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Streszczenie

Streszczenie

MikroRNA (miRNA) sg klasa naturalnie wystgpujacych niekodujacych RNA
0 dlugoséci ok. 21 nukleotydéw. Kodowane w genomie miRNA wyzwalane sg
z wigkszych dwuniciowych transkryptow w wieloetapowym procesie zachodzacym
zarowno w jadrze komoérkowym jak i cytoplazmie. Dojrzaty jednoniciowy mMiRNA
zostaje wilaczony do wyciszajacego kompleksu rybonukleoproteinowego (RISC)
odpowiedzialnego za regulacj¢ procesu ekspresji gendw. Kazdy miRNA jest cze$ciowo
lub catkowicie komplementarny do kilku lub kilkudziesigciu MRNA. Po wlaczeniu do
kompleksu rybonukleoproteinowego miRNA petnig funkcje sond kierujacych RISC do
docelowych transkryptow. W rezultacie mRNA ulega degradacji lub jego translacja
zostaje zahamowana. Udowodniono, ze miRNA uczestnicza w procesach indukujacych
przejscie komorek z jednego stanu czynno$ciowego w inny tak o charakterze
fizjologicznym: roznicowanie, programowana $mier¢ komorki, jak i patologicznym:
nowotworzenie. Z uwagi na fakt, ze u cztowieka zidentyfikowano juz ponad 2000
dojrzatych miRNA ich potencjat regulacyjny i wplyw na losy komorki jest nie do
przecenienia. Dlatego tez stworzenie metod kompleksowej analizy miRNA jest
niezb¢dne dla lepszego zrozumienia przebiegu réznych procesow rozwojowych lub

chorobowych.

Podstawowym celem niniejszej pracy bylo opracowanie metod
umozliwiajagcych wykorzystanie technik mikromacierzowych w rdéznicowej analizie

akumulacji ludzkich miRNA.

Aby osiagna¢ ten cel opracowalem pelng $ciezke analizy mikromacierzowej
miRNA obejmujaca: (i) zaprojektowanie i wykonanie mikromacierzy dedykowane;j
mMIRNA, (ii) optymalizacj¢ metod pozyskiwania materiatu biologicznego i izolacji
frakcji  niskoczasteczkowych RNA, (iii) optymalizacj¢ metod znakowania
I hybrydyzacji RNA do mikromacierzy, oraz (iv) obrobke bioinformatyczng
| statystyczng uzyskanych wynikow.

W ostatnim etapie badan chcac wykazaé przydatno$é opracowanej metody
przeprowadzitem wstepng analiz¢ rdéznicowg akumulacji  ludzkich miRNA
w komorkach jednojadrzastych uzyskanych z krwi i szpiku pacjentéw cierpigcych na
ostra biataczke szpikowa typu M1 1 M2.



Summary

Summary

MicroRNAs (miRNAs) are a class of naturally occurring non-coding RNAs
about 21 nucleotides in length). Genome encoded miRNAs are excised from longer
double-stranded RNA transcripts in a multistage process occurring both in nucleus and
cytoplasm. Mature single-stranded miRNA species are then incorporated into
a ribonucleoprotein silencing complex (RISC) playing important role in gene expression
regulation. Every miRNA is partially or fully complementary to one or more cellular
MRNASs. Thus, miRNA guides RISC silencing complex to target transcripts. In result
target MRNA molecules are degraded or their translation is inhibited. It has been shown
that miRNAs can induce a transition of cells from one functional state to other as well
as physiological (differentiation, programmed cell death), or pathological (oncogenesis).
Due to the fact, that more than 2000 different human miRNAs were identified up to date
their regulatory potential and impact on cell fate is not to be underestimated. Therefore
it is necessary to develop the assays enabling a comprehensive miRNA analysis in order

to gain a better understanding of various developmental and pathological processes.

The main purpose of the present thesis was a development of techniques
enabling usage of DNA microarray methods in a differential analysis of human

miRNAS expression patterns.

In order to achieve the above-mentioned goal | have developed a complete
DNA microarray-based procedure of miRNA analysis. This procedure comprises: (i)
design and production of a microarray dedicated to detect human miRNAs, (ii)
optimization of biological material acquisition and small RNA isolation, (iii)
optimization of small RNA labeling and microarray hybridization, (iv) bioinformatic

and statistical analysis of acquired data.

In the last phase of my research in order to prove a usefulness of developed
methods | have conducted a preliminary differential analysis of miRNA accumulation in
blood and bone marrow mononuclear cells obtained from acute myeloid leukemia

patients.
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Wykaz skréotow i akronimow

AML — ang. acute myeloid leukemia — ostra biataczka szpikowa
ATP — ang. adenosine-5'-triphosphate — adenozyno-5'-trifosforan
BSA — ang. bovine serum albumin — surowicza albumina bydleca

CGH - ang. comparative genomic hybrydization — poréwnawcza hybrydyzacja

genomowa

CLL - ang. chronic lymphoid leukemia — przewlekta biataczka limfoblastyczna
CML - ang. chronic myeloid leukemia — przewlekta biataczka szpikowa

CTP - ang. cytidine-5'-triphosphate — cytydyno-5'-trifosforan

Cy3/ Cy5 —ang. cyanine 3/5 — cyjanina 3/5

DEPC - ang. diethylpyrocarbonate — dietylopiroweglan

DGCRS8 - ang. DiGeorge syndrome critical region gene 8 — region krytyczny dla
zespotu DiGeorge gen 8

dNTP - ang. deoxyribonucleotide triphosphate — trifosforany deoksynukleotydéw
dsRNA - ang. double stranded RNA — dwuniciowy RNA

dTTP - ang. 2'-deoxythymidine-5’-triphosphate — 2’deoksytymidyno-5’-trifosforan
DTT — ang. dithiothreitol — ditiotreitol (1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol)

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid — kwas etylenodiaminotetraoctowy
FBS - ang. foetal bovine serum — bydlgca surowica ptodowa

GAL - ang. Gene Array List — lista macierzy gendw (rozszerzenie pliku
komputerowego)

GPR - ang. GenePix Results — wyniki GenePix (rozszerzenie pliku komputerowego)

GTP — ang. guanosine-5'-triphosphate — guanozyno-5’-trifosforan



Wykaz skrotow i akronimow

KIT — ang. Mast/stem cell growth factor receptor Kit — receptor czynnika wzrostu

komorek macierzystych/tucznych KIT
LNA - ang. locked nucleic acid — kwas nukleinowy o usztywnionej konformacji

miRNP — ang. microRNA ribonucleoprotein complex — kompleks

rybonukleoproteinowy zwigzany z mikroRNA

miRNA — ang. microRNA — mikroRNA

MYC - ang. Myc proto-oncogene protein — proto-onkogen Myc

PCR - ang. polymerase chain reaction — tancuchowa reakcja polimerazy

piRNA — ang. Piwi-interacting RNA — RNA oddziatujace z biatkami Piwi

PMT (gain) — ang. photomultiplier gain — amplifikacja sygnatu przez fotopowielacz
PTC —ang. papillary thyroid carcinoma — rak pgcherzykowy tarczycy

PV —ang. polycythenia vera — czerwienica prawdziwa

gRT-PCR - ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction —

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

RISC — ang. RNA-induced silencing complex — indukowany RNA kompleks

wyciszajacy

RPM - ang. revolutions per minute — obroty na minute

RT —ang. reverse transcription — odwrotna transkrypcja

SDS - ang. sodium dodecy! sulfate — laurylosiarczan sodu, dodecylosiarczan(V1) sodu
SIRNA — ang. small interfering RNA — male interferujace RNA

SSC - ang. sodium saline citrate buffer — bufor zawierajacy chlorek sodu i cytrynian
sodu

TGF-a — ang. transforming growth factor alpha - transformujacy czynnik wzrostu alfa

TNF-a — ang. tumor necrosis factor o — czynnik nekrozy nowotworu alfa



Wykaz skrotow i akronimow

Tris — ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane — tris(hydroksymetylo)aminoetan
UTP - ang. uridine-5'-triphosphate — urydyno-5'-trifosforan

VSN - ang. Variance Stabilization and Normalization — stablizacja wariancji

i normalizacja (dla danych mikromacierzowych)



I. Wstep

. Wstep

Na przetomie XX i XXI wieku jednym z najwigkszych wyzwan biologii
molekularnej bylo ukonczenie zapoczatkowanego w 1990 roku projektu
sekwencjonowania genomu czlowieka (Human Genome Project)™? Gdy 14 kwietnia
2003 roku opublikowano ostateczne wyniki projektu® wielu naukowcéw niemalze
euforycznie zapowiadato nastanie nowej ery dla ludzkosci. Thomas Michael Dexter,
owczesny dyrektor Wellcome Trust (fundacji, ktoéra wspotfinansowata badania)
stwierdzil: ,,Kilka miesiecy temu porownatem nasz projekt do wynalezienia kota. Po
refleksji uwazam, zZe jest czyms wiecej. Moge sobie wyobrazié, zZe technologia
spowoduje, Ze kolo stanie si¢ przestarzale, a ten kod jest esencjq czlowieczeristwa™®.
W rzeczywisto$ci sama znajomos¢ sekwencji gendw, ktorych liczbe oszacowano na ok.
30 tysiecy, bez wystarczajacej wiedzy na temat $ciezek regulacji aktywno$ci genomu
byla i wcigz jest niewystarczajaca dla opisania skomplikowanych procesOw
molekularnych zachodzacych w komorkach. Pomimo iz kazda dojrzata ludzka komorka
(za wyjatkiem erytrocytow I gamet) zawiera ten sam zestaw gendw, jedynie cze$¢ z nich
jest aktywna w danym momencie determinujagc m.in. specyficzno$¢ tkankowa, stan
fizjologiczny czy reakcje na bodzce egzo- i endogenne. Z tego tez powodu w ostatnim
dziesigcioleciu wysitki biologobw molekularnych skupione zostaly na poszukiwaniu
mechanizmow odpowiedzialnych za kontrole ekspresji genéw. W rezultacie repertuar
znanych  systemow  regulacyjnych  funkcjonujacych np. poprzez czynniki
transkrypcyjne, acetylacje i1 deacetylacje biatek histonowych lub metylacje DNA
poszerzony zostal o mechanizmy wykorzystujace niewielkie, 20-30 nukleotydowe
regulatorowe czasteczki RNA. Pelnig one w komdrkach eukariotycznych rozliczne
funkcje, biorgc m.in. udzial w: remodelowaniu struktury chromatyny, transkrypcji,
segregacji chromosomow, obrobce i stabilizacji RNA czy translacji. Zwazywszy na
fakt, iz krotkie RNA zazwyczaj hamujg ekspresje gendw (chociaz istniejg wyjatki od tej
reguly), zwigzany z nimi proces regulacji zostal nazwany interferencja RNA (RNAi —

ang. RNA interference) lub tez wyciszaniem RNA (ang. RNA silencing).

! CcaNTOR, C.R., Nature, (1990), s. 106.
2 WATSON, J.D., Science (1990), s. 44.
$ VENTER, J.C., Science (2003), s. 1183.
* DEXTER, T.M., (2000).



I. Wstep

1.1. Udziat RNA w regulacji ekspresji genow

W procesie RNAI krotkie RNA wigzg si¢ z biatkami efektorowymi i decyduja
o specyficznosci  oddziatywan powstalego kompleksu rybonukleoproteinowego
z docelowa czasteczka RNA lub DNA. Kompleks ten moze taczy¢ sie jedynie
Z czasteczkami wykazujacymi znaczny stopien komplementarnos$ci do wbudowanego
krotkiego RNA. Wobec tego jesli sekwencja nukleotydowa krotkiego RNA jest
gtownym czynnikiem determinujagcym efekt wyciszenia, to praktyczne mozliwos$ci
wykorzystania zjawiska RNAi w regulacji ekspresji gendw wydaja si¢ wprost
nieograniczone. Nie moze zatem dziwi¢, iz odkrywcy interferencji RNA, Craig C.
Mello i Andrew Fire, uhonorowani zostali w 2006 roku Nagroda Nobla w dziedzinie
Fizjologii i Medycyny. W swojej pionierskiej pracy opublikowanej na tamach Nature
udowodnili oni, ze iniekcja do robaka Caernohabditis elegans dwuniciowego RNA,
ktérego jedna ni¢ byta komplementarna a druga homologiczna do fragmentu mRNA

powoduje jego wyciszenie®.

Nalezy zaakcentowaé, ze efekty dzialania mechanizmu RNAi byly juz
wczesniej obserwowane 1 opisywane w literaturze, cho¢ brakowato woéwczas spojnej
teorii thumaczacej uzyskiwane wyniki. Na poczatku lat 90 ubiegtego stulecia grupa pod
kierunkiem Richarda Jorgensena oraz Carolyn Napoli z Uniwersytetu w Arizonie
starata si¢ wptynaé na kolor kwiatow petunii ogrodowej (Petunia hybryda), poprzez
zwigkszenie ekspresji syntazy chalkonowej, kluczowego enzymu odpowiedzialnego za
pigmentacje kwiatéw. Paradoksalnie wprowadzenie kilku kopii transgenu, zamiast
zaowocowa¢ fenotypem o intensywniejszym kolorze, spowodowalo pojawienie si¢
jasniejszych lub calkiem biatlych kwiatow, co sugerowalo znaczne obnizenie
aktywno$ci enzymu. Analiza poziomu akumulacji mRNA 1 biatka potwierdzita
obnizenie poziomu ekspresji zaré6wno transgenu jak i endogennego genu syntazy
chalkonowej®. W tym konkretnym przypadku udowodniono zaleznoéé, zgodnie z ktora
za nagle obnizenie ekspresji genu syntazy chalkonowej po transformacji roslin

odpowiada zwickszona szybko$¢ degradacji mRNA tego genu’. Fenomen ten okre$lano

> FIRE, A., Nature (1998), s. 806.
¢ NapoLlI, C., Plant Cell (1990), s. 278.
" VAN BLOKLAND, R., Plant Journal (1994), s. 861.
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mianem kosupresji®, jednakze mechanizm molekularny tego zjawiska pozostawat

nieznany.

U workowca Neurospora crassa opisano podobne zjawisko wyciszania
poprzez transformacj¢ komorek DNA homologicznym do wyciszanego genu

i okreslono je mianem tlumienia ang. quelling®.

Dalsze obserwacje zwigzane byly z odpornoscig roslin na infekcje wirusowe.
Wiadomym bylo, ze wprowadzenie do rosliny na drodze transgenezy endogennych
bialek wirusowych (gtownie biatek ptaszcza) zwigkszato jej tolerancje i odpornos$¢ na
infekcje danym typem wirusa. Co cickawe podobny efekt uzyskiwano gdy zamiast genu
kodujacego biatko wirusowe wprowadzano krotki niekodujacy fragment genomu
wirusowego®®. W eksperymencie, w ktérym do genomu wirusa wprowadzano krétkie
fragmenty gen6éw ros$linnych réwniez zaobserwowano supresj¢ danego genu
w infekowanej roslinie. Proces ten nazwano wyciszaniem indukowanym wirusem (ang.
virus-induced gene silencing — VIGS), z kolei wyzej opisane mechanizmy zbiorczo

nazwano potranskrypcyjnym wyciszaniem genow™.

Wymaga podkreslenia, Zze chociaz pierwsze badania dotyczyty jedynie kilku
grup organizméw (grzyby, robaki obte, rosliny) to fenomen RNAi jest obecny we
wszystkich Eucaryota. Nalezy tez nadmienié¢, iz dotychczas zidentyfikowano kilka

Sciezek dziatania mechanizmu RNAI, i1 tak moze on:

(1) wptywaé na strukture genomu i w ten sposéb decydowac, ktére jego
fragmenty  ulegaja  transkrypcji  (przeksztalcanie  euchromatyny
W heterohromatyng oraz tzw. transkrypcyjne wyciszanie gendw, ang.
transcriptional gene silencing — TGS),

(i) powodowa¢  specyficzng  degradacjc mRNA  (potranskrypcyjne
wyciszanie gendw, ang. posttranscriptional gene silencing — PTGS),

(iii) selektywnie hamowa¢ translacj¢ wybranych czasteczek mRNA (represja

translacji, ang. translational repression — TR).

8 JORGENSEN, R.A., Science (1995), s. 686.

°® RoMANO, N., Mol Microbiol, (1992), s. 3343.
0 BauLcomBE, D.C., Plant Cell, (1996), s. 1833.
1 RATCLIFF, F., Science, (1997), s. 1558.
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We wszystkich przypadkach w proces RNAi zaangazowane s3 mate

niekodujace, regulatorowe RNA.

1.2. Mate regulatorowe RNA

Aktualnie znanych jest wiele rodzajow krotkich RNA wystepujacych
w komorkach, wszakze z uwagi na ich pochodzenie, rolg, biogeneze i dziatanie mozemy
wyrdzni¢ trzy podstawowe typy: siRNA (krotkie interferujace RNA ang. small
interfering RNAs), miRNA (mikroRNA ang. micro RNAs) oraz piRNA (RNA
oddziatujgce z biatkami PIWI ang. piwi-interacting RNAs). Wydaje si¢, ze wszystkie te
grupy regulatorowych RNA s3 charakterystyczne dla Eucaryota. Niemniej obecnos¢
u niektorych bakterii i Archea'®"® biatek podobnych do biatek z rodziny Argonaute
(zaangazowanych w mechanizm wyciszania genoéw u Eucaryota) moze sugerowaé
obecno$¢ mechanizméw podobnych do RNAI takze u Procaryota. Podstawowe cechy

wyzej wymienionych grup krotkich regulatorowych RNA przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela I. Grupy matych regulatorowych RNA - cechy charakterystyczne

Biatka odpowiedzialne za

Wyst i
pEdgpelE wyciszanie zalezne od RNA

Nazwa | Prekursory

siRNA Dwuniciowe Rosliny/zwierzeta Ago
miRNA Dwuniciowe Rosliny/zwierzgta Ago
piRNA Jednoniciowe 4 Zwierzeta — ograniczone do Piwi

linii komorek ptciowych

Zaréwno siRNA jak i miRNA posiadaja wiele cech wspdlnych, tak pod
wzgledem ich biogenezy, jak i mechanizmu dziatania, stad na poczatku tego przegladu

chciatbym skupi¢ si¢ na aspektach wspolnych dla obu tych duzych grup, a nastepnie

2 MoRITA, T., Proc Natl Acad Sci U S A, (2006), s. 4858.
¥ MAakAROVA, K.S., Biol Direct, (2006), s. 7.
¥ MALONE, C.D., Cell, (2009), s. 522.
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zwroci¢ uwage na kwestie charakterystyczne dla miRNA. W sposob szczeg6dlny pragne
zwr6ci¢c uwage na funkcje miRNA w specjalizacji komorkowej, apoptozie

I onkogenezie u cztowieka oraz w modelach zwierzecych.

Majac na wzgledzie historie odkry¢é zwigzanych z matymi regulatorowymi
RNA nie sposob nie wymieni¢ kilku pionierskich prac bezposrednio zwigzanych z tym
zagadnieniem. I tak w 1993 roku zidentyfikowano pierwszy miRNA. Byt nim lin-4,
kontrolujacy rozwéj larwy C. elegans™. Pie¢ lat pozniej opisano mechanizm RNAI.
Z kolei rok 1999 przyniost odkrycie zwigzku miedzy wyciszaniem gendéw u roslin
a obecnoscig w komorkach krotkich, 20-25 nt RNA, o sekwencji komplementarnej do
fragmentu wyciszanego genu. W tym samym roku zaproponowano mechanizm procesu
bezposredniej konwersji dtuzszych czasteczek dsRNA w 21-23 nt SiRNA™®. Natomiast
juz w potowie 2001 roku Lagos-Quintana i Lau opisali na famach Science odkrycie
duzej grupy krotkich RNA, ktore zakwalifikowano do rodziny miRNA. Ich obecnos¢
potwierdzono u kilku gatunkow roslin 1 zwierzat, co wskazywalo na powszechnos¢

zwigzanych z nimi $ciezek regulacyjnych u Eucaryota’*%.

