoliranih mezenhimskih mati¢nih celicah
kostnega mozga so spremljali izrazanje MEG3 skupaj z izrazanjem miR-133a-3p, za katero je
Ze znano, da zavira osteogensko diferenciacijo prek zaviranja izraZanja proteina SLC39A1
(Lv in sod., 2015). PoveCano izrazanje MEG3 je rezultiralo v inhibiciji osteogenske
diferenciacije, njeno utiSanje pa v vi§jem izraZzanju osteogenskih oznacevalcev RUNX2 in
OCN. Izrazanje obeh je bilo pri PMOP skupini bistveno visje kot pri zdravi kontroli, med
njunim izraZanjem pa se je pojavila pozitivna korelacija. Podatkovna baza StarBase v2.0 je
predvidela tri vezavna mesta med MEG3 in miR-133a-3p, vezavo pa je potrdila RNA »pull-
down« analiza. MEG3 naj bi tako pozitivno regulirala izraZanje miR-133a-3p, slednje pa vodi
v nizje izrazanje SLC39A1 ter posledi¢no v inhibicijo diferenciacije osteoblastov (Wang in
sod., 2017). Tak$ni nasprotujo¢i si podatki potrujejo kompleksnost delovanja IncRNA in
kazejo na odvisnost njihove funkcije od vpliva razli¢nih bolezenskih stanj.

2.3.6 LncRNA CRNDE

LncRNA CRNDE so v povezavi s kostnim metabolizmom opisali Mulati in sod. (2019).
Povecano se je izraZala med diferenciacijo misjih osteoblastnih prekurzorjev in mezenhimskih
mati¢nih celic v osteoblaste. Za poskus in vivo so z metodo CRISPR/Cas9 ustvarili mi§jo
linijo brez CRNDE, Crdne-/-. V primerjavi s kontrolo je imela skupina izrazito manjSo kostno
gostoto in slabSe parametre tvorbe kosti, hkrati so se manj izrazali tudi osteoblastni
oznacevalci (RUNX2, ALP). Povrsina osteoklastov in izraZanje bioloskih oznacevalcev kostne
resorpcije so bili podobni pri kontrolni in pri Crnde-/- skupini, kar nakazuje, da CRNDE na
osteoklastno aktivnost nima vpliva. Preverili so tudi u¢inek pove€anega izrazanja CRNDE in
potrdili, da je slednje vodilo v poviSano stopnjo diferenciacije osteoblastov. Ob iskanju
molekularne funkcije so CRNDE povezali z ve¢ proteini iz Wnt/B-katenin signalne poti
(Cendl, C-myc, Tcf712, Tcf7, Dkk1), ter potrdili, da utiSanje CRNDE slednjo zavira. Tako
predpostavljajo, da CRNDE stimulira diferenciacijo osteoblastov prek aktivacije Wnt/p-
katenin signalne poti, vendar pa natan¢ni molekularni mehanizmi njenega delovanja zaenkrat
$e niso znani.
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2.3.7 LncRNA GASS

LncRNA GASS5 so v kontekstu osteoporoze opisali Wang in sod. (2019). Izolirali so
mezenhimske mati¢ne celice iz kostnega mozga zdravih misi in iz miSi z odstranjenimi
jajéniki (OVX misi). Kot model so slednje relativno dober priblizek osteoporozi, ki nastane
kot posledica pomanjkanja estrogena pri Zenskah v menopavzi, saj predstavljajo model s
previsoko aktivnostjo osteoklastov. Pri OVX skupini se je GASS izrazito manj izrazala kot pri
zdravi kontroli. Ugotovili so, da se GASS5 lahko veze na miR-135a-5p. Slednja se veze na
protein FOXO01, ki stimulira proliferacijo in diferenciacijo osteoblastov ter zavira njihovo
apoptozo (Kim in sod., 2012). Delovanje GAS5 so preverili in vitro na mezenhimskih
mati¢nih celicah, izoliranih iz zdravih misi, ter pokazali, da je ob povecanem izrazanju GASS5
priSlo do povecanega izrazanja osteogenskih oznadevalcev ob utiSanju verige pa je njihovo
izrazanje upadlo. LncRNA GASS lahko torej regulira izrazanje FOX01 prek vezave miR-
135a-5p in inhibicije njenega delovanja, s ¢imer spodbuja diferenciacijo osteoblastov (Wang
in sod., 2019).