W tym czasie powstaly dwie teorie dotyczace funkcji SIRNA i miRNA
w komérce, zgodnie z ktorymi kodowane w genomie miRNA pehityby funkcje
regulatorowe dla endogennych genow, natomiast siRNA jawily si¢ jako ,,straznicy
genomu”, chronigcy komorke przed egzogennymi kwasami nukleinowymi: wirusami,
transgenami, czy tez transpozonami'®. W obu przypadkach potwierdzono obecno$é
jednoniciowych czasteczek regulatorowych RNA w kompleksie z biatkami
efektorowymi®®. Rybonukleoproteing te nazywano kompleksem wyciszajacym
indukowanym RNA (ang. RNA-induced silencing complex — RISC)?!. W zaleznosci od
wigzanego RNA wyrdzniono odpowiednio SiRISC i miRISC. Pierwotnie SiRNA
I miRNA wigzano wylacznie z potranskypcyjnym wyciszaniem gendéw. Zatozenie to nie
okazalo si¢ by¢ uniwersalng reguly, szczegélnie w przypadku siRNA?, ktére

w pewnych przypadkach petnig rolg regulacyjna juz na etapie transkrypcji.

S Leg, R.C,, Cell, (1993), s. 843.

® TomARI, Y., Genes Dev., (2005), s. 517.

7 |AGOS-QUINTANA, M., Science, (2001), s. 853.
¥ _au, N.C., Science, (2001), s. 858.

9 MALONE, C.D., Cell, (2009), s. 656.

2 MEISTER, G., Nature, (2004), s. 343.

I HAMMOND, S.M., Nature, (2000), s. 293.

%2 LIPPMAN, Z., Nature, (2004), s. 364.
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Czynnikiem determinujgcym to, ktéry z genOw zostanie wyciszony jest
sekwencja nukleotydowa rybonukleinowego komponentu kompleksu RISC. Decyduje
ona o specyficzno$ci oddziatywan pomigdzy regulatorowym RNA a docelowym
mRNA. Dzigki temu system ten jest bardzo elastyczny i latwo dostosowuje si¢ do
nowych warunkéw §rodowiskowych 1 potrzeb komorki. Jesli sytuacja wymaga zmiany
profilu ekspresji genow, aktywacja odpowiedniego zestawu miRNA umozliwia
przeprogramowanie komdrki i wprowadzenie jej na nowsa Sciezk¢ rozwojowa lub
skierowanie jej na drogg programowanej $mierci. Z Kkolei pojawienie si¢ nowych
zagrozen w postaci egzogennych kwaséw nukleinowych powoduje wlaczenie zjawiska
RNAIi. Powstajg wowczas specyficzne siRNA, hamujace ekspresje obcych genow.

W ten sposob zwicksza si¢ wydatnie adaptowalno$¢é komorek w sytuacji infekcji.

1.3. mikroRNA

MikroRNA (miRNA) mozna zdefiniowa¢ jako ok. 20-23 nukleotydowe
czasteczki RNA bedace posttranskrypcyjnymi regulatorami ekspresji genow. miRNA
wiaza si¢ zkomplementarnymi docelowymi mRNA i jako czg$¢ kompleksu
nukleoproteidowego RISC indukuja represje translacji lub degradacje¢ transkryptu,

atym samym wyciszenie danego genu®*%.

Regulacja ekspresji gendéw poprzez
dziatanie miRNA jest szeroko rozpowszechnionym mechanizmem u wigkszosci
Eucaryota, za wyjatkiem grzybow®, gdzie nie potwierdzono dotychczas obecnosci
miRNA. Przypuszcza si¢, ze ludzki genom moze kodowaé¢ ponad 2000 réznych
miRNA%, aokolo 60% ludzkich transkryptéw zawiera sekwencje docelowe dla
miRNA? . Szacunki te w wyrazny sposéb pokazuja jak wazna role w regulacji ekspres;ji

gendéw odgrywaja miRNA.

3 BARTEL, D.P., Cell, (2004), s. 281.

2 BARTEL, D.P., Cell, (2009), s. 215.

% NAKAYASHIKI, H., Curr Opin Microbiol, (2008), s. 494.
26 BENTWICH, |., Nat Genet, (2005), s, 766.

*" FRIEDMAN, R.C., Genome Res, (2009), s. 92.
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1.3.1. Nomenklatura miRNA

Stosownie do przyjetych powszechnie zasad wszystkie nowoodkryte miRNA
muszg by¢ potwierdzone eksperymentalnie poprzez klonowanie lub tez poprzez
zweryfikowanie ich ekspresji i obrébki w komorce. Eksperymentalnie potwierdzonym

miRNA nadawane sa nazwy wg nastepujacych regut?®2°:

(1) nazwa sklada si¢ z przedrostka ,,mir”, po ktorym kolejno nastepuja
myslnik i 0znaczenie numeryczne, przy czym uzycie ,,mir” matymi
literami wskazuje na odnoszenie si¢ do prekursora (pre-miRNA), z kolei
zastosowanie przedrostka ,miR” oznacza odwotanie si¢ dojrzatego
mIiRNA, jak np. mir-20 oznacza pre-miRNA, natomiast miR-20 odnosi
si¢ do dojrzatego miRNA o numerze 20;

(i) oznaczenia numeryczne sg nadawane rosngco wedtug kolejnosci
deponowania w bazie MiRBase poszczegdlinych miRNA,;

(iii) nazwy miRNA posiadajacych zblizone sekwencje (réznigcych si¢
jednym lub dwoma nukleotydami) zawieraja dodatkowo przyrostek
literowy: np. miR-125a i miR-125b;

(iv) w przypadku pre-miRNA, ktore sg prekursorami identycznych dojrzatych
miRNA, jednak kodowanych przez rézne fragmenty genomu do
podstawowej nazwy dotaczany jest myslnik i oznaczenie numeryczne jak
w przypadku mir-194-1 i mir-194-2;

(v) trzyliterowy przedrostek przed nazwa miRNA okre$la gatunek, z ktorego
dany miRNA pochodzi, wywodzac si¢ bezposrednio z tacinskiej nazwy
gatunku np. hsa-miR-155 (Homo sapiens), mmu-miR-21 (Mus
musculus), gga-miR-105 (Gallus gallus);

(vi) gdy dwa miRNA sg produktami obrobki jednego pre-miRNA oznacza si¢
je odpowiednio przyrostkami 3p lub 5p. W przypadku gdy wzgledny
poziom akumulacji obu z nich jest znany, miRNA o nizszej akumulacji
W poréwnaniu do drugiego miRNA wywodzacego si¢ z tego samego pre-
miRNA oznacza si¢ gwiazdka — ,,*”, jak np. w przypadku miR-123
I miR-123*.

8 AMBROS, V., RNA, (2003), s. 277.
% GRIFFITHS-JONES, S., R., Nucleic Acid Res, (2006), s. 140.
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1.3.2. Geny i biogeneza miRNA

Ponad polowa genéw miRNA (ok. 60%) znajduje si¢ w rejonach genomu
zidentyfikowanych wczesniej jako sekwencje miedzygenowe oraz w niciach
antysensownych w stosunku do genéw kodujacych biatka. Tworza one odrebne
jednostki transkrypcyjne, charakteryzujace si¢ obecnoscig specyficznych promotorow
i sekwencji regulatorowych®**"%, Pozostate geny miRNA (ok. 40%) znajduja sie
w intronach gendéw kodujacych biatka, w intronach genow niekodujacych albo
w eksonach (czesto genoéw, ktore same reguluja)®. W przypadku gdy miRNA
zakodowane sg w intronach lub eksonach, zazwyczaj, cho¢ nie zawsze, ich geny
znajduja si¢ w orientacji sensownej w stosunku do gendéw, w obrebie ktorych sig

znajduja®*®*, przez co ich ekspresja jest regulowana wraz z genami

~gospodarzami”*®%.

Pozostate geny kodujace miRNA cechuja si¢ obecno$cia
specyficznego dlan promotora. W poszukiwaniach nowych potencjalnych miRNA
mozna zatem wykorzystywaé metody bioinformatyczne za pomocg ktérych
identyfikowane sg sekwencje posiadajgce cechy charakterystyczne dla promotoréw
genow mMIiRNA. Wyrdzni¢ nalezy takze szeroka grupe rodzin miRNA (ok. 30%
wszystkich miRNA) wywodzacych si¢ z policistronowych jednostek transkrypcyjnych
(tzw. Klastréw), ktorych produktami sg dtugie czasteczki prekursorowe zawierajace od 2
do 7 wewnetrznych struktur spinkowych, z ktérych wycinane sa dojrzate miRNA®, Co
wiecej dowiedziono, ze przynajmniej cze$¢ z tych klastrow ulega wspolnej specyticznej

39,40,41

tkankowo ekspresji . Nie oznacza to wszakze, iz miRNA nalezace do jednej

rodziny zawsze posiadajg zblizong sekwencje zasad lub funkcje.

Polimeraza RNA III bierze udzial w transkrypcji wielu matych RNA
wystepujacych w komdrce m.in. tRNA, czy U6 snRNA. Z uwagi na ten fakt

poczatkowo sugerowano, ze enzym ten odpowiada takze za transkrypcj¢ prekursorow

% Leg, Y., EMBO J., (2004), s. 4051.

1 Leg, R.C., Science, (2001), s. 862.

¥ RODRIGUEZ, A., Genome Res., (2004), s. 1902.
¥ .Cal, X., RNA, (2004), s. 1957.

% WEBER, M.J., FEBS J., (2005), s. 59.

¥ Kim, Y.K., EMBO J., (2007), s. 775.

% BASKERVILLE, S., RNA, (2005), s. 241.

3 ALTUVIA, Y., Nucleic Acids Res, (2005), s. 2697.
%8 ZHou, X., PLoS Comput Biol, (2007), s. 37.

% LANDGRAF, P., Cell, (2007), s. 1401.
“OWITTEN, D., BMC Biol, (2010), s. 58.

*L CHIANG, HR., Genes Dev, (2010), s. 992.
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miRNA. Jednakze kilka faktow przeczylo powyzszej hipotezie. Po pierwsze pri-miRNA
maja dtugos¢ siegajaca kilku tysigcy zasad oraz zawieraja W sobie sekwencje ponad
czterech powtorzonych po sobie reszt urydylowych, ktore sa sygnatem terminacji
transkrypcji przez polimeraze RNA III*2. Smalheiser analizujac sekwencje cDNA
zdeponowane w bazach danych EST wykazal obecnos¢ duzej ilosci chimerowych
transkryptow zawierajacych sekwencje miRNA wraz z przyleglymi fragmentami
mMRNA®, Nadto wiele z wyzej wspomnianych EST jest poliadenylowanych i ulega
splicingowi, co nie ma miejsca w przypadku transkryptow generowanych przez
polimeraze RNA III. Poza tym wspomniane wczes$niej specyficzne promotory gendw
miRNA wykazuja podobiefistwo sekwencyjne do promotoréw polimerazy RNA 11*, co

sugeruje udzial wlasnie tego enzymu w pierwszym etapie biogenezy miRNA.

Sekwencja dojrzatego miRNA znajduje si¢ w jednym z ramion ok. 80
nukleotydowej struktury ,spinki do wloséw”, zawartej w dluzszym pierwotnym
transkrypcie prekursorowym nazywanym pri-miRNA (ang. primary miRNA). Pri-
miRNA na koncu 5’ jest modyfikowany reszta 7-metyloguanozyny, z kolei koniec 3’
jest poliadenylowany. Diugos¢ transkryptow pri-miRNA jest zroznicowana. Na uwage
zashuguje brak korelacji pomigdzy dhugoscia transkryptu a iloscig miRNA w nim si¢
znajdujacych. Na przyktad, zidentyfikowano 2200 nukleotydowy transkrypt
zawierajacy trzy miRNA (miR-23a, miR- 27a oraz miR-24-2) oraz 3400 nukleotydowy
transkrypt, w ktorym wystgpuje pojedynczy mir-21 (oba te transkypty nie podlegaja
splicingowi). Dla odmiany pri-miRNA dla miR-155 zawiera dwa introny oraz dwa
alternatywne miejsca poliadenylacji, dajac w rezultacie dwa ztozone pri-miRNA

0 dhugos$ci odpowiednio ok. 600 oraz 1400 nukleotydow.

Obrobka pri-miRNA odbywa si¢ w jadrze komorkowym, przy udziale
kompleksu enzymatycznego, w ktoérym glowna role petni rybonukleaza typu Il —
Drosha (okre§lana takze jako Rybonukleaza 3)*. U czlowicka wystepuja trzy
rybonukleazy klasy IIl, z czego jedna jest zlokalizowana w mitochondriach
I najprawdopodobniej uczestniczy w dojrzewaniu mitochondrialnego rRNA. Pozostate
dwie s3 zaangazowane w biogenez¢ miRNA, z czego wyzej wspomniana Drosha

wystepuje w jadrze. Natomiast Dicer jest cytoplazmatycznym enzymem, biorgcym

*2 LEE, Y., EMBO J, (2002), s. 4663.

3 SMALHEISER, N.R. Genome Biol., (2003), s. 403.
* FALLER, M., Biochim Biophys Acta, (2008), s. 663.
* LEE, Y., Nature, (2003), s. 415.
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udziat w koncowym etapie generowania miRNA. Charakterystyczng cechg
opisywanych rybonukleaz jest specyficzno$¢ substratowa wobec dwuniciowego RNA
(ang. double-stranded RNA — dsRNA). Jak wczes$niej wspomniatem sekwencja miRNA
znajduje si¢ w strukturze spinki do wlosow i kazda z komplementarnych nici moze
zawiera¢ dojrzaly miRNA. U cztowieka za generowanie pre-miRNA (ang. precursor
miRNA) odpowiedzialny jest kompleks biatkowy nazywany ,,mikroprocesorem™*
0 wielkosci ok. 600 kDa, bedacy heterotetramerem zawierajacym dwie czasteczki biatka
Drosha oraz dwie DGCRS8 (ang. DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8)*"*%,
Biatko DGCRS8 zawiera dwie domeny wigzace dwuniciowy RNA i uczestniczy
w rozpoznawaniu substratu przez kompleks, podczas gdy Drosha odpowiada za
aktywno$¢ nukleazowg. Produktem nukleolitycznego cigecia pri-miRNA sg czasteczki
pre-miRNA o dhugosci ok. 70 nt.***°. Poza tym podczas powstawania pre-miRNA
W miegjscu cigcia na jednej z nici pozostaje 2-3 nukleotydowe niesparowanie. Istnieje
jednak alternatywna S$ciezka powstawania pre-miRNA bez udzialu kompleksu
»mikroprocesora”. Podczas splicingu niektorych pri-miRNA nastepuje uwolnienie
intronu, ktory swoja strukturg jest na tyle zblizony do pre-miRNA, Ze bezposrednio

moze wej$¢ w dalsze etapy biogenezy miRNA, bez udziatu mikroprocesora®™ 2. Te tzw.

,mirtrony” nie wystepuja czesto, jednak zidentyfikowano je u duzej ilosci gatunkow.

Eksport pre-miRNA odbywa si¢ poprzez system poréw jadrowych, przy
udziale Eksportyny 5. Biatko to nalezy do rodziny nukleoporyn i jest rozpuszczalnym
receptorem zaleznym od biatka RAN i GTP®®. Eksportyna 5 jest tez zaliczana do
rodziny karioferyn, transporterow zaleznych od kofaktora RAN. RAN jest GTPaza,
ktéra po zwigzaniu z GTP wiaze si¢ z karioferynami. W tej formie jest transportowana
do jadra, gdzie tworzy si¢ heterotrimer sktadajacy si¢ z RAN-GTP, Eksportyny 5 i pre-
miRNA>**, Podobnie jak Drosha, Eksportyna 5 rozpoznaje specyficzne motywy

strukturalne w pre-miRNA (strukture spinki i niesparowanie na koncu 3”), dzi¢ki czemu

*® GREGORY, R. I., Nature, (2004), s. 235.

T LANDTHALER, M., Curr Biol, (2004), s. 2162.
*8 HAN, J., Genes Dev., (2004), s. 3016.

* DENLI, A. M., Nature, (2004), s. 231.

0 GREGORY, R. I., Nature, (2004), s. 235.

1 OKAMURA, K., Cell, (2007), s. 89.

52 RuBy, J.G., Nature, (2007), s. 83.

53 LUND, E., Science, (2004), s. 95.

>*Y1, R., Genes Dev, (2003), s. 3011.

%5 BOHNSACK, M.T., RNA, (2004), s. 185.
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eksport prekursoréw miRNA jest niezalezny od sekwencji56. Wydaje si¢ takze, ze
Eksportyna 5 stabilizuje pre-miRNA w jadrze komorkowym. Stwierdzono bowiem, ze
wyciszenie kodujacego ja genu (XPO5) prowadzi do obnizenia iloéci dojrzatego
miRNA w cytoplazmie, przy jednoczesnym spadku ilosci prekursoréw w jadrze.
Natomiast zwigkszenie ekspresji tego genu skutkuje dwukrotnym zwigkszeniem ilosci
dojrzatych miRNA w cytoplazmie i ponad pigciokrotnym ich prekursorow w jadrze

komérkowym®’.

W ostatnim, cytoplazmatycznym etapie biogenezy miRNA glowna role
ponownie odgrywa kompleks endonukleaza — biatko pomocnicze. W tym przypadku
endonukleaza klasy 11l Dicer wycina z prekursora dojrzaty miRNA w formie dupleksu
miRNA:miRNA* o dlugosci ~ 20 nt. Biatkiem pomocniczym jest TRBP (ang. the
human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein®®),
zawierajace trzy domeny wigzace dwuniciowy RNA. TRBP jest niezbedne do
stworzenia funkcjonalnego kompleksu migdzy nukleaza Dicer a biatkami Ago. Te
ostatnie sg katalitycznym sktadnikiem kompleksu wyciszajacego RISC*, nazywanego
czasami takze miRNP (ang. microRNA ribonucleoprotein complex)®. Podczas procesu
tworzenia kompleksu RISC dochodzi do selekcji nici miRNA. Dupleks
mIiRNA:MiRNA* ulega rozpleceniu, a nast¢pnie jedna z nici zwana nicig wiodaca (ang.
guide strand) jest inkorporowana do miRISC. Sposréd dwoch nici wybierana jest ta,
ktéra tworzy na koncu 5° stabsze oddziatywania typu Watsona-Cricka®®*®. Druga
z nici jest oznaczana * i zazwyczaj jest degradowana. W niektérych jednak przypadkach
obie nici dupleksu sg funkcjonalne i1 regulujg rézne grupy mRNA®, cho¢ jednoczesnie

tylko jedna z nich jest zwigzana w kompleksie miRISC.

Kompleks miRISC oprocz wymienionych wczesniej biatek i miRNA zawiera
dodatkowe sktadniki biatkowe: PACT (ang. protein activator of the interferon induced
protein kinase), kompleks SMN (ang. survival of motor neurons), biatko FMRP (ang.

fragile X mental retardation protein), oraz Tudor-SN (ang. Tudor staphylococcal

% GwizDEK, C., J Biol Chem, (2001), s. 25910.
"Y1, R., RNA, (2005), s. 220.

*8 GATIGNOL, A., Science, (1991), s. 1597.

> CHENDRIMADA, T.P., Nature, (2005), s. 740.
% ScHwARz, D.S., Genes Dev, (2002), s. 1025.
81 KroL, J., J Biol Chem, (2004), s. 42230.

62 KHVOROVA, A., Cell, (2003), s. 209.

83 ScHwARz, D.S., Cell, (2003), s. 199.

5 OKAMURA, K., Cell Cycle, (2008), s. 2840.
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nuclease-domain-containing protein)®>. Jak juz wcze$niej nadmienitem za wyciszenie
ekspresji genu bezposrednio odpowiadaja bialka z rodziny Argonaute®’, jednak

w zaleznosci od stopnia komplementarnosci migdzy miRNA a mRNA moze dojs¢ do:

(1) katalizowanego przez AGO?2 przecigcia mRNA 1 jego degradacji. Dzieje si¢
tak, gdy miRNA jest w pelni komplementarne do mRNA. AGO2 hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe w mRNA pomiedzy 10 a 11 nukleotydem nici wiodacej (liczac od konca

5°)%, w rezultacie czasteczka mRNA staje si¢ celem dla komérkowych nukleaz;

(i) inhibicji translacji. Ma ona miejsce w przypadku niepelnej
komplementarno$ci pomiedzy miRNA i mRNA. Kompleks RISC moze wigza¢ si¢ do
reszty 7-metyloguanozyny na koncu 5> mRNA, uniemozliwiajac tym samym wigzanie
czynnika inicjujgcego elF4-E (ang. Eukaryotic translation initiation factor 4E). Z kolei
interakcja kompleksu RISC z biatkiem EIF6 (ang. Eukaryotic translation initiation
factor 6), odpowiedzialnym za asocjacj¢ podjednostek rybosomalnych przeciwdziata
formowaniu rybosoméw, poprzez sekwestracjc biata EIF6%. Inhibicja translacji
prowadzi do akumulacji wyciszanych mRNA w cytoplazmatycznych ciatkach P, gdzie

sa degradowane .