2.3.8 LncRNA MSC-AS1

LncRNA MSC-ASI se nahaja na 8. kromosomu, njeno vlogo v kostnem metabolizmu pa so
opisali Zhang in sod. (2019). UtiSanje MSC-ASI je vodilo v niZje izraZzanje osteogenskih
oznacevalcev med diferenciacijo misjih mezenhimskih mati¢nih celic in obratno. MSC-AS1
so z uporabo bioinformatskih orodij nato povezali z miRNA miR-140-5p — slednja se veZe na
protein BPM2 in inhibira njegovo delovanje, s ¢imer zavira BMP/Smad signalno pot in s tem
diferenciacijo osteoblastov (Hwang in sod., 2014). Interakcije med MSC-AS1 in tarénimi
molekulami so preverili z luciferaznim reporterjem in potrdili, da MSC-AS1 z vezavo miR-
140-5p pozitivno regulira diferenciacijo osteoblastov, saj omogo¢a BMP2/Smad signalno pot
(Zhang in sod., 2019), ter tako deluje kot kompetitivna ceRNA.

2.4 LncRNA V DIFERENCIACIHI IN AKTIVNOSTI OSTEOKLASTOV
2.4.1 LncRNA AK077216

LncRNA AKO077216 je bila prav tako opisana na miS§jem modelu, tokrat v povezavi z
aktivnostjo osteoklastov. Liu in sod. (2018) so z mikromreZo spremljali izraZanje IncRNA
med osteoklastogenezo ter med 170 IncRNA, ki so se med diferenciacijo povecano izrazale,
izbrali AKO077216, saj se je ta izrazala kar 39-krat povecano. Aktivnost osteoklastov v
odvisnosti od regulacije AK077216 so nato testirali na kostnem tkivu in potrdili, da je pri
skupini s poveCanim izraZzanjem priSlo do znatno vi§je stopnje resorpcije tkiva kot pri
kontroli, pri skupini z utiSano AK077216 pa je bilo resorpcije manj. IzraZzanje so dodatno
preverili Se in vivo na OVX mi§jem modelu in potrdili, da je bila kostna gostota pri OVX
skupini znatno nizja kot pri kontrolni, izrazanje AK077216 pa kot pricakovano povecano (Liu
in sod., 2019). Kot tarco AK077216 so navedli NIP45 — protein, ki negativno regulira
diferenciacijo osteoklastov z zaviranjem izrazanja gena NFATcl (Shanmugarajan in sod.,
2012). Slednji se nahaja blizu AK077216 in se je tekom diferenciacije izrazito znizano
izrazal. Kvantitativna PCR analiza in prenos po Westernu sta potrdila, da IncRNA AK077216
zavira izrazanje NIP45 tako na mRNA kot na proteinskem nivoju. LncRNA AK077216 lahko
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torej negativno regulira izrazanje NIP45, s Cimer omogoci izrazanje NFATcl in s tem
diferenciacijo osteoklastov (Liu in sod., 2019).

2.4.2 LncRNA MIRG

LncRNA MIRG so opisali Ling in sod. (2019). Njeno izrazanje so spremljali med
diferenciacijo misjih makrofagov v osteoklaste in potrdili, da se med procesom povecano
izraza. Njeno utiSanje je zaviralo proliferacijo in diferenciacijo osteoklastov ter rezultiralo v
nizjem izrazanju razli¢nih genov, povezanih z njihovo diferenciacijo in aktivnostjo (NFATcl,
TRAP, CTSK, MMPY). V nadaljevanju so MIRG1 povezali z miRNA miR-1897 in genom
NFATcl — MIRGI naj bi z vezavo na miR-1897 iznic¢ila njen inhibitorni u¢inek na NFATc],
ter tako na podoben nacin kot AK077216 pozitivno vplivala na diferenciacijo osteoklastov
(Ling in sod., 2019)

3 UPORABA IncRNA V DIAGNOSTIKI IN TERAPLJI
3.1 DIAGNOSTIKA

LncRNA imajo dve lastnosti, zaradi katerih so odli¢ni potencialni bioloski oznacevalci:
izrazajo se prostorsko in ¢asovno specifino, med boleznijo pa spremenjeno. Predstavljajo
enostavne in neinvazivne oznacevalce za ugotavljanje bolezni tezje dosegljivih tkiv in
organov, saj jih preprosto izoliramo iz celic ali telesnih tekocin. Vecina $tudij na to temo jih
opisuje v kontekstu kardiovaskularnih bolezni in razli¢nih vrst raka (Qi in sod., 2016). Ze leta
2014 so Kumarswamy in sod. ponudili IncRNA LIPCAR kot oznacevalec za napoved
smrtnosti pacientov z okvarami srca, saj neodvisno od drugih faktorjev kaze na stopnjo
remodeliranja okvare. LncRNA bi tako lahko predstavljale pomemben bioloski oznacevalec
za osteoporozo. V primerjavi s trenutnimi diagnosti¢nimi metodami, ki bolezen redko zaznajo
pred prvim osteoporoznim zlomom, bi lahko IncRNA zdravnikom omogocale hitrejSo
diagnozo in tako uspesnejSe zdravljenje.
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Slika 3: Primer potencialne uporabe IncRNA v diagnostiki. Iz vzorca venske krvi pacienta izoliramo monocite, iz
njih izlo¢imo celukupno RNA, jo analiziramo z uporabo kvantitativne PCR ali mikromreze, ter izrazanje
izbranih IncRNA primerjamo s podatki o njihovem izrazanju pri osteoporozi za ovrednotenje bolezenskega
stanja.

Kot bioloski oznacevalec je Ze bila predlagana opisana IncRNA DANCR, ki se je pri Zenskah
z manjSo kostno gostoto v monocitih izrazito povecano izrazala (Tong in sod., 2015). Zanjo
sicer predvidevajo razlicne mehanizme delovanja, vendar v vseh Studijah navajajo njen
negativni ucinek na diferenciacijo in aktivnost osteoblastov ter s tem pomemben vpliv na
razvoj osteoporoze (Zhu in Xu, 2013; Zhang in sod., 2017). Do tak$ne uporabe DANCR ali
drugih IncRNA nas lo¢i Se precej Studij, s katerimi bi natan¢no ovrednotili njihovo izrazanje v
odvisnosti od bolezni. Enako velja tudi za uporabo tehnologije mikromreZz; primerjava profila
pacienta z Ze znanim profilom osteoporoze bi prav tako omogocala hitrejSo diagnozo, vendar
pa je samih Studij na to temo zaenkrat zelo malo in vsekakor ne dovolj za dolocitev
univerzalnega profila bolezni, ki bi ga lahko redno uporabljali v medicini.

Poleg pomanjkanja informacij o njihovem spremenjenem o izraZanju, nam tezavo pri uporabi
IncRNA kot bioloskih oznacevalcev predstavlja tudi vprasanje njihove stabilnosti, saj zanje
navajajo zelo raznolike razpolovne ¢ase (Clark in sod., 2012). LncRNA razpadajo na podoben
nacin kot mRNA, vendar so od slednjih kot skupina §e manj stabilne, saj ob vezavi na taréne
molekule pogosto pride do njihove degradacije. Poleg preucevanja njihovega izraZanja bi bilo
tako potrebno nameniti precej ¢asa tudi preucevanju njihove stabilnosti v razli¢nih pogojih —
tako v samem telesu, kot tudi v odvzetih vzorcih ter tekom procesov izolacije in
kvantifikacije.

3.2 TERAPIJA

LncRNA imajo s svojimi raznolikimi funkcijami in mehanizmi delovanja potencial za
regulacijo bolezenskih stanj, ki jih s trenutno razvitimi metodami zaenkrat Se ni mogoce
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obvladovati. Zlasti mikavna je njihova sposobnost modulacije razlicnih tar¢nih molekul in
regulacije izrazanja proteinov ter molekul miRNA. Do nedavnega je bilo moznosti za
regulacijo IncRNA malo, v zadnjem Casu pa se pojavlja ¢edalje ve¢ metod, ki bi omogocale
tudi terapevtsko uporabo. LncRNA bi kot terapevtik lahko uporabili na dva glavna nadina;
IncRNA bi lahko utiSali ali modificirali ter tako zavrli njeno delovanje (tukaj bi bile aktualne
IncRNA, ki stimulirajo aktivnost osteoklastov in razgradnjo kostnega tkiva), lahko pa bi
povecali njeno izrazanje in tako spodbujali njeno delovanje (uporabno za IncRNA, ki
stimulirajo osteoblaste in izgradnjo kostnega tkiva).