Warunkiem sin equa non dla inhibicji translacji jest obecnos¢ w czasteczce
mIiRNA jedynie 7-8 nukleotydow komplementarnych do docelowego transkryptu. Ten
kluczowy rejon w czgsteczce miRNA nazywany jest z ang. seed region. Roéwniez
swoiste cechy miejsca komplementarnego do seed region w 3° UTR docelowego
mRNA s3 konieczne dla efektywnego wigzania miRNA m.in.: odleglo$¢ min. 15 nt od
kodonu ,,stop”, czy tez obecno$¢ duzej ilosci powtorzen AU w poblizu miejsca
wiazania™*. Z uwagi na fakt, ze sekwencje komplementarne do seed region danego
miRNA wystepuja zazwyczaj w wielu roéznych transkryptach kazdy miRNA moze
regulowa¢ poziom ekspresji wielu genéw. Tym samym potencjat regulacyjny miRNA

jest wydatnie zwigkszony.

Caly proces biogenezy i dzialania miRNA przedstawiono na Rysunku 1.

% MURCHISON, E.P., Curr Opin Cell Biol, (2004), s. 223.
% MOURELATOS, Z., Genes Dev., (2002), s. 720.

% Hock, J., Genome biol., (2008), s. 210.

% MARTINEZ J., Genes Dev, (2004), s. 975.

% CHENDRIMADA, T. P., Nature, (2007), s. 823.

" SeN, G. L., Nat. Cell Biol., (2005), s. 633.

™ GRIMSON, A., Mol Cell, (2007), s. 91.
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Rysunek . Biogeneza miRNA oraz indukowane przez miRNA wyciszania ekspresji gendw (za
zg0da’?).

Powyzej przedstawitem ogodlnie przyjety, ,,kanoniczny” model biogenezy
I dziatania miRNA, jednakze od tego modelu istnieje kilka wyjatkéw. Procz opisanych
wyzej ,,mirtrond6w” omijajacych jadrowa Sciezke dojrzewania miRNA odkryto réwniez
szlak biogenezy miRNA, w ktdrym nie uczestniczy rybonukleaza Dicer. W przypadku
wysoce konserwatywnego u kregowcoOw miR-451, pre-miRNA o dlugosci 42
nukleotydoéw jest bezposrednio wigzany przez biatko AGO2. Nastepnie jest przycinany
przez AGO?2 do dojrzatego miR-451" o dtugosci ~ 23 nt.

Kolejnym wyjatkowym zjawiskiem jest zdolno$¢ niektérych miRNA do
aktywowania translacji zamiast jej wyciszania w zalezno$ci od stanu fizjologicznego

komdrki. Sekwencje bogate w AU (ang. AREs - AU-rich elements) sg

72 ESQUELA-KERSCHER A., Nature, (2006), s. 259.
" YANG, J.S., Cell Cycle, (2010), s. 4455.

22



I. Wstep

konserwatywnymi sekwencjami zlokalizowanymi w nieulegajacych translacji koncach
3’ mRNA gendéw podlegajacych regulacji przez miRNA. Gdy komorka jest w stanie
stacjonarnym ARE znajdujace si¢ w mRNA genu czynnika nekrozy nowotworu o (TNF
o — ang. tumor necrosis factor @) tacza si¢ z miR369-3 i zwigzanymi z nim biatkami,
przez co wzrasta wydajnos$¢ translacji. Najprawdopodobniej odbywa si¢ to poprzez
stabilizacje¢ docelowego mRNA. W analogiczny sposob pierwszy zidentyfikowany
MIiRNA let-7 oraz sztuczne miRNA miRcxcr4 moga aktywowac translacje docelowych
mRNA. Jednak w przypadku tych samych komorek bedacych w stadium proliferacji
miRNA te hamujg translacje TNF o ™.

Koniecznym do szybkiej regulacji ekspresji gendw jest takze mechanizm
usuwania zb¢dnych miRNA. Mechanizm ten umozliwia przystosowanie si¢ komoérki do
zmieniajacych si¢ warunkéw. Degradacja miRNA u zwierzat jest katalizowana przez
egzorybonukleaze XRN2". Proces ten ma miejsce w ciatka P’°. Wiadomo ponadto, ze
podczas procesu dojrzewania W cytoplazmie, wigzanie miRNA z bialkami Ago
zwigksza jego stabilnos$¢. Ostatnio Kai opisal mechanizm nazwany ,,uzyj lub stra¢” —
ang. ,,Use it or Lose it”, ktory zaktada, ze wraz ze wzrostem st¢zenia docelowych

transkryptow wzrasta czas pottrwania odpowiadajacych im miRNA.

1.4. miRNA u cztowieka

W najwickszej bazie miRNA, miRBase (wersja 19.0, sierpien 2012),
afiliowanej przy Uniwersytecie w Manchesterze, zdeponowano 1600 sekwencji pre-
miRNA oraz 2042 sekwencji dojrzatych miRNA kodowanych w ludzkim genomie.
Ilo$¢ ta potwierdza wcezesniejsze szacunki zaktadajace, ze ludzki genom moze kodowac
ponad 1000 réznych miRNA. Co wigcej, jak juz wczesniej zaakcentowatem, ok. 60%
ludzkich transkryptow zawiera sekwencje docelowe dla miRNA, co w polaczeniu
z faktem, iz jeden miRNA moze regulowac jednoczesnie wiele transkryptow pokazuje

dobitnie jak wazna role odgrywaja miRNA w regulacji ekspresji genow u cztowieka.

" \/ASUDEVAN, S., Science, (2007), s. 1931.
> CHATTERIEE, S., Nature, (2009), s. 546.

76 CHAN, S.P., RNA Biol, (2006), s. 97.

" Kal, Z.S., Nat Struct Mol Biol, (2010), s. 5.
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Co szczeg6lnie istotne kazda z ludzkich tkanek charakteryzuje si¢
specyficznym dla niej zestawem miRNA. Zestaw ten zmienia si¢ w trakcie zycia
komorki i czgsto kontroluje proces jej przejscia z jednego stanu fizjologicznego
w drugi, regulujac wzrost, roznicowanie, odpowiedz immunologiczng, apoptoze,
nowotworzenie itp.. Ta plastyczno$¢ umozliwia komorkom ,,przeprogramowanie” si¢

na nowg $ciezke fizjologiczng w odpowiedzi na dany bodziec egzo- lub endogenny.

Funkcja wielu miRNA zostala dobrze udokumentowana i potwierdzona
eksperymentalnie. Petnig one kluczowa role w roznicowaniu i rozwoju praktycznie
wszystkich ludzkich tkanek. Przykladowo, miR-219 i miR-338 odpowiadajg za
roznicowanie oligodendrocytow w rozwijajacych si¢ ostonkach mielinowych wtokien
nerwowych poprzez wyciszanie inhibitorow roznicowania, m.in. czynnikow
transkrypcyjnych Sox6 i Hes5’®. Natomiast zestaw czterech miRNA: miR-1, miR-133a,
miR-133b oraz miR-206 konieczny jest podczas roéznicowania migénia poprzecznie
prazkowanego w zyciu plodowym, W procesie przeksztalcania mioblastow

w miotubule”®.

Doskonatg ilustracja potencjatu regulacyjnego miRNA jest przypadek miR-
155/BIC. Jego sekwencja zawiera si¢ w obrebie innego genu — BIC (BIC — ang. B-cell
Integration Cluster — klaster integracji limfocytow B), pomi¢dzy 241 a 262
nukleotydem. Gen BIC, o dlugosci 13 kpz, wystepuje na dluzszym ramieniu
chromosomu 21, w prazku q21.3, sktada si¢ z trzech eksondéw i koduje nieposiadajacy
otwartej ramki odczytu transkrypt o dtugosci 1,5 kz®. Rejon genomu zawierajacy miR-
155/BIC cechuje si¢ wysokim stopniem zachowawczos$ci sekwencji miedzy gatunkami
m.in. pomigdzy cztowiekiem, mysza, szczurem, czy kurag domowa, co wskazuje na jego
funkcjonalne znaczenie w komorkach tych organizmow. U czlowieka miR-155 moze
pehi¢ zarowno funkcje ochronne, jak i regulowaé stan fizjologiczny komorki, a takze
by¢ zwigzany ze stanami patologicznymi. Zaktada si¢, ze miR-155 moze by¢
zaangazowany w tak rdzne procesy jak: rozwoj chorob sercowo-naczyniowych
I nadci$nienia, odpowiedz immunologiczna 1 zapalna, stabilizacja genomu,
réznicowanie komorek czy tez odpowiedz na infekcje wirusowe lub nowotworzenie®".

Rola ochronna miR-155 zazwyczaj polega na wyciszaniu docelowych genow, co

78 ZHAO, X., Neuron, (2010), s. 612.

¥ KouTsouLIDou, A., BMC Mol Biol, (2011), s. 34.
% Tam, W., Gene, (2001), s. 157.

81 FARAONI, 1., Biochim Biophys Acta, (2009), s. 497.
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bezposrednio wplywa na czas ich ekspresji oraz ilos¢ kodowanego przez nie biatka.
W taki sposob jest regulowany przez miR-155 gen kodujacy indukowang aktywacja
limfocytow B deaminaz¢ cytydyny (ang. AID - Activation-Induced Cytidine
Deaminase). Biatko AID poprzez deaminacj¢ reszt deoksycytydyny w DNA
(przeksztalcenie dC w dU) wprowadza mutacje w DNA genow limfocytow B
przyczyniajac si¢ tym samym do zwigkszenia roznorodnosci produkowanych przez nie
limfocytéw®?. Cykliczne zmiany stezen biatka AID wréznych etapach odpowiedzi
immunologicznej sa kontrolowane przez wspoldziatanie dwoch miRNA: miR-155
i miR-93%, Ze wzgledu na udziat w regulacji biatka AID, miR-155 jest uznawany za
odgrywajacy kluczowa role w modulacji zaréwno odpowiedzi humoralnej jak
i komérkowej. Mutacje w rejonie wigzania miR-155 przez mRNA genu AID
uniemozliwiajg jego wyciszenie prowadzac do niekontrolowanej progresji niedojrzatych
form limfocytow B, a takze zaleznych od AID translokacji chromosomowych®.
Podobnie brak lub niedostateczna akumulacja miR-155 powoduje powazne zaburzenia
pamigci immunologicznej i zwigzane z nimi nawroty choroby wywotywanej tym
samym patogenem®, a takze znaczne obnizenie poziomow przeciwciat typu IgG1. Ten
ostatni fakt taczy sie¢ z towarzyszaca spadkowi poziomu miR-155 zwigkszong
akumulacjg czynnika transkrypcyjnego Pu.l, ktéry regulujac alternatywny splicing
gendéw immunoglobulin wptywa na powstanie ich defektywnych izoform. miR-155
powstaje takze w aktywowanych limfocytach B i T oraz makrofagach i komorkach
dendrytycznych.

Reakcje zapalne wywotywane specyficznym bodzcem zewngtrznym, takim jak
TNFa takze sa modulowane przez dzialanie miR-155. Anormalnie zwigkszona
akumulacja miR-155 prowadzi¢ moze do wystgpienia objawow atopowego zapalenia
skdry poprzez wyciszenie ekspresji biatka CTLA-4, ktérego brak powoduje wzmozenie
proliferacji i stalg aktywacj¢ pomocniczych limfocytéw T, a tym samym przewlekty

stan zapalny skory®®. W przypadku choréb autoimmunologicznych, takich jak

82 BRAR S.S., DNA repair, (2008), s. 77.

8 BORCHERT, G. M., BMC Cancer, (2011), s. 347.

8 CALAME, K., Immunity, (2007), s. 825.

% RODRIGUEZ, A., Science, (2007), s. 608.

8 SonkoLy E., J. Allergy Clin. Immunol., (2010), s. 581.

25



I. Wstep

reumatoidalne zapalenie stawdw, rowniez stwierdzono podwyzszenie poziomu miR-155

w fibroblastach stawéw pacjentow®’.

Jednym z najwazniejszych biatek regulujacych ci$nienie krwi jest receptor
angiotensyny Il - AT1R. W stanie fizjologicznym poziom ekspresji AT1R jest
regulowany przez dziatanie miR-155. Polimorfizm genu ATIR w miejscu wigzania
miR-155 uniemozliwia jego wyciszenie, co prowadzi do wzrostu ekspresji genu,
a objawem klinicznym jest pojawienie si¢ nadcis$nienia tetniczego. Z kolei zwigkszona
akumulacja miR-155 skutkujaca niedostateczng iloscig biatka ATIR wystepuje

w przypadkach niedociénienia®®®°.

Powyzsze przyktady dobrze obrazuja powszechno$¢ i uniwersalno$¢ kontroli
procesow komoérkowych przez miRNA. Regulacja ekspresji gendw przez miRNA, jak
kazdy proces biologiczny, moze ulega¢ zaburzeniom. Dochodzi do nich zaréwno
w sytuacji, gdy brak jest niezbednego w danym momencie miRNA, jak i kiedy pojawia
si¢ niepozgdany miRNA. W rezultacie inicjowane sa procesy patologiczne, czesto

prowadzace do wejscia komoérki na droge nowotworzenia.

1.4.1. miRNA w nowotworach

Analiza wptywu miRNA na procesy nowotworzenia pozwala wyrozni¢ dwa
podstawowe przypadki. W pierwszym wyciszajacy onkogen miRNA funkcjonuje jako
inhibitor procesu nowotworzenia. Brak tego miRNA skutkuje ekspresja onkogenu
| powstaniem onkogennego biatka. W drugim miRNA pelni rol¢ onkogenu, hamujgc
translacj¢ biatka bedacego inhibitorem onkogenezy. Schematycznie oba przypadki

udzialu miRNA w procesie nowotworzenia przedstawiono na Rysunku 2.

8 KUROWSKA-STOLARSKA, M., Proc Natl Acad Sci U S A, (2011), s. 11193.
8 MARTIN M.M., J. Biol. Chem., (2007), s. 24262.
8 CeoLoTTO, G., Am. J. Hypertens, (2011), s. 241.
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W nowotworach zmiana profilu ekspresji miRNA ma charakter globalny, nie
dotyczy bowiem pojedynczych miRNA, a catego ich zestawu. Ostatnie badania
wykazaly istnienie $cislej korelacji pomiedzy profilem ekspresji miRNA a danym
typem nowotworu®. Kazdy ze znanych typow raka posiada specyficzny dla siebie
zestaw MIRNA, odrozniajacy go zarowno od zdrowej tkanki, z ktorej wywodzg sie
komoérki nowotworowe, jak i od innych rodzajow raka. Nadto ponad potowa znanych
miRNA jest umiejscowiona w tzw. tamliwych rejonach genomu, 0 ktérych wiadomo, iz
z uwagi na swojg niestabilnos$¢ i zwigkszong czestos¢ mutacji maja istotny zwigzek
z rozwojem nowotworéw®. Literatura dotyczaca wplywu miRNA na nowotworzenie
jest nadzwyczaj bogata, dlatego dla potrzeb tej pracy skupie si¢ jedynie na wybranych
przyktadach.

Rodzina miRNA let-7 charakteryzuje si¢ duzg zachowawczoscia i wystepuje
u wszystkich dotychczas badanych zwierzat. Jeden z jej reprezentantow, let-7a, jest
homologiem pierwszego miRNA odkrytego w 1993 roku u C.elegans przez Ambrosa.
W przypadku czlowieka wykazano, Ze reprezentanci rodziny let-7 reguluja ekspresje¢
rodziny onkogenow RAS. Geny RAS nalezg do grupy blonowych GTPaz sygnatowych
regulujacych réznicowanie i wzrost komorek. Aktywujace je mutacje wystepuja wg
roznych doniesien w 15-30% nowotwordow. Poczatkowo miRNA z rodziny let-7
przypisywano rol¢ supresoréw onkogendw z uwagi na fakt, iz wyst¢puja one we
wrazliwych rejonach chromosoméw, w ktorych zmiany wigzano z powstaniem
| progresja rakow phuc, piersi, pecherza oraz szyjki macicy. O udziale miRNA let-7
w transformacji nowotworowej $wiadczy fakt, iz obnizenie ich ekspresji w nie-
matokomoérkowych rakach ptuc odwrotnie koreluje ze stopniem inhibicji apoptozy
i opornoscia  linii nowotworowych na chemioterapic®.  Suplementacja let-7
w hodowlach in vitro linii gruczolaka ptuc zdecydowanie obniza progresj¢ i proliferacjg
komorek nowotworowych, co moze sugerowac uzycie tego miRNA jako potencjalnego
czynnika terapeutycznego. Okazato si¢, ze let-7b wycisza ekspresj¢ biatka HMGA2,
ktore jest onkogenem odpowiedzialnym za niekontrolowang proliferacje komorek

nowotworowych. Niedostateczna ilos¢ let-7b  prowadzi do patologicznego

% |y, J., Nature, (2005), s. 834.
L CALIN, G.A., Proc Natl Acad Sci U S A, (2004), s. 2999.
% TAKAMIZAWA, J., Cancer Res, (2004), s. 3753.
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podwyzszenia poziomu HMGA2 w komorce, a tym samym zwigksza intensywnos¢ jej

podzialc')w93.

Posréd ponad 20 typdéw biataczek wystepujacych u dorostych najczesciej
wystepujacg jest przewlekta biataczka szpikowa (ang. Chronic lymphocytic leukemia —
CLL). Najbardziej typowa dla CLL aberracja chromosomalng jest delecja 13ql4
diagnozowana u ponad polowy chorych®. Delecja tego fragmentu chromosomu
wystepuje takze w innych nowotworach, a mianowicie: w 16-40% przypadkow
szpiczaka mnogiego, w 50% przypadkoéw chioniaka z komorek plaszcza oraz w 60%

przypadkow raka prostaty®>***’

. Jednakze zaden z genéw kodujacych biatka obecnych
w rejonie podlegajacym delecji nie wptywa bezposrednio na proces przeksztalcenia
limfocytow w linie biataczkowe. Tym niemniej w wyzej wspomnianym rejonie znajduja
si¢ dwa geny kodujace miRNA — miR-15 oraz miR-16-1. Az u 68% pacjentéw
cierpigcych na CLL zaobserwowano znaczne obnizenie ekspresji tych miRNA Iub jej
catkowite zahamowanie. Co wigcej analiza Northern Blot u czesci pacjentow wykazata
zwigkszong akumulacje pre-mir-15a, co sugeruje nieprawidtowg obrobke czasteczek
prekursorowych dla tego genu®. Nie mozna jednak wykluczyé takze innych przyczyn
transformacji limfocytéw zwigzanych z ta delecja. Klinicysci zauwazyli juz wcze$niej,
ze pacjenci z delecja 13ql4 charakteryzowali si¢ zdecydowanie lepsza prognozg
w poréwnaniu z pacjentami z innymi rodzajami aberracji chromosomowych -
del(11g23), czy del(17p13)*®. Wynika to najprawdopodobniej z faktu, iz homologi
gendw miR-15 oraz miR-16-1, (odpowiednio mir-15b i mir-16-2,) znajduja si¢ na
chromosomie 3. W rezultacie produkcja obu miRNA u pacjentow z del(13ql4) jest

obnizona, ale nie calkowicie zahamowana.

Ostatnie badania majace na celu poznanie funkcji miR-15 oraz miR-16-1
wykazaty, ze akumulacja obu negatywnie koreluje z akumulacjg inhibitora apoptozy

BCL2™. Postranskrypcyjne wyciszenie kodujacego go genu indukuje apoptoze

% LEE, Y. S., Genes Dev, (2007), s. 1025.

% BULLRICH, F., Cancer Res, (2001), s. 6640.

% KROGER, N., Blood, (2004), s. 4056.

% CamPs, J., Leuk Res, (2006), s. 923.

% DoNG, J.T., Prostate, (2001), s. 166.

% CALIN, G.A., Proc Natl Acad Sci U S A, (2002), s. 15524.
% DOHNER, H., N Engl J Med, (2000), s. 1910.