LncRNA lahko relativno enostavno utiSamo z uporabo protismernih oligonukleotidov (ASO),
kratkih interferenénih RNA (siRNA) in kratkih lasniénih RNA (shRNA). Gre za kratke RNA
(siRNA in shRNA) oz. DNA verige (ASO), ki s svojo vezavo na taréno RNA slednjo
razgradijo in preprec¢ijo njeno delovanje. Ker gre za majhne molekule jih lahko v telo
vnaSamo prek vektorjev, ali pa jih modificiramo na nacin, ki omogoca njihov prenos do
tarcnih celic — vsekakor jih ne moremo vnaSati nespremenjenih, saj v krvnem obtoku in v
ekstracelularnem prostoru hitro razpadajo. Za njihov vnos jih tako pogosto konjugiramo z
razlicnimi molekulami (npr. s peptidi, protitelesi) ali pa se jih vgradi v nanodelce. Na
podoben nacin bi lahko poleg samega izrazanja IncRNA modulirali tudi njeno funkcionalnost.
Tukaj predstavljajo moznosti predvsem antagonisti¢ni oligonukleotidi in majhni inhibitorji
proteinskih vezavnih mest, s katerimi bi lahko preprecili vezavo IncRNA na njeno tarc¢no
mesto in s tem njen vpliv na nadaljne procese. Majhne inhibitorske molekule lahko
uporabljamo tudi za spremembo sekundarne strukture IncRNA prek modulacije njenega
zvitja, kar vodi v izgubo funkcionalnosti (Sanchez in Huarte, 2013). Pri vnosu siRNA in
majhnih molekul v kostno tkivo se sicer znanstveniki sreCujejo z nemalo problemi, saj je
tkivo manj prekrvavljeno in tako vnos manj ucinkovit, hkrati pa se nanoformulacije s siRNA
in drugimi majhnimi molekulami po intravenoznem vnosu pogostokrat nabirajo v jetrih in
vranici. V zadnjem casu se i§¢e in razvija nove ligande, ki bi nanoformulacije vodili do
kostnih celic; med Ze identificiranimi so bisfosfonati, (Asp)8, (Asp)6 in (AspSerSer)6
oligopeptidi, ki se veZejo na kristale hidroksiapatita, ter CH6 aptamer, ki se veZe na
osteoblaste (Liu, 2016). Smiselno je pri¢akovati, da bomo v kratkem imeli na voljo vec
ligandov in transportnih sistemov, primernih za vnos majhnih molekul v kostno tkivo in v
celice kostnega metabolizma, s katerimi bomo lahko regulirali izraZanje in delovanje tarénih
IncRNA.

Poleg uporabe majhnih molekul sta nam za utiSanje IncRNA na voljo Se CRISPR interferenca,
s katero reguliramo izraZanje genov na nivoju transkripcije (Bonetti in Carninci, 2017) in
CRISPR/Cas9 metoda, s katero lahko izrezemo sekvenco izbrane IncRNA iz genoma ter tako
prepre¢imo njeno delovanje. Slednje so v kontekstu osteoporoze predstavili na mi§jem
modelu z izrezano IncRNA CRNDE, kar je rezultiralo v znatno niZji kostni masi (Mulati in
sod., 2020). Komponente CRISPR/Cas9 sistema so sicer vnesli v oplojena misja jajceca, kar
je Se precej dalec od terapevtika, primernega za sistemski vnos v odraslega ¢loveka, vendar je
genska terapija hitro-razvijajoCe se podrocje na katerem lahko v prihodnosti pricakujemo
precej napredka.

Za pozitivno regulacijo nam je na voljo predvsem dovajanje izbranih IncRNA specificnim

celicam, kjer bi pripomogle k zaviranju bolezni. Primer take terapije bi bila lahko uporaba
IncRNA H19. Povecano izrazanje te IncRNAje na miSjem modelu v in vivo razmerah
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rezultiralo v znatno visji kostni gostoti, ter bolje razvitem kostnem tkivu (Huang in sod.,
2015). V primerjavi z utiSanjem je pozitivna regulacija sicer Se zahtevnej$i proces, saj
potrebujemo vecje neskodljive vektorje, sposobne prenosa daljSih transkriptov z visoko
ucinkovitostjo transfekcije, ki so prav tako specificni za tar¢no tkivo (Silva in sod., 2019).
Zanimivo in relativno novo moznost tukaj predstavljajo ekstracelularni vezikli, ki jih lahko
modificiramo za prenos izbranih molekul, med drugim RNA in terapevtikov. Glede na celice,
ki jih izlocajo, so lahko specifi¢ni za tar¢na tkiva in celice. Vec §tudij je Ze potrdilo vpletenost
veziklov v regulacijo kostnega metabolizma prek omogocanja celicne signalizacije med
mezenhimskimi mati¢nimi celicami, osteoklasti in drugimi celi¢nimi tipi (Ekstrom in sod.,
2013; Martins in sod., 2016), s ¢imer predstavljajo potencialni transportni sistem za IncRNA
terapevtike v kostno tkivo. Tudi tukaj nas seveda caka Se precej dela s preucevanjem
stabilnosti IncRNA znotraj takih sistemov in sam inZeniring primernega transportnega
vezikla. Alternativna moznost bi bila transfekcija celic v in vifro razmerah in nato njihov
prenos v in vivo (Silva in sod., 2019).

vstavljanje IncRNA
v ckstracelularne vezikle

]
l/f&fl‘lCRNA IncRNA spodbujajo @ .
aktivnost osteoblastov
()
g ®
®

@

> @

-
IncRNA zavirajo ; ’ ®
aktivnost osteoklastov .

vnos veziklov
v telo pacienta
(intravenozno,
intraperitonealno itd.)

povecanje oz.

vzdrzevanje kostne mase
Slika 4: Primer potencialne terapije z IncRNA; izbrane IncRNA vstavimo v modificirane ekstracelularne vezikle,
ter slednje vnesemo v telo pacienta. Vezikli potujejo do tarcnih celic — osteoblastov in osteoklastov, kjer

sprostijo IncRNA. Slednje nato ustrezno regulirajo aktivnost celic in s tem pripomorejo k vzdrZzevanju kostne
mase.