190 Oscier, D.G., Blood, (2002), s. 1177.

101 cimmINO, A., Proc Natl Acad Sci U S A, (2005), s. 13944,
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w zmienionych nowotworowo komorkach szpiku. Brak miR-15 oraz miR-16-1 moze

thumaczy¢ zwigkszong przezywalnosci komoérek rakowych zwigzanej z delecja 13q14.

W rakach piersi zidentyfikowano zestaw 15 miRNA, ktére wyraznie ulegaja
deregulacji w porownaniu ze zdrowa kontrolg. Na podstawie zmian w profilu ich
ekspresji mozna precyzyjnie roéznicowac¢ podtypy raka piersi, a takze oceni¢ stan
receptoréw estrogenowych, stopien proliferacji oraz poziom unaczynienia guza. Posrod
tych 15 gendow najwicksze roznice zauwazono dla miR-21, miR-125b, miR-145 oraz
miR-155"% Analogicznie jak w przypadku raka pluc, obnizona ekspresja let-7a
sugeruje gorszg prognoze, zwigzang z przerzutami do weztow chlonnych oraz wysokim

indeksem proliferacji.

Kolejnym z onkogenow, ktorego mutacje s3 szeroko rozpowszechnione
w wielu nowotworach jest gen MYC. Koduje on czynnik transkrypcyjny typu helisa-
petla-helisa. Czynnik ten bierze udzial w regulacji transkrypcji genow, ktorych
produkty wpltywaja zarowno na podzial komorek jak i na apoptoze. Na uwage zastuguje
fakt, ze wspotgranie miRNA i MYC wyraza si¢ szczegolnie w nowotworach limfocytow
B. W przypadku ostrej biataczki limfocytow B, w wyniku translokacji t(8;17) region
kodujacy MYC wilaczony zostaje w locus miR-142, tuz ponizej sekwencji kodujacej
prekursor miR-142. Tym samym gen MYC znajduje si¢ pod kontrola promotora tego
miRNA. Dodatkowo delecja okoto 20-nukleotydowego fragmentu tuz ponizej
promotora miR-142 wplywa na obrobke pierwotnego transkryptu. Wzrasta jego
stabilnos$¢, a w konsekwencji poziom ekspresji onkogenu MYC. W rezultacie dochodzi
do transformacji nowotworowej limfocytéw B%.

Deregulacji w kilku roéznych nowotworach ulega takze mechanizm
kontrolujacy produkcje wspomnianego juz wczesniej miR-155/BIC. Wykazano, ze
poziom ekspresji genu mIiR-155 jest obnizony ponad stukrotnie w chloniaku
Burkitt’a'®®, z kolei inne badania wykazaty wprost przeciwng sytuacj¢ w chtoniakach
ziarniczych oraz  pierwotnym  $rodpiersiowym 1 rozproszonym  chioniaku

wielokomérkowym limfocytow B'%.

192 16r10, M.V., Cancer Res, (2005), s. 7065.

103 RAMKISSOON, S.H., Leuk Res, (2006), s. 643.

104 K LUIVER, J., Gene Chromosome Canc, (2006), s. 147.
105 KL UIVER, J., J Pathol, (2005), s. 243.
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Ustalono réwniez korelacje miedzy obnizong ekspresjag miR-27b a zwigkszong
iloscig biatka CYPIB1 (nalezacego do nadrodziny cytochroméw P450-CYP)

odpowiedzialnego miedzy innymi za metabolizm lekow'®.

CYPIB1 wystepuje
w duzym st¢zeniu, gléwnie w komoérkach wrazliwych na estrogeny oraz zmienionych
nowotworowo, katalizujgc migdzy innymi aktywacje¢ rozlicznych proonkogendow,
a takze 4-hydroksylacje 17-estradiolu. W ten sposob miRNA wplywa nie tylko na
funkcje fizjologiczne komorki, czy transformacj¢ nowotworowa, lecz takze na

wrazliwos$¢ pacjenta na leki, co ma istotne znaczenie w doborze kuracji i dawek podczas

chemioterapii.

Analiza akumulacji miRNA w pecherzykowym raku tarczycy (PTC)
zaowocowala identyfikacja 5 miRNA roznicujacych probki chore od zdrowych. Lista ta
zawierata m.in. miR-146, miR-221 i miR-222*"". Nowotwory ze znacznie zwigkszong
akumulacja tych trzech miRNA charakteryzowaly si¢ drastycznie obnizong iloscia
transkryptéw genu KIT, a w konsekwencji biatka bedacego produktem jego ekspres;ji.
Warte jest tez podkreslenia, ze obserwowany w przypadku genu KIT polimorfizm 3'
UTR dotyczy miejsc wigzania odpowiednio miR-146, miR-221 i miR-222. Mozna
zatem sadzi¢, ze poszczegdlne transkrypty polimorficzne posiadaja r6zng zdolno$é
wigzania kazdego z miRNA. Stwierdzono ponadto, iz dwa sposréd powyzej
wspomnianych  miRNA (miR-221 i miR-222) hamujg wzrost linii komodrkowej
erytroleukemii TR-1 w sposéb zalezny od KIT. Reasumujac dane te wskazuja na
potencjalnie onkogenny charakter wymienionych miRNA.

Dotychczas opisane miRNA pochodzity z roznych transkryptow. Inaczej jest
w przypadku klastra miR-17-92, zawierajacego az 7 miRNA: miR-17-5p, miR-17-3p,
miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 oraz miR-92-1 zlokalizowanych wewnatrz
niekodujacego biatka transkryptu Cl3orf25. Klaster miR17-92 znajduje si¢ we
fragmencie chromosomu 13q31, ktory podlega cze¢stej amplifikacji w nowotworach. Ma
to migdzy innymi miejsce w rozproszonym wielkokomoérkowym chtoniaku limfocytow
B, chtoniaku pecherzykowym, chioniaku z komorek ptaszcza oraz pierwotnym ostrym
chtoniaku limfocytéw B, gdzie wykazano, ze klaster miR-17-92 podlega podwyzszone;j

ekspresji w 65% prébek zbadanych chtoniakow .

106 TsucHIYA, Y., Cancer Res., (2006), s. 9090.
Y97 He, H., Proc Natl Acad Sci U S A, (2005), 19075.
108 HE, L., Nature, (2005), s. 828.
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Aby zbada¢ wptyw tej grupy miRNA na transformacj¢ nowotworowa
wyizolowano komorki macierzyste szpiku z transgenicznych myszy zawierajacych
w genomie ludzki gen MYC. Otrzymane komorki dodatkowo transformowano
wektorem retrowirusowym niosagcym sekwencje kodujaca klaster miR-17-19b-1. Tak
zmienione komorki wszczepiano myszom typu dzikiego, poddanym uprzednio
subletalnej dawce promieniowania celem zniszczenia ich wlasnego szpiku. Myszy te
rozwingly zto§liwe chtoniaki po ok. 50 dniach, o wiele szybciej niz kontrolne myszy
wykazujace ekspresje jedynie genu Myc (3-6 miesi¢cy). Podobne eksperymenty,
w ktorych zastosowano transgeniczne komdrki macierzyste transformowane MYC,
a nastepnie genami kodujagcymi 96 niezwigzanych ze sobg miRNA lub tez genem
kodujacym pojedyncze miRNA z klastra miR-17-19b-1 nie doprowadzity do uzyskania
myszy wykazujacych zwickszong zachorowalno$¢ na chioniaki. Uzyskane wyniki
wskazujg zatem na istnienie korelacji pomiedzy ekspresja MYC a aktywacja onkogenow
zawartych w Kklastrze miR-17-19b-1. Nalezace do tej grupy miRNA mogg wyciszaé
czynniki apoptotyczne, stad nowotwory charakteryzujace si¢ zwigkszona ekspresja
MYC oraz klastra miR-17-19b-1 wykazuja szczegélnie niska $miertelno§¢ komorek.
W momencie zaburzenia prawidlowej $ciezki apoptozy, produkty genu MYC moga
powodowac¢ niekontrolowang proliferacje komoérek 1 w efekcie raka’®. Fakt ten
potwierdzaja doniesienia o podwyzszonej ekspresji produktéw klastra miR-17-19b-1
U pacjentow cierpiagcych na bardzo rézne nowotwory takie jak: przewlekta biataczka

limfoblastyczna typu B, rak pluc, migsaki i thuszczaki.

Zupelnie niezaleznie wykazano, ze produkty onkogenu MYC wigzg si¢
bezposrednio z pierwszym intronem genu Cl13orf25 i reguluja jego ekspresje;llo. Na
podstawie analizy bioinformatycznej wytypowano potencjalny docelowy mRNA
wyciszany przez dwa miRNA z klastra miR-17-19b-1 (miR17-5p oraz miR-20a).
mRNA ten koduje czynnik transkrypcyjny E2F1 zaangazowany w procesy zwigzane
z przejsciem komorek z fazy Gl do fazy S. E2F1 reguluje ekspresje genow
odpowiedzialnych za replikacje DNA, podzial komorki oraz apoptoze. Wyciszenie
genow miR17-5p oraz miR-20a w hodowlach tkankowych powoduje wzrost akumulacji
czynnika E2F1, bez zmiany ilosci jego mRNA w komorce. Obserwowane zmiany

W Sposob oczywisty wskazuja, iz gen ten jest regulowany poprzez mate RNA na drodze

199 TaGAWA, H., Canc Sci., (2007), s. 1482.
10 O'DoNNELL, K.A., Nature, (2005), s. 839.

32



I. Wstep

inhibicji translacji. Mutacje we fragmencie 3'-UTR E2F1 komplementarnym do miejsc
wigzania mirl7-5p oraz mir-20a skutkujg zwigkszeniem akumulacji biatka, tym samym

indukuja podziat i tzw. ,,unie§miertelnienie komorek”.

Powyzej zaprezentowano jedynie kilka przyktadow obrazujacych bezposredni
zwigzek pomiedzy zaburzeniami produkcji miRNA a transformacjg nowotworows.

W ostatniej dekadzie podobne rezultaty uzyskane zostaty przez wielu badaczy.

1.4.2. miRNA w regulacji hematopoezy

Hematopoeza to proces powstawania 1 roznicowania si¢ elementow
morfotycznych krwi. Udzial miRNA w procesie hematopoezy byl badany zaréwno
poprzez catkowite zahamowanie biogenezy miRNA jak i selektywng inaktywacje
poszczegdlnych miRNA. Pierwsze podejscie polegajace na wyciszeniu rybonukleazy

Dicer prowadzito do zmian letalnych na poziomie embrionalnym™*.

Podobnie
embrionalne komoérki macierzyste pozbawione biatkka DGCRS (podjednostka
kompleksu mikroprocesora) wykazywaty zahamowanie réznicowania w fazie G1 cyklu

komérkowego %113

. Tym niemniej w przypadku, gdy rybonukleaza Dicer byla
przejsciowo inaktywowana we wczesnych stadiach dojrzewania limfocytow T,
wykazano, ze jej obecnos¢ jest niezbgdna do prawidlowego wyksztatcenia limfocytow

T pomocniczych™

, natomiast jej brak nie wplywal negatywnie na dojrzewanie
limfocytow T linii CD4/CD8°. Wyciszenie genu biatka Ago2, gléwnego sktadnika
kompleksu RISC powoduje powazne zaburzenia rozwoju linii komoérek szlaku
hematopoezy**®. Z kolei selektywne wyciszanie poszczegélnych miRNA prowadzi do
wytworzenia charakterystycznych fenotypdéw. Na podstawie zebranych dotychczas
danych mozna przypuszczac¢, ze miRNA uczestnicza praktycznie we wszystkich etapach

hematopoezy (Rysunek 3, Tabela 2).

111 BERNSTEIN, E., Nat Genet, (2003), s. 215.
12\WaNG, Y., Nat Genet, (2007), s. 380.

B \WAaNG, Y., Nat Genet, (2008), s. 1478.

14 Coss, B.S., J Exp Med, (2006), s. 2519.

115 coss, B.S., J Exp Med, (2005), s. 1367.

116 O'CARROLL, D., Genes Dev, (2007), s. 1999.
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CD 34—
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miR-2%a
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miR-223 miR-181
€D 133+ €D 133+
CD 34+ ) " CD 34+

CMP CcLp

CD 34+ CD 34+
CD 38+

CD45RA -
MEP GMP

miR-34
miR-146

miR-24 miR-150 1

ErP MKP

Pro-B Pro-T Pro-NK
miR-16
miR-144
miR-150
miR-155 )
miR-221 miR-17-5p
miR-222 miR-20a
miR-223 miR-106a )
miR-451 miR-10a | miR-223 miR-223|  miR-223 miR-424 miR-150
v
“‘] : -
; 13
. . ) Limf. B Limf. T Limf. NK
Erytrocyt Megakariocyt Bazofil Eozynofil Neutrofil  Makrofag
CD 235a+ CD9+ CD15+ CD15+ CD11b+ CD19+ CD2+ CD56+
CD41+ CD16+ CD14+ CD20+ CD3+
CD61+ CD6+
CD28+

Rysunek 3 — Udziat miRNA w poszczegdinych etapach hematopoezy. Legenda - HSC (ang. hematopoietic
stem cell) komorka macierzysta szpiku; MP, ang. (multipotent progenitors) — multipotentne komorki
progenitorowe; CMP, (ang. common myeloid progenitor) — wspdlna komoérka progenitorowa krwi linii
mieloidalnej i granulocytarnej; CLP, (ang. common lymphoid progenitor) — wspolna progenitorowa komorka
limfopoezy; MEP, (ang. megakaryocyteerythroid progenitor) — komorka progenitorowa megakariocytow
i erytrocytow; GMP, (ang. granulocyte-macrophage progenitor) — komodrka progenitorowa granulocytow
i monocytow; ErP, (ang. erythroid progenitor) — komorka progenitorowa erytrocytow; MkP, (ang. megakaryocyte
progenitor) — komorka progenitorowa megakariocytow. Przy poszczegélnych komoérkach zaznaczono
obecnosc¢ (+) lub brak (-) specyficznych antygenéw powierzchniowych (CD, ang. cluster of differentiation).
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Tabela 2. Ogoétna charakterystyka miRNA zaangazowanych w proces

hematopoezy.
: - Ly Gen
miRNA Funkcja Komérki
docelowy

miR-10a Obnizona ekspresja podczas CD34+ HOXAI
megakariocytopoezy 7

mir-15a Nadekspresja miR-15a hamuje tworzenie CD34+ MYB
kolonii komérek linii erytroidalnych i
mieloidalnych!18

miR-24 Hamuje erytropoezg!!? CD34+ ALK4

miR-29a Pobudza proliferacje¢ komérek Lin-CD34+CD38- HBPI
progenitorowych 120, 121 CD90+CDA45RA-

FZD5, TPMI
CDI33+

miR-34a Nadekspresja w czasie réznicowania CD34+ CDK4, CDKS,
megakariocytéw, zaangazowany w MYB
réznicowanie komorek dendrytycznych 22

miR-125b Wspiera podziaty komérek macierzystych Lin-CD34+CD38- BMF, KLFI3
szpiku 123 CD90+CD45RA-

miR-130a Obnizona ekspresja podczas CD34+ MAFB
megakariocytopoezy

miR-142-3p | Hamuje proliferacj¢ komoérek CD 133+ CDI33+ PROMI

miR-146 Obnizona ekspresja podczas CD34+ CXCR4
megakariocytopoezy |24

miR-150 Kieruje réznicowanie w strone linii MEP (CD34+CD38+IL-3Ro- | MYB
megakariocytarnej!25 CD45RA-)

miR-155 Hamuje tworzenie kolonii komorek linii CD34+ ETS-1, MEIS|

erytroidalnych i mieloidalnych26. 127

17 GarzoN, R., Proc Natl Acad Sci U S A, (2006), s. 5078.

18 7ZHao, H., Blood, (2009), s. 505.

19 WaNG, Q., Blood, (2008), s. 588.

120 HAN, Y.C., J Exp Med, (2010), s. 475.
121 BisseLs, U., Stem Cells, (2011), s. 847.
122 NAVARRO, F., Blood, (2009), s. 2181.

122 001, A.G., Proc Natl Acad Sci U S A, (2010), s. 21505.

124 aABBAYE, C., Nat Cell Biol, (2008), s. 788.
1251y, J., Dev Cell, (2008), s. 843.

126 GEORGANTAS, R.W., Proc Natl Acad Sci U S A, (2007), s. 2750.
27 RomANIA, P., Br J Haematol, (2008), s. 570.
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miR-221 Hamuje erytropoeze!28. 129 CD34+ KIT
miR-222 Hamuje erytropoeze CD34+ KIT
miR-223 Hamuje réznicowanie granulocytow i CD34+ LMO2, NFI-A

erytrocytow 130, 131

miR-424 Nadekspresja podczas réznicowania CD34+ NFI-A
monocytow 32

miR-451 Kieruje réznicowanie w strong linii CD34+ }
erytrocytarnej!33, 134

miR-520h Umozliwia réznicowanie komorek CD34+CD38- ABCG2
macierzystych szpiku w komorki
progenitorowe I35

miR-17-92 Kontroluje réznicowanie monocytow 36 CD34+ AMLI, M-CSFR

Rola miRNA we weczesnych stadiach hematopoezy na poziomie komorek
macierzystych szpiku jest wcigz niedostatecznie poznana, szczegdlnie w odniesieniu do
procesu samoodnowy komorek macierzystych szpiku. Badania w tym kierunku sa
utrudnione przez stosunkowo niewielka ilo$¢ dostgpnego materiatu biologicznego i brak
uniwersalnego markera molekularnego wyrdzniajacego ludzkie komoérki macierzyste
szpiku. Wiekszos¢ dotychczasowych badan koncentrowala si¢ wokdét probleméw
zwigzanych z wplywem miRNA na roznicowanie komorek w pdzniejszych stadiach

szlaku hematopoezy.

Wygodnym narz¢dziem badawczym okazaty si¢ analizy funkcjonalne jednostek
tworzacych kolonie (CFU — ang. Colony Forming Units), czyli pojedynczych komdrek,
z ktorych mogg powstawa¢ kolonie rdznicujace si¢ nastepnie w poszczegOlne linie
rozwojowe np. limfocytarng, erytroidalng itp.. Wykazano, ze transfekcja komorek

CD34+ przy pomocy wektora niosgcego miR-155 wydatnie zmniejsza ilo$¢ tworzacych

128 BRUCHOVA, H., Exp Hematol, (2007), s. 1657.

129 FEL 11, N., Proc Natl Acad Sci U S A, (2005), s. 18081.
130 Fazl, F., Cell, (2005), s. 819.

131 FEL LI, N., Haematologica, (2009), s. 479.

132 Rosa, A, Proc Natl Acad Sci U S A, (2007), s. 19849.
3 DoRE, L.C., Proc Natl Acad Sci U S A, (2008), s. 3333.
134 ZHAN, M., Exp Hematol, (2007), s. 1015.

35110, R., J Cell Biochem, (2008), s. 805.

1% FONTANA, L., Nat Cell Biol, (2007), s. 775.
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si¢ kolonii linii mieloidalnych i erytroidalnych, natomiast analogiczna transdukcja miR-
146 hamuje powstawanie kolonii megakariocytarnych. Dla odmiany miR-142-3p dziata
jako ogdlny negatywny regulator zdolnos$ci do tworzenia kolonii w przypadku komorek
CD133+. Zwickszenie akumulacji miR-520h w komérkach CD34+CD38- powoduje ich
wejscie na droge rdéznicowania w kierunku form bardziej dojrzatych komorek
progenitorowych poprzez wyciszanie genu ABCG2, biatka nalezacego do rodziny
transporteréw ABC, specyficznego dla niezroznicowanych komorek
hematopoetycznych, w tym komoérek macierzystych szpiku. Powyzsze wyniki wspieraja
hipotez¢ zakladajaca znaczne zaangazowanie mMIRNA w procesy wzrostu

I rdznicowania komoérek hematopoetycznych u cztowieka.

1.5. Metody badania miRNA

Poniewaz miRNA r6znig si¢ od innych komérkowych RNA jedynie wielkos$cia
stad podczas ich badan mozliwe jest zastosowanie wigkszosci klasycznych metod
uzywanych w biologii molekularnej. Problem stanowi nie tyle niewielka masa

czasteczkowa miRNA co ich stosunkowo niska zawarto$¢ w materiale biologicznym.

Ponizej przedstawione zostaly najbardziej standardowe podejécia stosowane

w badaniach miRNA:

(i) analiza jakos$ciowa i ilosciowa zawarto$ci miRNA moze by¢ wykonana
przy uzyciu dwuetapowej reakcji PCR (zmodyfikowany RT-PCR, po
ktorym nastepuje ilosciowy Real-Time PCR) lub mikromacierzy DNA™'.

W ten sposob okreslic mozna absolutng badz wzgledng ilos¢ miRNA

W prébce138,l39,l40;

(i) funkcje miRNA mozna okresli¢ poprzez blokowanie ich aktywnosci przy

uzyciu: oligonukleotydéow LNA™, oligonukleotydéw morfolinowych®*?

lub 2’-O-metylo-oligonukleotydow'*>#1;

137 SHINGARA, J., RNA, (2005), s. 1461.

38 CHEN, C., Nucleic Acids Res, (2005), s. 179.

39 CHeN, Y., BMC Genomics., (2009), s. 407.

101 po, K., Biochem Biophys Res Commun., (2006), s. 85.
11 KLoOSTERMAN, W.P., Nucleic Acids Res, (2004), s. 6284.
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(iii) proces dojrzewania miRNA mozna hamowa¢ uzywajgc modyfikowanych
oligonukleotydow**;
(iv) detekcja miRNA najczeSciej odbywa si¢ na drodze hybrydyzacji typu

Northern, a w przypadku analiz ,in situ” z wykorzystaniem sond LNA"
148.

(v) odkrycie nowych miRNA przebiega zazwyczaj poprzez klonowanie
potencjalnego miRNA 1 jego analize bioinformatyczna. Coraz czgsciej
w poszukiwaniach nowych miRNA stosuje si¢ rowniez sekwencjonowanie

nowej generacji (tzw. glebokie sekwencjonowanie)™*.

Dodatkowo obok wymienionych powyzej klasycznych metod analizy RNA
w badaniach miRNA stosowane sg specyficzne, W tym witasnie celu stworzone metody.
Z uwagi na objetos$¢ niniejszej pracy chcialbym ograniczy¢ si¢ jedynie do omdwienia
Kilku szczegolnie ciekawych i oryginalnych podejs¢. Jak wspominatem wczeéniej niska
zawartos¢ miRNA w komorkach powoduje, ze konieczne jest opracowanie metod
0 wysokiej czutosci i specyficznos$ci. Jedna z takich technik wykorzystuje tzw. ,,sondy
kloédkowe” i amplifikacje metoda toczacego sie kota'®. Sondy kitdédkowe sa liniowymi
czasteczkami DNA, tak zaprojektowanymi by ich konce hybrydyzowaty do dwoéch
sgsiadujacych sekwencji docelowych (patrz Rysunek 4). W odpowiednich warunkach
ligaza DNA taczy konce sondy kldédkowej pod warunkiem, iz s3 one w petni
komplementarne do analizowanej czasteczki RNA. W ten sposéob mozna rozroznié
nawet bardzo blisko spokrewnione miRNA™, Zhybrydyzowany z sonda miRNA stuzy
nastepnie jako starter do jej amplifikacji metoda toczacego si¢ kota. Reakcja ta jest
katalizowana przez polimeraz¢ DNA phi29 i umozliwia ilosciowe okreslenie zawartoSci
danego MIRNA w nanogramowych probkach catkowitego RNA. Opisana metoda

przedstawiona zostata na Rysunku 4.

Y2 FLyNT, A.S., Nat Genet, (2007), s. 259.

13 MEISTER, G., RNA, (2004), s. 544.

144 CHol, W.Y., Science, (2007), s. 271.

15 KLEIN, M.E., Nat Neurosci, (2007), s. 1513.

146 K LooSTERMAN, W.P., PL0S Biol, (2007), s. 203.
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Rysunek 4. Analiza miRNA przy uzyciu sond kidédkowych. (A) sonda jest zaprojektowana tak by
specyficznie wiazata sie z wybranym miRNA; (B) przytaczona do miRNA sonda przeksztatcana jest
w kolista czasteczkg przy udziale ligazy DNA; (C) po ligacji miRNA stuzy jako starter dla polimerazy
DNA phi29; (D), ktora amplifikuje sonde zgodnie z mechanizmem toczacego sie kota. W rezultacie
sonda zawierajaca sekwencje miRNA zostaje wielokrotnie powielona!52.

Kolejng metodg, ktéra w zmodyfikowanej formie znalazta szerokie
zastosowanie w analizie miRNA jest hybrydyzacja typu Northern. Opracowana przez
Ramkissona modyfikowana metoda Northern wykorzystujaca sondy znakowane na
koncu 3’ dioksygening (naturalnym haptenem o wysokiej immunogennos$ci) okazala si¢
doskonatg alternatywa dla klasycznych technik izotopowych. Co istotne pozwala ona

138 W miejscu tym

zachowac¢ specyficzno$¢ iczutosci hybrydyzacji typu Northern
nalezy takze wspomnieé¢, ze detekcja na drodze chemiluminescencyjnej jest o wiele

szybsza niz w przypadku sond radioizotopowych.

Powyzej opisane metody pozwalaja w pojedynczym eksperymencie wykry¢
lub okresli¢ ilo$¢ stosunkowo niewielkiej liczby miRNA. Wydaje si¢, ze w najblizszych

154,155,156,157 .
. Mozna z

latach metoda z wyboru stanie si¢ gltebokie sekwencjonowanie
calg stanowczoscig stwierdzi¢, ze wprowadzenie na masowa skale tej metody, przy
jednoczesnej redukcji kosztow zrewolucjonizuje tak poszukiwania nowych miRNA, jak

I badania ich akumulaciji.

Z biologicznego punktu widzenia najwazniejsze jest jednak potwierdzenie
funkcji 1 miejsca dziatania danego miRNA in vivo. Do okreslenia miejsca akumulacji
miRNA w komorkach uzywa si¢ najczeSciej hybrydyzacji in situ w potgczeniu
z mikroskopia konfokalna'®®. Natomiast w badaniach funkcjonalnych najpopularniejsza

metodg jest transfekcja linii komorkowych danym miRNA celem wyciszenia

152 NjLssoN, M., Hum Mutat, (2002), s. 410.

153 RAMKISSOON, S.H., Mol Cell Probes, (2006), s. 1.
1 WHEELER, D.A., Nature, (2008), s. 872.

155 7HENG, Z., Nucleic Acids Res., (2010), s. 137.

156 MARGULIES, M., Nature, (2005), s. 376.

7 gy, T.J., Nature, (2008), s. 66.

%8 DEO, M., Dev Dyn, (2006), s. 2538.
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specyficznego transkryptu, a nastepnie okreslenie efektu fenotypowego™®. Stosuje sie
tez knock-out danego miRNA poprzez komplementarny RNA (tzw. antagomir) czy
ukierunkowang mutagenez¢. Waznym elementem uzupelniajagcym wszystkie techniki
eksperymentalne sg analizy in silico, bez ktorych identyfikacja nowych miRNA oraz

celow ich dzialania bytaby niezwykle trudna o ile nie niemozliwa.

1.6. Mikromacierze DNA

1.6.1. Podstawy teoretyczne

Mikromacierze DNA sa jedng z odmian technik hybrydyzacyjnych
wykorzystywanych powszechnie w biologii molekularnej. Mikromacierz sklada si¢
z zestawu oligonukleotydéw (tzw. sond) immobilizowanych w okres§lonym porzadku na
podiozu statym. Umieszczone na macierzy sondy sg komplementarne do sekwencji
analizowanych czasteczek DNA lub RNA. Do mikromacierzy hybrydyzowane jest
uprzednio wyznakowane DNA Iub RNA (tzw. proba). Dzigki zastosowaniu
odpowiednich warunkdéw hybrydyzacji, a nastepnie odmywania proby, jedynie
czasteczki w pelni komplementarne do sond pozostaja zwigzane z macierzg (Rysunek
5). Zhybrydyzowane z sondami czgsteczki sa wykrywane dzigki detekcji sygnatu
pochodzacego od znakowanej proby. Jako znaczniki najczgsciej wykorzystywane sa
barwniki fluorescencyjne badz chemiluminescencyjne. Pomiar emitowanego przez nie
sygnatu umozliwia okreslenie wzglednej ilosci poszczegdlnych czasteczek w badanej

prébie, a tym samym analize¢ jako$ciowa oraz iloSciowa.

%% OBAD, S., Nat Genet, (2011), s. 371.

40



I. Wstep

* znakowane RMA

sondy i

. czesciowo komplementarne
w petni komlementarne RMA N P

silnie wigzane z sonda RNA stabo zwigzane z

sonda

Rysunek 5. Hybrydyzacja préoby do mikromacierzy. Zaznaczono silnie wiazace sig, w pelni
komplementarne do sondy, wyznakowane czasteczki RNA oraz czasteczki nie w petni komplementarne,
stabiej wiazace si¢ do mikromacierzy. Gwiazdkami w dwoch kolorach zaznaczono rézne fluorochromy
uzyte podczas znakowania RNA.

1.6.2. Produkcja mikromacierzy

Sondy sa zazwyczaj immobilizowane na mikromacierzy poprzez wytworzenie
wigzan elektrostatycznych lub kowalencyjnych pomigdzy wbudowanym do
oligonukleotydu tgcznikiem a znajdujgcym si¢ na powierzchni statej amino- lub epoksy-
silanem. Modyfikowanym silanem pokrywane sa najczesciej plytki szklane lub
silikonowe. Istniejg takze niestandardowe metody wigzania sondy do powierzchni
mikromacierzy, wykorzystujace np. elektrostatyczne oddziatywanie ujemnie
natadowanych czasteczek DNA sond z dodatnio natadowanymi mikroelektrodami na

powierzchni mikromacierzy*®%¢%,

W zaleznosci od platformy sondy moga by¢ syntetyzowane in situ (np. metoda
fotolitografii lub drukowania natryskowego (ang. ink-jet printing), odpowiednio

mikromacierze Affymetrix i Agilent'®%*®

) lub nanoszone za pomocg drukarki. Metoda
fotolitografii polega na uzyciu do syntezy sond zmodyfikowanych nukleotydow
wyposazonych we wrazliwe na S$wiatlo grupy blokujace. Poprzez naswietlanie

wybranych punktow mikromacierzy mozna precyzyjnie kontrolowac przebieg syntezy

180 GiLLEs, P. N., Nat. Biotechnol., (1999), s. 365.

181 HELLER, M. J., Electrophoresis, (2000), s. 157.

162 peask, A.C., Proc Natl Acad Sci U S A, (1994), s. 5022.

163 BARONE, A.D., Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids, (2001), s. 525.
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milionéw réznych sond. Dtugos$¢ sond waha si¢ od 25 nukleotydéw (Affymetrix) do 60
(Agilent). Krotsze sondy sa tansze w syntezie i1 moga mie¢ wigksza gesto$¢ na
macierzy, natomiast dluzsze charakteryzuja si¢ wigksza specyficznoscia. Alternatywa
jest opracowana przez firm¢ NimbleGene Systems zmodyfikowana metoda

fotolitografii, niekorzystajaca z siatek maskuj qcychm.

Druga z metod jest drukowanie kontaktowe uprzednio zsyntetyzowanych

sond®

. Zazwyczaj odbywa si¢ to w odpowiednich drukarkach, za pomoca igiet
metalowych lub silikonowych zanurzajacych si¢ w studzienkach zwierajacych
rozpuszczone sondy, a nastgpnie przenoszacych je we wczesniej zdefiniowane miejsca
na szkielkach. Technika ta umozliwia wigkszg elastycznos¢ w planowaniu
eksperymentu (pozwala zmienia¢ rodzaj 1 dlugos¢ sond oraz ich utozenie na macierzy),

czesto tez obniza jego koszty.

1.6.3. Eksperyment mikromacierzowy

W przypadku mikromacierzy stuzacych do analizy poziomu ekspresji gendw

(Rysunek 6) ogolny schemat eksperymentu przedstawia si¢ nastepujaco:

(1) z materiatu biologicznego izolowany jest RNA (w tym mRNA),
oczyszczany (metodg fenol:chloroform lub na kolumienkach) oraz
oceniany pod wzgledem jakosciowym (elektroforeza kapilarna)
oraz ilosciowym (metody spektrofotometryczne);

(i) uzyskany RNA stuzy jako matryca do syntezy cDNA metoda
odwrotnej transkrypcji ze starterami oligo(dT) (w przypadku
mRNA). Opcjonalniec ¢cDNA moze by¢ poddany amplifikacji
metodg PCR;

(iii) nast¢pnie do modyfikowanych aminoallylo-dNTP wprowadzanych
do cDNA podczas odwrotnej transkrypcji przylaczane sg reaktywne
barwniki fluorescencyjne, przy st¢zeniach mieszaniny reakcyjnej
tak dobranych, by jeden wyznakowany nukleotyd przypadat srednio

na 60 nieznakowanych;

164 NUWAYSIR, E.F., Genome Res, (2002), s. 1749.
165 BarBULOVIC-NAD, 1., Crit Rev Biotechnol, (2006), s. 237.
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(iv)

(v)

(vi)

znakowana proba jest hybrydyzowana z mikromacierzg, a nastepnie
pozostale niezwigzane czasteczki s odmywane;

mikromacierz jest skanowana celem uzyskania tabeli intensywnosci
fluorescencji dla poszczeg6lnych sond;

ostatnim etapem jest analiza bioinformatyczna uzyskanych

wynikow.
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Rysunek 6. Eksperyment mikromacierzowy — schemat.
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1.7. Biataczki i ich podziat

Terminem biataczka (tac. leucaemia) okreslamy grupe choréb nowotworowych
uktadu krwiotwoérczego. Historycznie etymologia slowa biataczka wywodzi si¢ od
jasnego koloru probek krwi uzyskanych od 0sob z ostrg forma choroby.

Z punktu widzenia klinicznego i etiologicznego biataczki mozna podzieli¢ na
dwie podstawowe grupy: ostre i przewlekle. Ostre biataczki cechuja si¢ szybka i nagla
akumulacja w szpiku duzej liczby niedojrzalych komorek krwi. W konsekwencji
prowadzi to do uposledzenia normalnych funkcji szpiku, a tym samym niedostateczne;j
produkcji prawidtowych elementéw morfotycznych krwi. Pocigga to za sobg
konieczno$¢ natychmiastowej terapii z uwagi na szybki rozwoj choroby, akumulacj¢
zmienionych nowotworowo komorek oraz ich rozsianie do innych organow. Dla
odmiany przewlekle formy biataczek moga rozwija¢ si¢ wiele lat, a zmienione
nowotworowo komdrki sa podobne do dojrzatych form prawidtowych komorek krwi.
Czesto przed rozpoczgciem leczenia pacjenci cierpigcy na przewlekte biataczki sa
monitorowani przez dtuzszy czas celem doktadnej diagnostyki i dobrania optymalnej
terapii.

Inny podziat bialaczek odnosi si¢ do rodzaju komoérek progenitorowych,
ktérych mutacja prowadzi do wejscia na $ciezke nowotworzenia. Wyrdézni¢ mozemy
zatem: biataczki limfoblastyczne (wywodzace si¢ z komorek szlaku limfoidalnego —
zazwyczaj limfocytow B) i mieloblastyczne (pochodzace z komorek szlaku szpikowego
— erytroidalnego, monocytarnego, granulocytarnego i trombocytarnego). Najbardziej

rozpowszechnione typy biataczek przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Najpowszechniejsze typy biataczek.

Nazwa Charakterystyka Podtypy

Najczesciej wystepuje u dzieci, u dorostych | Ostra biataczka limfoblasyczna
Ostra biataczka

wystepuje zazwyczaj po 65 roku zycia, z prekursoréw limfocytow B, ostra
limfoblastyczna przezywalnos¢ zalezna od wieku (85% biataczka limfoblasyczna z prekursorow
u dzieci, 50% u dorostych) limfocytow T, biataczka Bukitt’a, ostra

biataczka bifentotypowa

Najczesciej wystepuje u dorostych powyzej | Biataczka prolimfoblastyczna

Przewleka biataczka 55 roku zycia, w tym 2/3 mezczyzn; z limfocytéw B

limfoblastyczna przezywalnos¢ wynosi ok. 75%

Wystepuje czesciej u dorostych niz dzieci Ostra biataczka promieloctowa, ostra

Ostra biataczka przezywalnos¢ wynosi ok. 40% '66 biataczka megakarioblastyczna, ostra

szpikowa biataczka mieloblastyczna

Dotyka najczesciej dorostych, bardzo Przewlekta biataczka monocytowa

Przewlekta biataczka rzadka dzieci; przezywalnos¢ ok. 90%

szpikowa
Dzieli wiele cech wspdlnych z przewlekta
Biataczka biataczka limfoblastyczna, ponad 80%
wtochatokomérkowa cierpiacych na biataczke
wiochatokomérkows to dorosli mezczyzni,
brak odnotowanych przypadkéw u dzieci,
przezywalno$¢ 96-100% 67
Transformaciji ulegaja limfocyty T168,
Biataczka

przebieg ostry, przezywalnosc¢ rzedu kilku
prolimfocytarna z L

miesigcy
limfocytow T

Transformacji ulegaja limfocytyty T i NK,

Biataczka z duzych przezywalnos¢ jest wysoka, 96-100%, a

ziarnistych limfocytéw przebieg stosunkowo fagodny

Czynnikiem sprawczym jest retrowirus —

Biataczka z dorostych | 1,474 wirus T-limfotropowy (HTLV),

komoérek T podobnie jak HIV infekuje limfocyty CD4+,
jednak w odréznieniu od HIV nie niszczy
ich, a powoduje uniesmiertelnienie
prowadzac tym samym do powstania

biataczki

166 CoLvIN, G.A., Med Health R I, (2003), s. 243.
167 E|sg, M., Cancer, (2005), s. 2442.
168 \VALBUENA, J.R., Am J Clin Pathol, (2005), s. 456.
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1.7.1. Ostra biataczka szpikowa

Ostra biataczka szpikowa (AML ang. acute myeloid leukemia) nalezy do grupy
chorob mieloproliferacyjnych, charakteryzujacych si¢ niekontrolowanym rozplemem
wszpiku 1 krwi obwodowej zmienionych nowotworowo niedojrzatych komorek
prekursorow elementéw morfotycznych krwi (blastow). Transformacja nastepuje
w wyniku zajscia wielu mutacji somatycznych w totipotentnych komdrkach
hematopoetycznych lub rzadziej bardziej zréznicowanych komorkach progenitorowych.
W AML dochodzi do powaznego uposledzenia wytwarzania normalnych komarek krwi,
co wigze si¢ z anemig i trombocytopenia, cz¢sto takze z obnizong iloscig krwinek
w szpiku'®®.

Wyzsze tempo podzialdw oraz wigksza przezywalnos$¢ blastow prowadzi do ich
znacznego nagromadzenia — ilo$¢ blastow w organizmie pacjenta moze dochodzi¢ do 11
mld komorek nowotworowych obecnych w szpiku i krwioobiegu. W rezultacie
U chorego obserwowana jest anemia powodujaca ostabienie, blado$¢ i1 zaburzenia
wysitkowe. Dodatkowo wystepujaca neutropenia wraz z monocytopenig utrudniajg
gojenie ran i sprzyjaja pojawianiu si¢ infekcji oportunistycznych, natomiast
trombocytopenia moze powodowac spontaniczne krwawienia, szczegolnie podskorne.

Klasyczna diagnostyka AML opiera si¢ na mierzeniu poziomu elementow
morfotycznych w polgczeniu z rozmazem Kkrwi i szpiku celem identyfikacji
biataczkowych blastow. Diagnoza zazwyczaj jest potwierdzana metodami
biochemicznymi poprzez stwierdzenie aktywno$ci mieloperoksydazy w blastach lub
metodami immunologicznymi poprzez identyfikacj¢ specyficznych antygenow CD
(ang. cluster of differentiation) m.in. CD 13 i CD 33. Z uwagi na fakt, ze niedojrzate
blasty moga wykazywa¢ cechy morfologiczne i1 immunofenotypowe wielu linii
hematopoetycznych (erytroblastdw, megakariocytow, monocytow, eozynofili, lub
rzadziej bazofili i komorek tucznych) oraz mieloblastow i promielocytow, oraz rdzne
stadium ro6znicowania mozna méwi¢ o wielu typach biataczek szpikowych 1 do tego
odnosi si¢ klasyczny ich podziat, tzw. klasyfikacja FAB (French-American-British),

przedstawiona w Tabeli 4.