4 ZAKLJUCKI

Vse vec $tudij kaze na vpletenost dolgih nekodirajo¢ih RNA v kostni metabolizem. LncRNA
se med diferenciacijo celic kostnega metabolizma ter ob pojavu osteoporoze in drugih kostnih
bolezni spremenjeno izrazajo. Med IncRNA, ki bi lahko pripomogle k blaZzenju razvoja in
simptomov osteoporoze, so DANCR, HoxA-AS3, H19, HIF1a-AS1, MEG3, Linc-ROR,
CRNDE, Bmcob, GASS, MSC-AS1, AK077216 in MIRG. Z regulacijo njihovega delovanja
bi lahko pozitivno vplivali na diferenciacijo osteoblastov oziroma negativno na diferenciacijo
osteoklastov. Tako bi pripomogli k ponovni vzpostavitvi ravnovesja med procesoma kostne
razgradnje in izgradnje. Vecina opisanih $tudij, ki navaja delovanje opisanih IncRNA in jih
predstavlja kot morebitne terapevtike, je sicer potekala na celi¢nih linijah v in vitro, kar ne
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odraza nujno in vivo razmer. Manjse Stevilo Studij je njihovo delovanje preverilo in potrdilo
tudi in vivo na misjih modelih, ni pa Se Studij, ki bi njihov u¢inek ovrednotile pri ¢loveku.
Problem pri prenosu na klini¢no skalo predstavlja predvsem dejstvo, da je preucevanje
IncRNA Se v fazi razvoja; Studij njihovega vpliva je relativno malo in zaenkrat ostaja
neodkritih ogromno informacij, ki bi jih za oblikovanje terapevtikov morali poznati. Ena sama
IncRNA lahko namre¢ deluje na razlicne nacine — kot primer je na voljo opisana DANCR, ki
naj bi zavirala diferenciacijo osteoblastov na vsaj tri razliéne nadine. Se bolj pere¢o dilemo
predstavljajo nasprotujoci si podatki, ki se kot primer pojavljajo pri IncRNA MEG3: ena
Studija navaja pozitiven ucinek na diferenciacijo osteoblastov, druga negativnega. Tako se
poraja vpraSanje, ali je lahko regulacija oz. vpliv med IncRNA in boleznimi obojestranski,
oziroma ali lahko IncRNA ob dolocenih pogojih spremeni svoje delovanje. Skrb zbujajoce je
tudi dejstvo, da lahko ena IncRNA deluje v razli¢nih tkivih in celicah; medtem ko bi na
izbrano bolezensko stanje morda vplivala pozitivno, bi se lahko drugje pojavljali nezeleni
stranski ucinki. Slednjih na celi¢nih kulturah ni mogoce ovrednotiti, spremljale pa jih niso niti
opisane Studije, ki so potekale na misjih modelih; pri vecini so namrec le izolirali kostno tkivo
iz usmréene misi ter tako spremljali ucinek regulacije IncRNA izklju¢no na kostni
metabolizem. Nenazadnje se pojavljajo tudi omejitve pri sami metodologiji; transportni
sistemi za vnasanje IncRNA terapevtikov v kostno tkivo so namre¢, tako kot same IncRNA,
Se v fazi razvoja. Kljub njihovem potencialu jih tako od prenosa na terapevtsko skalo verjetno
lo¢i Se kar nekaj let. Trenutno je registriranih manj kot 50 klini¢nih Studij, ki IncRNA
povezujejo z bolezenskimi stanji (NIH, 2020), toda vecina jih preucuje kot bioloske
oznacevalce, ne kot terapevtike. Poleg tega jih preucujejo predvsem kot oznacevalce
kardiovaskularnih bolezni in rakavih obolenj, ni pa tovrstnih $tudij, ki bi se nanasale na
osteoporozo. Pri uporabi IncRNA kot bioloSkih oznadevalcev za osteoporozo se torej sreCamo
s pomanjkanjem podatkov o njihovem izrazanju med razvojem te bolezni pri ¢loveku —
nimamo namre¢ IncRNA profila bolezni, s katerim bi lahko primerjali profil pacienta.

Kot navaja tudi vecina avtorjev opisanih Studij, bo za uresniCitev potenciala IncRNA v
kontekstu osteoporoze potrebno Se dodatno raziskovanje njihovega izrazanja in delovanja,
obenem pa bo treba razviti metodologije za njihovo regulacijo in vnos v telo.
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PRILOGA A

Pregled $tudij LncRNA v osteoblastih, osteoklastih, in v kontekstu osteoporoze

LncRNA Delovanje Model Vir
AKO077216 stimulira diferenciacijo osteoklastov mis Liu in sod. (2018)
Bmcob stimulira osteogenezo mis Sun in sod. (2018)
Bmncr zavira diferenciacijo osteoklastov mis Chen in sod. (2019)
CASCI11 stimulira izrazanje tnf-a v osteoklastih Clovek Yu in sod. (2019)
CRNDE stimulira diferenciacijo osteoblastov Clovek Mulati in sod. (2019)
DANCR zavira diferenciacijo osteoblastov Clovek Zhu in Xu (2013),
Zhang in sod. (2018),
Tong in sod. (2015)
GASS stimulira diferenciacijo osteoblastov mis Wang in sod. (2019)
H19 stimulira diferenciacijo osteoblastov Clovek Huang in sod. (2015),
Liang in sod. (2016)
HoxA-AS3 zavira diferenciacijo osteoblastov Clovek Zhu in sod. (2016)
Linc-ROR stimulira diferenciacijo osteoblastov ¢lovek Feng in sod. (2018)
MALATI1 nejasno Clovek, Yang in sod. (2019),
podgana Zheng in sod. (2019)
MEG3 nejasno Clovek Zhuang in sod. (2015),
Wang in sod. (2013)
MIRG stimulira diferenciacijo osteoklastov mis Lin in sod. (2019)
MSC-AS1 stimulira diferenciacijo osteoblastov mis Zhang in sod. (2019)
NEF nejasno Clovek Ma in sod. (2019)
SNHG! nejasno ¢lovek Huang in sod. (2019)
TUGI stimulira diferenciacijo osteoklastov Clovek Han in sod. (2019)
XIXT stimulira diferenciacijo osteoblastov Clovek Zhang in sod. (2019)