%%williams Hematology, Eighth Edition (2010).
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Tabela 4. Podziat ostrej biataczki szpikowej wg FAB.

5 : Typowe zmian
Typ | Czestos¢ Morfologia Charakterystyka YPO! y
kariotypowe
ostra biataczka szpikowa, z divloidalne komérki
iploidalne komérki . .
MO 2-3% komérkami o bardzo niskim ik kariotyp prawidtowy
iataczkowe
stopniu zréznicowania
obecnos¢ pateczek Auera
o ostra biataczka mieloblastyczna, bez | . P N . .
M 20% cech dojrzewania (lizosomalne ziarnistosci) trisomia 8, -5, -7
ostra biataczka mieloblastyczna, z obecnosé paleczek Auera
M2 30% doi ) (lizosomalne ziarnistosci) | trisomia 8, -5, -7, t(8;21)
ojrzewaniem
ostra biataczka promielocytowa 30% |
>30% promielocytow w
10% (APL, ang. acute promyelocytic P 4 «(15;17)
M3 leukemia) ogolnej liczbie blastow
leukemia
M4 25-30% ostra biataczka mielomonocytowa | mielomonocytyczne blasty invlé
M5 10% ostra biataczka monocytowa obecnosé monoblastow «(%17), «817), Ig-
M6 4% ostra erytroleukemia zmiany dysplastyczne trisomia 8, -5, -7
M7 1-3% ostra biafaczka megakariocytowa | obecno$¢ megakariocytéw trisomia 21, inv 3

Klasyfikacja FAB w praktyce klinicznej jest ostatnio coraz szerzej
zastepowana przez nowa, zaproponowana przez Swiatowg Organizacje Zdrowia
(WHO). Klasyfikacja WHO jest przydatna dla lekarzy, gdyz koncentruje si¢ gtbwnie na
obrazie Kklinicznym AML, jednakze gorzej niz podzial FAB tlumaczy podstawy

biologiczne transformacji biataczkowe;.
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Czynnikami $rodowiskowymi mogacymi wptywa¢ na powstanie AML s3:
promieniowanie jonizujace, wysokie dawki benzenu i dym tytoniowy. Obserwowany
jest takze rosngcy odsetek przypadkow AML u pacjentow poddawanych intensywnej
chemioterapii, szczegélnie przy uzyciu czynnikow alkilujgcych czy inhibitorow
topoizomerazy II. Co wigcej, AML moze si¢ rozwing¢ na bazie innych klonalnych
zespolow mielodyspastycznych, m.in. przewleklej biataczki szpikowej (ang. Chronic
Myeloid Leukemia — CML), czerwienicy prawdziwej (ang. polycythemia vera — PV),
pierwotnej  mielofibrozy, nadptytkowos$ci  samoistnej czy  niedokrwistosci
syderoblastycznej. Wérdd innych schorzen, ktore moga prowadzi¢ do rozwoju ostrej
biataczki szpikowej warto wymieni¢ niedokrwistos¢ aplastyczng, szpiczaka mnogiego
lub rzadziej AIDS. Stwierdzono takze zalezno$¢ pomigdzy chorobami ‘[arczycy170 oraz

wrodzonymi zaburzeniami poliendokrynnymi®’™

a zwickszong zachorowalnos$ciag na
AML. Takze szeroka grupa choréb dziedzicznych zwigzana jest z AML, wsrdd ktorych
zauwazy¢ mozna kilka charakterystycznych zaburzen w stabilno$ci genomu: (i)
zaklocony system naprawy DNA przy anemii Fanconiego, (ii) obecno$¢ genow
,»podatnosci” faworyzujacych pojawienie si¢ kolejnej mutacji — rodzinny zespot
ptytkowy, (iii) defekty w genach supresorowych — zespot Zinser’a-Cole’a-Edmana, (iiii)
lub tez zaburzenia o nieznanej etiologii.

Mozemy takze wyrozni¢ kilka specyficznych zmian o charakterze
cytogenetycznym, m.in. translokacje t(8;21), t(15;17), inwersje inv(16), trisomi¢
chromosomu 8 czy tez delecje catego lub fragmentu chromosoméw 5 i 7. Szczegdlnie

charakterystyczna jest translokacja obejmujgca chromosom 17 w locus genu kodujacego

receptor kwasu retinowego (RARa) zwigzana zawsze z ostra biataczkg promielocytowa

(AML-M3).

Ostra biataczka szpikowa zazwyczaj jest leczona arabinozydem cytozyny (1 £ -
arabinofuranozylocytozyna), ktory w warunkach fizjologicznych szybko przeksztatcany
jest w trojfosforan arabinocytozyny, silny inhibitor polimeraz DNA i RNA. Zwazywszy
na fakt szybkiej deaminacji arabinozydu cytydyny do arabinozydu uracylu, ktéry nie
wykazuje aktywnosci cytostatycznej, konieczne jest dozylne podanie leku'’®. Drugim ze
sktadnikéw chemioterapii jest antracyklina i jej pochodne, bedace antybiotykami

glikozydowymi  zbudowanymi z daunozaminy jako reszty cukrowej oraz

70 MoskowiTz, C., Am J Hematol, (1992), s. 102.
" \WiLLEMS, E., Leukemia, (2003), s. 1912.
172 peRRY, MICHAEL C., (2008).
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czteropierscieniowego aglikonu zawierajgcego szkielet antrachinonu z dodatkowymi
grupami hydroksylowymi tworzacymi ugrupowanie hydrochinonowe. Substancje te
uwazane s3 za jedne z najskuteczniejszych dostgpnych lekow antynowotworowych.
Jednoczesnie wykazuja trzy aktywnosci cytostatyczne: (i) interkaluja heterodupleksy
DNA/RNA, (ii) sg inhibitorami topoizomerazy II, uniemozliwiajac relaksacje
superhelikalnych czasteczek DNA, hamuja transkrypcje i replikacje, (iii) powoduja
tworzenie wolnych rodnikéw uszkadzajacych DNA i blony komorkowe'”.
Wspomniana wyzej terapia taczona wprowadzona zostata w latach 70. ubieglego wieku.
Jako pierwsza dajaca zadowalajace wyniki jest ona do dzi$ stosowana z powodzeniem,
pod nazwa chemioterapii 7 i 3 (7 dni podawania arabinozydu i 3 dni daunarubycyny)'"*.
Inne leki moga by¢ wprowadzane do terapii w przypadku niekorzystnej prognozy,
podczas wznowy lub u pacjentéw opornych na leczenie. Wyjatkiem od tej reguty jest
leczenie ostrej biataczki promielocytowej (AML-M3), gdzie stosuje si¢ kwas retinowy,
trojtlenek arsenu oraz antracykling. Przeszczepy szpiku kostnego (autologiczne badz
autogeniczne) wykonywane sg u pacjentow ze wznowa lub z jej wysokim ryzykiem po
chemioterapii. Procentowe szanse uzyskania remisji catkowitej wahaja si¢ od 80%
u dzieci do ponizej 25% u osiemdziesi¢ciolatkow, natomiast wyleczenia od ok. 50%

u dzieci do praktycznie zera w przypadku osiemdziesi¢ciolatkow.

1.7.2. Podstawy molekularne

Jak wczesniej wspomniano AML moze by¢ skutkiem zaburzen tak w liniach

175
h=",

pierwotnych  komorek  totipotentnyc jak i pluripotentnych  komdrek

176,177,178,179,180,181 -
6,177,178,179,180,181 = piataczkowe

progentitorowych odpowiednich linii hematopoezy
blasty charakteryzujg si¢ specyficznym immunofentoypem komorek macierzystych:

CD123+CD45dimCD34+CD38. W przypadku remisji w celach diagnostycznych uzywa

1 MiNoTTI, G., Pharmacol Rev, (2004), s. 185.

174y ATES, J.W., Cancer Chemother Rep, (1973), s. 485.

5 SHARATHKUMAR, A., Am J Med Genet A, (2003), s. 194.

7% GonzALEZ, C.H., Birth Defects Orig Artic Ser, (1977), s. 31.
YT FiaLkow, P.J., Blood, (1991), s. 1415.

178 FERRARIS, A.M., Blood, (1984), s. 817.

7% GREAVES, M.F., Br J Cancer, (1993), s. 413.

180 TyrRHAN, A.G., Blood, (1995), s. 2154,

181 AN Lom, K., Leukemia, (1997), s. 202.
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si¢ panelu przeciwciat CLL-1, CD5, CD7, CD19, CD56, celem wykrycia pozostatych
komorek niosacych antygeny CD45dim,CD34+Cd3 8182

Mutacje somatyczne prowadzace do wejScia na S$ciezk¢ nowotworzenia
u wigkszosci pacjentow wynikajg z translokacji chromosomowych w krytycznych
regionach protoonkogenéw'®. Zazwyczaj ich rezultatem jest fuzja dwéch genéw,
powodujaca powstanie niefunkcjonalnego biatka. Ulegajace fuzji geny koduja
najczesciej czynniki transkrypcyjne lub inne biatka zwigzane z transkrypcja.
W rezultacie dochodzi do zaburzenia calej $ciezki regulacyjnej odpowiadajacej za

e .. . . , . .. 184 1
wzrost, roznicowanie i dojrzewanie komorek macierzystych szpiku'®* 1.

Wsrod gendéw czesto podlegajacych mutacjom warte wyrdznienia sg CBF (ang.
core binding factor), gen receptora kwasu retinowego alfa (RARA), rodzina genow
homeotycznych HOX, czy tez MLL. Mutacje w pierwszym z wymienionych genow,
a mianowicie CBF bedacym czynnikiem transkrypcyjnym, (zlozony z dwdch
podjednostek CBFA1l i RUNX1, dawniej zwany AML1) wystepuja u ok. 10%
przypadkéw AML, przy czym odsetek ten jest zalezny od wieku pacjenta i waha si¢
migdzy 6% u pacjentéw > 50 lat do 20% u 0s6b mtodszych. Sciezki regulowane przez
CBF odgrywaja istotng role w mechanizmach dojrzewania i réznicowania prekursorow
komorek krwi. Jednakze te pierwotne mutacje nie wystarczaja do wystapienia biataczki,
konieczne sa dodatkowe tzw. mutacje aktywujace w genach kinaz tyrozynowych FLT3
oraz KIT lub w N-RAS i K-RAS, zwigkszajace tempo podziatbw w zmienionych
komorkach prekursorowych. Dla AML charakterystyczne sa takze inne mutacje, m.in.
w genach FES, FOS, GATA-1, JUN B, MPL, MYC, p53, PU.1, RB, WT1, WNT, NPM1,

CEPBA186'187'188’189'190'191'192’193'194'195’196'197. W polqczeniu 7z rnutacjami powodujqcymi

182 AN RHENEN, A., Blood, (2007), s. 2659.

8| ook, A.T., Science, (1997), s. 1059.

184 paBsT, T., Oncogene, (2007), s. 6829.

185 KELLY, L.M., Annu Rev Genomics Hum Genet, (2002), s. 179.
18 ApaMms, J.M., Cancer Surv, (1992), s. 119.

¥ BAsHEY, A., Blood, (1992), s. 981.

188 PREISLER, H.D., Cancer Res, (1987), s. 874.

18 Bueso-RAaMOos, C.E., Blood, (1993), s. 2617.

1% Morl, N., Leuk Res, (1995), s. 869.

191 WEIDE, R., Leuk Lymphoma, (1995), s. 135.

%2 RIDGE, S.A., Proc Natl Acad Sci U S A, (1990), s. 1377.
193 MENSSEN, H.D., Leukemia, (1995), s. 1060.

¥4 WiLLmAN, C.L., Clin Lab Med, (1990), s. 769.

1% viGoN, 1., Blood, (1993), s. 877.

19 MiLLs, K., Front Biosci, (2008), s. 4605.

197 SCHLENK, R.F., N Engl J Med, (2008), s. 1909.
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utrate funkcji przez hematopoetyczne czynniki transkrypcyjne odpowiadajg one za tzw.
fenotyp AML. Proponowany mechanizm zaktada wspoétgranie dwoch klas mutacji: (i)
mutacji klasy I, np. genu RUNX1 zwickszajacych szybkosci podziatéw i przezywalnosé
zmienionego klonu, (ii) mutacji klasy 1I, np. CBF prowadzacych do zmian
W roznicowaniu 1 dojrzewaniu klonu. W miejscu tym warto zauwazy¢, ze zmiany
w komorkach krwiotworczych o niskim stopniu specjalizacji, przy zachowaniu ich
zdolnos$ci do réznicowania i intensywnych podziatow sg bezposrednio odpowiedzialne
za duza réznorodno$¢ fenotypoéw transformowanych biataczkowo linii klonalnych.
Kilka z wyzej wymienionych mutacji ma szczeg6lng wage, tak pod katem klinicznym

jak i biologicznym, o czym $§wiadczg dwa przytoczone ponizej przyktady.

Gen FLT3 koduje receptor kinazy tyrozynowej w komorkach progenitorowych
szlaku erytroidalnego 1 limfoidalnego. Charakterystyczna wewngtrzna duplikacja
tandemowa w tym genie odnotowywana jest w 25-35 % przypadkow AML, szczegblnie
przy normalnym kariotypie lub przy translokacjach PML-RARA lub DEK-CAN'®%,
Opisywana mutacja jest ztym czynnikiem rokujagcym, w poréwnaniu z grupg bez tej
duplikacji*®*#®. Przeciwnie mutacje w genie nukleofosminy NPM1, ktére wystepuja
nawet u 35% przypadkow zwiazane sa z korzystnym rokowaniem?*. Co uderzajace,
przy duzej ilosci genow odpowiedzialnych za deregulacj¢ normalnego cyklu
komoérkowego w AML jedynie niewiele $Sciezek transdukcji sygnatu jest jednoczesnie
zaburzonych. Odpowiadajg one za: (i) réznicowanie idojrzewanie PI3K-AKT, (ii)
proliferacj¢ RAS-RAF-MEK-ERK, (iii) przezywalno$¢ i unie$miertelnienie komorek
STAT3?*

1% RENNEVILLE, A., Leukemia, (2008), s. 915.
199 1BURA, M., Blood, (2003), s. 2198.

200 SMmALL, D., Semin Hematol, (2008), s. 17.
1 DOHNER, K., Blood, (2005), s. 3740.

202 ScHoLL, C., Semin Oncol, (2008), s. 336.
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2. Cel pracy

Podstawowym celem niniejszej rozprawy byto opracowanie metod
umozliwiajacych wykorzystanie technik mikromacierzowych w rdéznicowej analizie
akumulacji ludzkich miRNA. Jego osiagni¢cie wigzalo si¢ z realizacjg nastepujacych

zadan szczegotowych:

— zaprojektowanie mikromacierzy DNA — wybdr sond i metody ich wigzania
z powierzchnig szkietek podstawowych, opracowanie procedury drukowania
mikromacierzy;

— wytworzenie mikromacierzy 1 potwierdzenie ich przydatnosci w analizie
krotkich RNA;

— opracowanie efektywnych 1 wydajnych metod izolacji frakcji zawierajacej
niskoczasteczkowy RNA oraz metod jakosciowej 1 ilosciowej analizy
uzyskanych probek;

— opracowanie efektywnych metod znakowania niskoczasteczkowych RNA, ich
hybrydyzacji oraz skanowania mikromacierzy;

— opracowanie S$ciezki analizy bioinformatycznej i statystycznej uzyskanych
danych.

Wybranym ukladem modelowym umozliwiajacym dopracowanie i przetestowanie
poszczeg6lnych metod byly dwie linie komérkowe: Hela oraz HL-60. Nastepnie
zoptymalizowana procedura analizy akumulacji miRNA technikg mikromacierzowa
sprawdzona zostata w praktyce. Wykorzystano ja w pilotazowych badaniach akumulacji
miRNA w jednojadrzastych komodrkach krwi i szpiku uzyskanych od pacjentow
cierpigcych na ostrg biataczke szpikowa typu M1 i M2 (AML-M1 i AML-M2).
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3. Materiaty

3.1. Podstawowe odczynniki

—  Akrylamid (5 mg/ml) — Ambion;

—  Biekit trypanu — Sigma-Aldrich;

—  Chlorek sodu — Sigma-Aldrich;

—  Cytrynian sodu — Sigma-Aldrich;

— Dietylopiroweglan (DEPC) — Sigma-Aldrich;

— Dodecylosiarczan sodu (SDS) — BioRad;

— Etanol (98%) — POCh;

— Bydlgca surowica ptodowa (FBS) — Sigma-Aldrich;

— Fenol ,,kwasny” (fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 125:24:1; pH 4,5) —
Ambion;

—  Gentamycyna (50 mg/ml) — Sigma-Aldrich;

—  Gradisol - L (ficoll + urgoline L) d=1,077 g/cm® - Polfa Kutno;

— lzopropanol — POCh;

—  Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) — Sigma-Aldrich;

—  Kwas octowy — POCh;

—  Kwas solny (chlorowodorowy) — POCh;

— Octan sodu (uwodniony) — Sigma-Aldrich;

— Roztwory z inhibitorami RNaz (RNase Zap, ElectroZap) — Ambion;

—  Tris (tris(hydroksymetylo)aminoetan) — ChemPur;

—  Trypsyna (0,25%) — Sigma-Aldrich;

— Woda wolna od RNaz — Ambion;

—  Wodorotlenek sodu — Sigma-Aldrich.
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3.2. Roztwory i Bufory

Do przygotowania roztworow i buforow uzywanych w pracy z RNA

wykorzystano wod¢ dwukrotnie destylowang 1 traktowang DEPC (dietylopiroweglan)

celem inaktywacji RNaz, chyba, Ze zaznaczono inaczej. Wszystkie proporcje

sktadnikéw roztwordéw i buforéw podano w przeliczeniu na 1 litr roztworu/buforu

I przedstawiono odpowiednio w tabelach 5 i 6.

Tabela 5. Roztwory

DEPC-H,O

Sktadnik llos¢ Uwagi

0,1% DEPC I ml Po dodaniu DEPC mieszaning inkubowano przez |h w 37°C, a nastgpnie
H,0 Do I 1 autoklawowano, celem rozkiadu pozostatego DEPC. Przechowywano w

temperaturze pokojowe;j.

10M NaOH (wodorotlenek sodu)

Sktadnik llos¢ Uwagi
NaOH 400g Z uwagi na egzotermicznosc reakcji rozpuszczano na lodzie. Przechowywano
H.O Do | | w temperaturze pokojowe;.

IM HCI (kwas solny)

Sktadnik llosé Uwagi
36% HCI 86,2 ml

Przechowywano w temperaturze pokojowe;j.
H.O Do I'|

5M NacCl (chlorek sodu)

Sktadnik llos¢ Uwagi
NaCl 292 ¢

Przechowywano w temperaturze pokojowe;j.
DEPC-H.0O Do ||

10% SDS (dodecylosiarczan sodu)

Sktadnik llosé Uwagi
SDS 100 g

Przechowywano w temperaturze pokojowe;.
DEPC-H.O Do ||

3M CH:COONa (octan sodu), pH=4,8

Sktadnik llos¢ Uwagi
CH3COONa*3H,0 | 408 g pH ustalano za pomoca 3M CH3COOH (kwas octowy). Przechowywano w
DEPC-H20 Do | | temperaturze pokojowe;.

IM TrisHCI (tris(hydroksymetylo)aminoetan), pH=8

Sktadnik llos¢ Uwagi
Tris 121 g pH ustalano za pomoca |M HCI. Przechowywano w temperaturze
DEPC-H.O Do I'| pokojowej.
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0,5 M EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy); pH=8,0

Sktadnik llos¢ Uwagi
Na2;EDTA*2H,O 121 g pH ustalano za pomoca |0M NaOH. Przechowywano w temperaturze
DEPC-H.O Do | | pokojowej.
Tabela 6. Bufory
Bufor TE (Tris:EDTA)
Sktadnik llos¢ Uwagi
IM TrisHCI,
oH=80 10 ml
05 MEDTA Koncowy sktad buforu: 10mM Tris, ImM EDTA. Przechowywano
oH=8,0 2 ml w temperaturze pokojowej.
DEPC-H.0O Do ||
Bufor 10x PBS
Sktadnik llos¢ Uwagi
NaCl 80¢g
KClI 2g Roztwér roboczy: I1x PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na;HPO+* 7
NaHPO4+ *7H,O | I1,5¢g H20, 1.4 mM KH2PO4), pH ok. 7,3, sterylizowano przez filtracje.
KH2PO4 2g Przechowywano w temperaturze pokojowej.
DEPC-H.0O Do |l
Bufor 20x SSC, pH =7,0
Sktadnik llosé Uwagi
NaCl 175 g
CéHsNa3O7 88 g pH ustalano IM HCI, sterylizowano przez filtracje.
(cytrynian sodu) Przechowywano w temperaturze pokojowe;j.
DEPC-H.0O Do ||

Bufory do ptukania mikromacierzy

2xSSC/ 0,1% SDS

Sktadnik llos¢ Uwagi
20x SSC 100 ml
Koncowy sktad buforu: 300 mM NaCl, 30 mM cytrynian sodu, 0,1% SDS
10% SDS 10 ml
Przechowywano w temperaturze pokojowej.
DEPC-H.0O Do |l
2xSSC
Sktadnik llos¢ Uwagi
20x SSC 100 ml Koncowy skiad buforu: 300 mM NaCl, 30 mM cytrynian sodu
DEPC-H.O Do | | Przechowywano w temperaturze pokojowe;j.
0,2x SSC
Sktadnik llosé Uwagi
20x SSC 10 ml Koncowy skiad buforu: 30 mM NaCl, 3 mM cytrynian sodu Przechowywano
DEPC-H20O Do | | w temperaturze pokojowe;j.
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3.3. Gotowe zestawy odczynnikow

Zestaw Producent Nr kat. Zastosowanie

mirVana miRNA Isolation Kit Ambion AMI560 izolacja niskoczasteczkowych RNA

PureLink miRNA Isolation Kit Invitrogen K1570-01 izolacja niskoczasteczkowych RNA

flashPAGE Pre-Cast Gels (Type A) Ambion AMI10010 frakcjonowanie niskoczasteczkowych
RNA

flashPAGE Buffer Kit (Type A) Ambion AM9015 frakcjonowanie niskoczasteczkowych
RNA

NCode miRNA Amplification System Invitrogen MIRAS-20 amplifikacja niskoczasteczkowych RNA

Agilent Small RNA Kit Agilent 5067-1548 elektroforeza kapilarnej
niskoczasteczkowych RNA

NCode miRNA LabelingSystem Invitrogen MIRLS-20 znakowanie niskoczasteczkowych RNA

Label IT miRNA Labeling Kit, Cy3/Cy5 Mirus MIR 8305 znakowanie niskoczasteczkowych RNA

BioSciences
NCode Mammalian and Non-Mammalian Invitrogen MIRMPS-01 sondy do drukowania mikromacierzy

miRNA Microarray Probe Set v. |.0.

3.4. Pozywki

Pozywka DMEM (pozywka minimalna Eagle’a z modyfikacja Dulbecco)

(Gibco), ktorej sktad przedstawiono w Tabeli 7 z dodatkiem: D-glukozy, L-glutaminy,

pirogronianu sodu i wodoroweglanu sodu. Pozywka RPMI-1640 (ang. Roswell Park

Memorial Institute — Medium 1640) (Gibco), sktad przedstawiono w Tabeli 8
z dodatkiem L-glutaminy oraz wodoroweglanu sodu.
Tabela 7. Sktad pozywki DMEM203,
Masa molowa Stezenie | Stezenie
Sktadniki
[g/mol] [mg/L] [mM]
Aminokwasy
Glicyna 75 30 0,4
Chlorowodorek L-argininy 211 84 0,398
L-cysteina 313 63 0,201
L-glutamina 146 584 4
Uwodniony chlorowodorek L-histydyny 210 42 0,2
L-izoleucyna 131 105 0,802
L-leucyna 131 105 0,802

2%pyLBECCO, R., Virology, (1959), s. 396
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Chlorowodorek L-histydyny 183 146 0,798
L-metionina 149 30 0,201
L-fenyloalanina 165 66 0,4
L-seryna 105 42 0,4
L-treonina 119 95 0,798
L-tryptofan 204 16 0,0784
Bezwodna sél sodowa L-tyrozyny 261 104 0,398
L-walina 117 94 0,803
Witaminy
Chlorek choliny 140 4 0,0286
Pantotenian wapnia 477 4 0,00839
Kwas foliowy 44| 4 0,00907
Amid kwasu nikotynowego 122 4 0,0328
Chlorowodorek pirydoksyny 206 4 0,0194
Ryboflawina 376 0,4 0,00106
Chlorowodorek tiaminy 337 4 0,0119
Inozytol 180 7,2 0,04
Sole nieorganiczne
Chlorek wapnia (CaClz) (bezw.) 1 200 1,8
Azotan (V) zelaza (Ill) (Fe(NO3)3*9H.0) 404 0.1 0,000248
Siarczan (VI) magnezu (MgSO4) (bezw.) 120 97.67 0,814
Chlorek potasu (KCI) 75 400 533
Wodoroweglan sodu (NaHCO3) 84 3700 44,05
Chlorek sodu (NaCl) 58 4750 81,9
Diwodoroortofosforan sodu (NaH2PO4*H20) 138 125 0,906
Inne sktadniki
D-glukoza 180 4500 25
HEPES 238 5958 25,03
Tabela 8. Sktad pozywki RPMI-1640 wg Gibco
Masa molowa | stezenie Stezenie
Sktadniki
[g/mol] [mg/L] [mM]
Aminokwasy
Glicyna 75 10 0,133
L-arginina 174 200 1,15
L-asparagina 132 50 0,379
Kwas L-asparaginowy 133 20 0,15
L-cysteina 313 65 0,208
Kwas L-glutaminowy 147 20 0,136
L-glutamina 146 300 2,05
L-histydyna 155 I5 0,0968
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L-hydroksyprolina 131 20 0,153
L-Izoleucyna 131 50 0,382
L-leucyna 131 50 0,382
Chlorowodorek L-lizyny 183 40 0,219
L-metionina 149 15 0,101
L-fenyloalanina 165 15 0,0909
L-prolina 15 20 0,174
L-seryna 105 30 0,286
L-treonina 119 20 0,168
L-tryptofan 204 5 0,0245
Bezwodna sél sodowa L-tyrozyny 261 29 0,111
L-walina 17 20 0,171
Witaminy

Biotyna 244 0,2 0,00082
Chlorek choliny 140 3 0,0214
Pantotenian wapnia 477 0,25 0,000524
Kwas foliowy 44| | 0,00227
Amid kwasu nikotynowego 122 | 0,0082
Kwas para-aminobenzoesowy 137 | 0,0073
Chlorowodorek pirydoksyny 206 | 0,00485
Ryboflawina 376 0,2 0,000532
Chlorowodorek tiaminy 337 | 0,00297
Kobalamina 1355 0,005 0,0000037
Inozytol 180 35 0,194
Sole nieorganiczne

Azotan (V) wapnia (Ca(NO3)2 * 4H,0) 236 100 0,424
Siarczan (VI) magnezu (MgSO4) (bezw.) 120 48,84 0,407
Chlorek potasu (KCI) 75 400 5,33
Wodoroweglan sodu (NaHCO:3) 84 1500 17,86
Chlorek sodu (NaCl) 58 6000 103,45
Diwodoroortofosforan sodu (NaH2PO4) (bezw.) 142 800 5,63
Inne sktadniki

D-glukoza 180 4500 25
Glutation (zredukowany) 307 | 0,00326
HEPES 238 2383 10,01
Phenol Red 376.4 5 0,0133
Pirogronian sodu 110 110 |
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3.5. Szkietka podstawowe do drukowania mikromacierzy

— szkietka podstawowe do drukowania mikromacierzy pokryte epoksysilanem —
Corning Epoxide Coated Slides (Corning)

—  szkietka podstawowe do drukowania mikromacierzy pokryte epoksysilanem —
Nexterion Slide E, (Schott)

3.6. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

— Aparat do elektroforezy kapilarnej — Bioanalyzer 2100 (Agilent);

— Aparat do elektroforezy niskoczasteczkowych RNA — flashPAGE Fractionator
(Ambion);

— Automatyczna stacja hybrydyzacyjna — HybArray 12 (Perkin Elmer);

—  Drukarka kontaktowa — NanoPrint LM60 (Arraylt);

—  Drukarka kontaktowa — SpotArray 24 (Perkin Elmer);

—  Mikrowiréwka — MSC-3000 (BioSan);

—  Mikrowiréwka — 5415 R (Eppendorf);

—  Probdéwki wiréwkowe z filtrem UV (do pracy z substancjami
fluorescencyjnymi) (Eppendorf);

—  Skaner do mikromacierzy — GenePix 4100A (Molecular Devices);

—  Skaner do mikromacierzy — ScanArray (Perkin Elmer);

—  Spektrofotometr — BioPhotometer Plus (Eppendorf);

—  Spektrofotometr — NanoDrop (Thermal Scientific);

—  Stacja myjaca do mikromacierzy — Arraylt High-Throughput Wash Station
(Arraylt);

—  Termomikser — Thermomixer Comfort z adaptorem na ptytki mikrotitracyjne
(Eppendorf);

—  Wiréwka suszaca do mikromacierzy — Microarray High-Speed Centrifuge
(MHC) (Arraylt);

—  Wiréwka z rotorem wychytowym (SWING — OUT) oraz rotorem dla ptytek
mikrotitracyjnych (Hettich Zentrifugen);
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—  Whytrzgsarka typu vortex (BioSan);

—  Wiytrzgsarka typu vortex z adaptorem do chipéw do elektroforezy kapilarnej
(IKA).
—  Zasilacz do elektroforezy (BioRad);

3.7. Oprogramowanie

— Analiza obrazéw mikromacierzy: ScanArray 3.0 (Perkin Elmer); GenePix Pro
6.0 (Molecular Devices);

— Analiza jako$ciowa i ilosciowa RNA: Agilent 2100 Expert (Agilent);

— Analiza statystyczna mikromacierzy: platforma programistyczna R (CRAN),

wersja 2.11.0; oprogramowanie do analizy statystycznej BioConductor, pakiety:
marray, vsn, limma.
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4. Metody

4.1. Przygotowanie materiatu biologicznego

4.1.1. Hodowla i otrzymywanie komoérek HL-60 i HelLa

Linia komorkowa HL-60 (wyprowadzona z komoérek ostrej biataczki
promielocytarnej) hodowana byta na pozywce RPMI1640 (Materiaty pkt 3.4)
z dodatkiem 5% bydlecej surowicy ptodowej oraz 100 ug/ml gentamycyny w 37°C
I przy stezeniu dwutlenku wegla wynoszacym 5%. Pasazowanie odbywato si¢ co 3 dni,
za$ liczba komorek w pasazu wynosita okolo 1x10°/ml pozywki. Komorki byly
zbierane podczas logarytmicznej fazy wzrostu, liczone w hemocytometrze z dodatkiem
0,1% biekitu trypanu celem wybarwienia martwych komorek, a nastgpnie odwirowane
przy 300g i dwukrotnie przemyte 1x PBS. W drugim etapie ptlukania komorki
rozdzielano na porcje po 10° komoérek, natychmiast mrozono w ciektym azocie
i przechowywano w —-80°C.

Komorki HeLLa hodowano na pozywce DMEM (Materiaty pkt 3.4) z dodatkiem
10% bydlecej surowicy ptodowej oraz 100 ug/ml gentamycyny w 37°C i przy stezeniu
dwutlenku wegla wynoszacym 5%. Pasazowano co 2-3 dni, po zajeciu 90%
powierzchni hodowlanej. Komdrki zbierano podczas logarytmicznej fazy wzrostu,
traktujgc roztworem trypsyny (0,5 mg/ml z 0,2 mg/ml EDTA w PBS) w celu ich
oddzielenia od powierzchni. Liczono w hemocytometrze z dodatkiem 0,1% bilekitu
trypanu celem wybarwienia martwych komorek, a nastepnie odwirowywano przy 300g,
przemywano 1x PBS, rozdzielano na porcje zawierajace 10° kom, natychmiast mrozono

w ciekltym azocie i przechowywano w —80°C.

4.1.2. I1zolacja komorek jednojadrzastych z krwi oraz szpiku

Probki krwi i szpiku byty pobierane do probowek zawierajgcych antykoagulant
(EDTA w stezeniu 1,2 - 2 mg EDTA/mI pobranej krwi/szpiku). Do czasu izolacji

komorek krew i szpik byty przechowywane na lodzie. Krew rozcienczano dwukrotnie,
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a szpik trzykrotnie buforem 1x PBS, przeciagajac dodatkowo przez strzykawke z iglg
0 srednicy 0,5 mm). Do probowki o pojemnosci 50 ml nawarstwiano gradisol do ok. 1/3
wysokosci probdwki, nie dotykajac $cianek. Rozcienczone w 1 x PBS probki szpiku /
krwi delikatnic nawarstwiano strzykawka na warstwe gradisolu. Wirowano
z minimalnym hamowaniem przez 25 min., przy 2700 rpm, w temp. pokojowe;j.

Otrzymany po rozdziale preparat powinien wyglada¢ jak na Rysunku 7.

S 7 N (
OSOCZE
WIROWANIE
SZPIK/KREW | —————= —— 1 MC
GRADISOL
GRADISOL ERYTROCYTY

Rysunek 7. Typowy obraz po wirowaniu krwi/szpiku w gradiencie gestoécii MC — komérki

jednojadrzaste (ang. mononuclear cells).

— Gorng fazg osocza odrzucano, a nastepnie ostroznie zbierano biatg, watowata
interfaze zawierajaca komorki jednojadrzaste (MC, ang. mononuclear cells) do
nowej probowki (50 ml);

— Zebrane komorki przemywano buforem 1x PBS;

— Wirowano 10 min. przy 1000 rpm w temp. pokojowej;

— Supernatant odrzucano, osad zawieszano w niewielkiej ilosci 1x PBS,
a nastepnie przenoszono do proboéwki Eppendorf 2 ml, rozcienczano 1x PBS;

— Powtarzano wirowanie przez 10 min. przy 1000 rpm w temp. pokojowej;

— Supernatant odrzucano;

— Uzyskane komorki jednojadrzaste zawieszano w buforze do lizy (1800 ul na ok.

10" komérek) i przechowywano w —80°C, do czasu izolacji RNA.
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4.2. Otrzymanie frakcji niskoczasteczkowych RNA

4.2.1. Izolacja niskoczasteczkowych RNA

mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion) z modyfikacjami

Przygotowanie buforéow odmywajacych:
Woash Solution 1 —do 30 ml Wash Solution 1 dodawano 21 ml 98% etanolu;
Woash Solution 2/3 — do 50 ml Wash Solution 2/3 dodawano 40 ml 98% etanolu.

Liza komoérek

W przypadku komorek HL-60 i HeLa (pkt 4.1.1) zamrozone komorki
rozmrazano na lodzie, a nast¢gpnie dodawano 1800 ul buforu lizujgcego,
natomiast lizat komoérek jednojadrzastych (pkt 4.1.2) rozmrazano na lodzie;

Lizat worteksowano ok. 2 minut az do uzyskania homogennej mieszaniny
(trudne szczegolnie w przypadku kom. krwi i szpiku z uwagi na tworzenie si¢

agregatow).

Ekstrakcja organiczna

Dodawano 1/10 objetosci (180 ul) miRNA Homogenate Additive do lizatu,
worteksowano 30 sekund, nastepnie inkubowano przez 10 minut na lodzie, lizat
rozdzielano na dwie czesci po 990 ul i przenoszono do nowych probowek typu
Eppendorf o objetosci 2 ml;

Dodawano 900 pl mieszaniny fenol : chloroform: alkohol izoamylowy (25:24:1)
pH 4,5;

Worteksowano 30-60 sek;

Wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 min. (13000 rpm), celem
oddzielenia fazy wodnej od organicznej;

Oddzielono faze wodng (goérng), mierzono jej obj¢tos¢ i przenoszono do nowej

probowki.
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Oczyszczanie i zatezanie niskoczasteczkowych RNA

Do fazy wodnej dodawano 1/3 objetosci 98% etanolu, worteksowano ok. 30
sekund,

Nanoszono 700 pl mieszaniny na kolumienke umieszczong w probowce
wirowkowej (jezeli objetos¢ mieszaniny przekraczata 700 pl nanoszono kolejne
porcje na t¢ samg kolumienke);

Wirowano przez 1 min. (10000 rpm) w temp. pokojowej;

Zbierano filtrat, zawierajacy mate RNA. Jezeli objeto$¢ mieszaniny przekraczata
700ul, przenoszono filtrat do nowej probowki, powtarzano wirowanie z resztg
mieszaniny, filtraty Iaczono, mierzono objetos¢;

Dodawano 2/3 obj. 98% etanolu do filtratu, worteksowano ok. 60 sekund;
Nanoszono max 700ul filtratu na nowg kolumienke, umieszczong w probowce
wirowkowej (jezeli objetos¢ mieszaniny przekracza 700 pl nanoszono kolejne
porcje na ta sama kolumienkg);

Wirowano przez 1 min. (10000 rpm) (wigksze obroty moga uszkodzi¢ ztoze);
Odrzucano filtrat, powtarzano dopdki caty filtrat z poprzedniego etapu nie zostat
przepuszczony przez ztoze;

Kolumienke przemywano 700 pl miRNA Wash Solution 1 wirujac 30 sekund,
przy 10000 rpm, odrzucono filtrat;

Kolumienke dwukrotnie przemywano 500 ul buforu myjacego (Wash Solution
2/3), odrzucano filtrat za kazdym razem;

Po odrzuceniu filtratu z ostatniego plukania wirowano pusta kolumienk¢ 1 min
przy 10000 rpm celem pozbycia si¢ resztek buforu;

Kolumienke przeniesiono do nowej probowki i naniesiono 50 pl wody wolnej
od RNaz (podgrzanej uprzednio do 95°C), inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 1 min. (celem pelnej penetracji wody do ztoza), a nastepnie
wirowano 2 min., przy 13000 rpm. Procedur¢ powtdérzono na tej samej

kolumience i eluowano kolejnymi 50 pul wody wolnej od RNaz.
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PureLink miRNA lIsolation Kit (Invitrogen) — z modyfikacjami.

Przygotowanie buforu odmywajacego:

Woash Buffer W5 — do 10 ml buforu W5 dodawano 40 ml 98% etanolu.

— Komorki lizowano poprzez dodanie 300 upl buforu wigzacego (L3),
worteksowano do uzyskania homogennego lizatu ok. 60 sekund,;

— Do lizatu dodano 300 ul 70% etanolu, worteksowano okoto 30 sekund,;

— Lizat nanoszono na kolumienk¢ ze zlozem umieszczong w probowce
wirowkowej, a nastepnie wirowano przez 1 min. przy 13000 rpm, filtrat
zebrano;

— Do zebranego filtratu dodano 700 pl 98% etanolu, worteksowano okoto 30
sekund,

— Filtrat z etanolem nanoszono na kolejng kolumienke ze zlozem umieszczong
W probowce wirowkowej, a nastepnie wirowano przez 1 min. przy 13000 rpm,
filtrat odrzucono;

— Dwukrotnie przemywano kolumienk¢ 500 pl buforu odmywajacego (Wash
Buffer W5), wirujac 1 min, przy 13000 rpm, za kazdym razem odrzucano
filtrat;

— Po odrzuceniu filtratu z ostatniego ptukania wirowano pusta kolumienk¢ 3 min
przy 13000 rpm celem pozbycia si¢ resztek buforu;

—  Kolumienke przenoszono do nowej probowki i nanoszono 50 ul wody wolnej od
RNaz, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 min. (celem peinej
penetracji wody do ztoza), a nastepnie wirowano 2 min., przy 13000 rpm.
Procedure powtarzano na tej samej kolumience i eluowano kolejnymi 50 pl

wody wolnej od RNaz.

4.2.2. Frakcjonowanie niskoczasteczkowych RNA

— Nanoszono 250 pl buforu (flashPAGE Lower Running Buffer) do dolnej
komory frakcjonatora;
— Przy pomocy szczypiec wyciggano kolumienk¢ z zelem (flashPAGE Pre-cast

Gel) z buforu, w ktorym sg zabezpieczone kolumienki na czas transportu
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4.2.3.

i przechowywania, po czym dokladnie osuszano. Nast¢pnie kolumienke
umieszczano w dolnej komorze frakcjonatora lekko przekrecajac aby zapobiec
tworzeniu si¢ pgcherzykow powietrza na granicy bufor/zel;

Nanoszono 250 pl buforu (flashPAGE Upper Running Buffer) na kolumienke
Z zelem,;

Mieszano rowne objetosci probki krotkich RNA 1 buforu obcigzajacego
(flashPAGE Gel Loading Buffer A40) do maksymalnej objetosci 100 pl.
Przygotowang probke denaturowano w temp. 95° C przez 2 min. i umieszczano
na lodzie;

Nanoszono probke na zel, elektroforezg prowadzono przy statym napigciu 75 —
80 V przez ok. 12 min. dla wydzielenia czasteczek RNA < 40 nt lub do
momentu, kiedy barwnik zaczal opuszcza¢ zel przechodzac do dolnego
zbiornika;

Zbierano bufor z dolnego zbiornika, RNA wydzielano poprzez wytracanie przez

noc z octanem sodu i etanolem (pkt 4.2.4).

Wytracanie niskoczasteczkowych RNA

Do probki zawierajacej niskoczasteczkowe RNA dodawano 2 ul liniowego
akrylamidu, doktadnie mieszano;

Dodawano 10 pl 3M octanu sodu, pH 4,8, worteksowano ok. 20-30 sekund,
wirowano 30 sekund;

Dodawano 440 pl 98% etanolu;

Wymieszano i inkubowano 12 godzin w —-20° C;

Wirowano 30 min przy 13000 rpm w 4° C;

Delikatnie zbierano i odrzucano supernatant;

Osad przemywano 500 ul 80% zimnego etanolu, a nastepnie wirowano przez 10
min. (13000 rpm) (jesli wystepowat widoczny duzy osad soli ptukanie
powtarzano), supernatant zbierano i odrzucano;

Wirowano 30 sekund i aspirowano resztki etanolu cienkim tipsem;

Suszono na powietrzu i rozpuszczano w 20 pul H,O wolnej od RNaz, pobierano
1 ul 1 rozcienczano 20x do okreslenia jakosci i1 stezenia RNA. Probke RNA
przechowywano w —80° C.
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4.2.4. Amplifikacja niskoczasteczkowych RNA

NCode miRNA Amplification System (Invitrogen) (z modyfikacjami)

Po izolacji 1 wzbogaceniu we frakcj¢ niskoczasteczkowych RNA oraz
oznaczeniu st¢zenia i jakoSci probki mozna podda¢ amplifikacji. W tym celu
zageszczano probki do koncowej objetosci 18 ul — przy uzyciu koncentratora
prozniowego SpeedVac. W zaleznosci od ilosci niskoczateczkowego RNA uzywanego
w procedurze ATP uzywany podczas etapu poliadenylacji (10 mM w 1 mM Tris pH

8,0) rozcienczano wg wzoru:

Wspotczynnik rozcienczenia = 5000 / ilo§¢ ng wzbogaconego miRNA

Z uwagi na fakt uzycia w procedurze 10 ng RNA, st¢zenie ATP ustalono na 0,02 mM.

Poliadenylacja miRNA

Przygotowywano mieszaning do poliadenylacji miRNA, ktorej sktad przedstawiono
w Tabeli 9.

Tabela 9. Poliadenylacja miRNA

Sktadnik Objetosé [pl]
RNA 18

10X miRNA Reaction Buffer 2,5

25 mM MnCh 2,5

0,02 mM ATP |

Poly A Polymerase |

Objetos¢ koncowa: 25 pl

—  Delikatnie mieszano i wirowano celem potaczenia reagentow;

—  Inkubowano w 37°C przez 1h.

Odwrotna transkrypcja

— Rozcienczano starter Oligo(dT)24V w stosunku 1:10 w 0,1x TE, worteksowano
ok. 60 sekund i wirowano ok. 30 sekund;
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— Do poliadenylowanego miRNA dodawano 2 pl rozcienczonego startera
Oligo(dT)24V i umieszczano na lodzie, mieszano i wirowano ok. 30 sekund
w temp. pokojowej;

— Mieszanine reakcyjng inkubowano w 65°C przez 10 min., nastepnie
przenoszono na 16d na 2 min;

— Przygotowano mieszaning do odwrotnej transkrypcji, o skladzie

przedstawionym w Tabeli 10.

Tabela 10. Odwrotna transkrypcja miRNA

Sktadnik Objetos¢ [pl]
Mieszanina z poprzedniego etapu 27

5X First-Strand Buffer 10

0. MDTT 5

10 mM dNTP Mix 2,5

RNaseOUT™ (40 U/pl) I
SuperScript™ [l RT (200 U/ul) I
Woda wolna od RNaz 2,5

Objetos¢ koncowa: 50 pl

— Delikatnie mieszano i inkubowano w 46°C przez 1h;

— Dla zatrzymania reakcji dodawano 8,75 ul 0,5 M NaOH/50mM EDTA (roztwor
moze zmieni¢ kolor na brazowy), worteksowano okoto 60 sekund i wirowano
ok. 30 sekund w temp. pokojowej;

— Prébe inkubowano w 65°C przez 30 min. celem zdegradowania miRNA
(roztwor moze si¢ odbarwic);

— Do proby dodawano 12,5 pul 1 M Tris, pH 8.0, worteksowano okoto 30-60
sekund, a nastepnie wirowano ok. 30 sekund w temp. pokojowej, ustalano

koncowa objetos¢ na 100 pl poprzez dodanie 28,75 pl buforu 1x TE.

Oczyszczanie i zatezanie jednoniciowego cDNA

—  Kolumienke ze ztozem umieszczano w probowce wirdwkowej 1 nanoszono na
nig 100 pl mieszaniny reakcji odwrotnej transkrypcji, wirowano przy 13000 rpm

przez 6 min. w temp. pokojowej;
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—  Ztoze przemywano 200 pl 1X TE poprzez wirowanie przy 13000 rpm przez 6
min. w temp. pokojowej, filtrat odrzucono (procedure powtarzano dwukrotnie);

— Na kolumienk¢ nanoszono 5 pul 10 mM Tris, pH 8,0, kolumienke obracano
0180° i umieszczano w nowej probéwce wirdwkowej, wirowano przy 13000
rpm przez 3 min w temp. pokojowej;

— Objetosc filtratu (zawierajacego jednoniciowe cDNA) doprowadzano do 10 pl

wodg wolng od RNaz.

Politymidylacja jednoniciowego cDNA
— Proébe zawierajacg jednoniciowe CDNA inkubowano w 80°C przez 10 min,
schtadzano na lodzie przez 2 minuty, wirowano okolo 60 sekund w temp.
pokojowej, a nastgpnie przenoszono na 16d;
— Przygotowano mieszaning do politymidylacji cDNA o sktadzie przedstawionym

w Tabeli 11.

Tabela | I. Politymidylacja cDNA

Sktadnik Objetose [pl]

Jednoniciowe cDNA 10

10X miRNA Reaction Buffer 2

10 MM dTTP 4
2
2

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

Woda wolna od RNaz

Objetos¢ koncowa: 20 pl

—  Probe inkubowano w 37°C przez 3 min;
—  Reakcje zatrzymywano przez ogrzewanie w 80°C przez 10 minut, nastepnie

probe wirowano przez 2 min. i schtadzano do temperatury pokojowe;.

Synteza promotora T7
— Do politymidylowanego cDNA dodawano 2 pl T7 Template Oligo, inkubowano
w 37°C przez 10 min;
— Przygotowano mieszaning reakcyjng do syntezy promotora T7. Jej skiad

przedstawiony zostal w Tabeli 12.
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Tabela 12. Synteza promotoraT7

Skiadnik

Objetosé [pl]

Politymidylowane cDNA

20

T7 Template Oligo

2

10X miRNA Reaction Buffer

10 mM dNTP Mix

Fragment Klenowa

Objetos¢ koncowa: 25 pl

— Mieszaning reakcyjng delikatnie mieszano 1 wirowano przez 30 sekund,

a nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 min;

— Reakcje zatrzymywano poprzez odgrzanie do 65°C przez 10 min, probke

przenoszono na 16d.

Transkypcja in vitro

— Probke zawierajaca cDNA oraz 10x T7 Reaction Buffer inkubowano w 37°C

przez 10 minut, a nastepnie przenoszono do temperatury pokojowej;

— Przygotowano mieszaning do transkrypcji in vitro o sktadzie przedstawionym

w Tabeli 13.

Tabela 13.Transkrypcja in vitro

Sktadnik

Objetosé [ul]

cDNA

25

10X T7 Reaction Buffer

4

100 mM ATP

1,5

100 mM CTP

1,5

100 mM GTP

1,5

100 mM UTP

1,5

T7 Enzyme Mix

7

Objetos¢ koncowa: 42 pl

— Transkypcje przeprowadzano w 37°C przez 12h;

— Produkty transkrypcji oczyszczano poprzez wytracanie z liniowym akrylamidem

(patrz pkt 4.2.3)
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4.3. Analiza jakosciowa RNA

Analiz¢ wykonywano wg =zalecen producenta przy uzyciu aparatu do
elektroforezy kapilarnej Bioanalyzer 2100 (Agilent) oraz zestawu chipow
i odczynnikdéw (Small RNA Kit). Analizy spektrofotometryczne wykonywano przy
uzyciu spektrofotometru NanoDrop (Thermal Scientific) wg zalecen producenta.

Preparaty RNA rozcieficzano 10x przed rozpoczeciem analizy.

4.4. Znakowanie niskoczasteczkowych RNA

4.4.1. Znakowanie enzymatyczne niskoczasteczkowych RNA

NCode miRNA Labeling System z modyfikacjami

Przygotowanie buforow:

Bufor wigzagcy RNA (Binding Buffer) — do 18 ml buforu dodawano 6,5 ml 95%
izopropanolu.

Bufor do przemywania ztoza (Wash Buffer) — do 5 ml buforu dodawano 20 ml 98%

etanolu.

Po izolacji 1 wzbogaceniu we frakcje malych RNA oraz oznaczeniu st¢zenia
I jakosci koncowa objeto$¢ probki do znakowania doprowadzana byta do 15,5 ul
W razie konieczno$ci probke zaggszczano przy uzyciu koncentratora prozniowego
SpeedVac. W zaleznosci od ilosci niskoczateczkowego RNA uzywanego w procedurze
ATP (10 mM w 1 mM Tris pH 8,0) uzywany podczas etapu poliadenylacji rozcienczano
wg wzoru podanego w pkt 4.2.4.

Z uwagi na fakt uzycia w procedurze 1 pug RNA, stezenie ATP ustalono na 2 mM.
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Poliadenylacja miRNA

Przygotowywano mieszaning do poliadenylacji miRNA, ktorej sklad przedstawiono

w Tabeli 14.

Tabela 14. Poliadenylacja miRNA

Nazwa Objetosc [pul]

RNA 15,5
5X miRNA Reaction Buffer 5
25 mM MnCh 2,5
2 mMATP |

Poly A Polymerase |

Objetos¢ koncowa: 25 pl

— Delikatnie mieszano i wirowano przez 30 sekund;

— Inkubowano przez 1h w 37°C.
Ligacja adaptera wprowadzajacego sekwencje ,,wytapujacy”
— Przygotowano w temperaturze pokojowej mieszaning do ligacji, ktorej sktad

przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Ligacja adaptera wprowadzajacego sekwencje ,,wytapujaca”

Nazwa Objetos¢ [pl]
Poliadenylowane RNA 25

Alexa Fluor 3 Ligation Mix LUB Alexa Fluor 5 Ligation Mix 6

T4 DNA Ligase 2

Woda wolna od RNaz 3

Objetos¢ koncowa: 36 pl

— Mieszaning reakcyjng delikatnie mieszano i wirowano przez 30 sekund;

— Mieszanine inkubowano w 20°C przez 3h;

— Reakcje zatrzymywano dodajac 4 pul 0,5 M EDTA;

— Dodawano 60 pl buforu 1x TE, worteksowano przez 30 sekund, wirowano przez

2 min. w temp. pokojowej.
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Oczyszczanie znakowanego miRNA

— Do préby z poprzedniego etapu dodawano 700 pl Binding Buffer, worteksowano
przez 30 sekund i wirowano przez 1 min. w temp. pokojowej;

— 800 pul proby nanoszono na kolumienke, wirowano przez 1 minute, przy 5000
rpm. w temp. pokojowej, przesacz odrzucano;

— W przypadku hybrydyzacji dwukolorowej naktadano na ta samg kolumienke
kolejng probke, wirowano j.w.;

— Kolumienkg¢ przemywano 600 pl Wash Buffer, wirowano przez 30 sekund;

— Wirowanie powtarzano na pustej kolumience celem pozbycia si¢ resztek buforu
myjacego;

— FEluowano 55 pl (w przypadku hybrydyzacji automatycznej) lub 20 pl
(w przypadku hybrydyzacji r¢cznej) wody wolnej od RNaz, wirowano 2 min.
przy 13000 rpm. w temp. pokojowe;j.

4.4.2. Znakowanie chemiczne niskoczasteczkowych RNA

Label IT miRNA Labeling Kit, Cy™3/Cy™5 (Mirus Biosciences)

Przygotowanie odczynnikéw:

Probowki zwierajace Label IT Cy3 Reagent i Cy5 Reagent ogrzewano do temp.
pokojowej, a nastgpnie rozpuszczano zawartoS¢ w 110 ul roztworu zawieszajacego
(Reconstitution Solution), delikatnie mieszano przez pipetowanie i wirowano przez 60

sekund.
Przygotowywano mieszaning do znakowania miRNA, ktorej sktad

przedstawiono w Tabeli 16. Kazdorazowo do reakcji uzywano 1 pg

niskoczasteczkowych RNA.
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Tabela 16. Znakowanie chemiczne niskoczasteczkowych RNA

Skfadnik Objetos¢ [pl]
RNA 95
Label IT Cy3 Reagent LUB Label IT Cy5 Reagent 4

10X Labeling Buffer M 10 I

Objetos¢ koncowa: 100 pl

— Mieszaning reakcyjng inkubowano w 37°C przez 1h;

— Reakcje zatrzymywano przez dodanie 10 pul 10X STOP Reagent, delikatnie
worteksowano;

— Wyznakowane RNA wytrgcano poprzez dodanie 2 pl koprecypitanta
(Precipitation Enhancer Solution), 11 ul SM chlorku sodu i 300 pl 98% etanolu.
Inkubowano w —20°C przez 2h;

— Wirowano 30 min przy 13000 rpm w 4° C, delikatnie zbierano i odrzucano
supernatant;

— Osad przemywano 500 pl 70% zimnego etanolu poprzez wirowanie przez 20
min przy 13000 rpm w 4° C (jesli wystepowal duzy osad soli powtarzano),
zebrano i odrzucano supernatant;

— Wirowano przez 30 sekund i aspirowano resztki etanolu cienkim tipsem;

— Osad suszono na powietrzu i rozpuszczano w 110 pl roztworu
hybrydyzacyjnego (1X Hybridization Solution), podgrzanego do temperatury
hybrydyzacji.

4.5. Drukowanie mikromacierzy

Sondy:

Do przygotowania mikromacierzy wykorzystano komercyjne
oligonukleotydowe sondy z zestawu NCode Mammalian miRNA Microarray Probe Set
v. 1.0 (Invitrogen). Sondy zaprojektowano na podstawie sekwencji dojrzatych miRNA

zawartych w bazie Sanger miRBase 7.0 (http://microrna.sanger.ac.uk) dla cziowieka,

myszy domowej oraz szczura. Zestaw zawierat w sumie 897 sond, w tym 144 sondy dla

potencjalnych ludzkich miRNA przewidywanych metodami bioinformatycznymi®*,

204%E, X., Nature, (2005), s. 338.
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Sekwencje sond zostaly zaprojektowane przy uzyciu opatentowanego
algorytmu®® i posiadaja znormalizowane temperatury topnienia w ramach catego
zestawu.

Oligonukleotydowe sondy sa niemodyfikowane oraz charakteryzuja si¢
zakresem dtugosci od 34-44 nt. Zestaw zawieral 500 pmoli kazdej sondy. Stezenie

robocze sond ustalono na 20 uM.

Przygotowanie sond:

Zliofilizowane sondy rozpuszczono w 50 upl buforu Pronto/na studzienke
ptytki mikrotitracyjnej, wytrzasajac w temperaturze pokojowej przez 3h. Po
wytrzasaniu ptytki mikrotitracyjne wirowano przez 3 min przy 1500 rpm. Sondy
nadrukowywano w trzech powtdrzeniach na szkietkach pokrytych epoksysilanem
Corning Epoxide Coated Slides (Corning) w warunkach zalecanych przez producenta
przy uzyciu 4 igiet SMP3 i drukarek do mikromacierzy SpotArray 24 (Perkin Elmer)
oraz NanoPrint LM60 (Arraylt).

4.6. Hybrydyzacja mikromacierzy

Po oczyszczeniu znakowanego miRNA, przygotowano mieszaning hybrydyzacyjna wg

ponizszych protokotow.

4.6.1. Hybrydyzacja reczna — znakowanie enzymatyczne

— Roztwoér hybrydyzacyjny (2X Hybrydization Solution) inkubowano w 70°C
przez 10 min, a nastepnie wortkesowano przez okoto 60 sekund do catkowitego
rozpuszczenia;

— Probe do hybrydyzacji przygotowano poprzez zmieszanie 20 pl znakowanego
miRNA z 20 pl podgrzanego roztworu hybrydyzacyjnego;

— Probe worteksowano przez 30 sekund i wirowano przez ok. 60 sekund,
inkubowano w 80°C przez 10 minut, a nastgpnie w 52°C do momentu natozenia

na macierz.

25 GorF, L.A., RNA Biol, (2005), s. 93.
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— Natozono szkietko nakrywkowe na macierz, delikatnie natozono probe na skraj
szkietka podstawowego (sily kapilarne powoduja rozprowadzenie proby migdzy
szkietko nakrywkowe i mikromacierz), przeniesiono macierz do komory
hybrydyzacyjnej Corning Hybridization Chamber (Corning), hybrydyzowano

w tazni wodnej wg nastepujacego protokotu przedstawionego w Tabeli 17:

Tabela 17. Hybrydyzacja miRNA znakowanego enzymatycznie

Etap temp. [°C] Czas
hybrydyzacja | 52 6h
hybrydyzacja 2 46 6h
hybrydyzacja 3 40 6h

— Macierze przemywano w stacji myjacej Arraylt High-Throughput Wash Station
(Arraylt) w 500 ml objetosci kolejnych buforéw, jak przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Plukanie mikromacierzy

Etap temp. [°C] Czas Uwagi

ptukanie | 50 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
ptukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)

ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)

— Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm.

Przed zakonczeniem hybrydyzacji przygotowano mieszaning hybrydyzacyjng dla
drugiej hybrydyzacji:

— Rozpuszczano w ciemnosci Alexa Fluor 3 1 Alexa Fluor 5 Capture Reagents
przez 20 min. w temp. pokojowej;

— Alexa Fluor 3 i Alexa Fluor 5 Capture Reagents worteksowano przez 15 sekund,
wirowano przez 30 sekund, a nastepnie inkubowano w ciemnosci w 55°C przez
10 minut, worteksowano 15 sekund, wirowano 1 minutg;

— Przygotowywano mieszaning hybrydyzacyjng poprzez zmieszanie 20 pl
podgrzanego do 70°C roztworu hybrydyzacyjnego (2X Hybridization Solution)
z 15 pl wody wolnej od RNaz oraz po 2,5 ul Alexa Fluor 3 i Alexa Fluor 5;
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4.6.2.

Inkubowano w ciemnosci w temp 80°C, przez 10 min, a do momentu natoZenia
na macierz probe inkubowano w 58°C;

Nalozono szkietko nakrywkowe na macierz, delikatnie nalozono probe na skraj
szkietka podstawowego (sity kapilarne powoduja rozprowadzenie proby migdzy
szkietko nakrywkowe 1 mikromacierz), przeniesiono macierz do komory
hybrydyzacyjnej, hybrydyzowano w tazni wodnej w temperaturze 58°C przez 4
godziny. Macierze przemywano w stacji myjacej, analogicznie jak w przypadku
pierwszej hybrydyzacji (Tabela 18);

Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm.

Hybrydyzacja automatyczna- znakowanie enzymatyczne

Roztwor hybrydyzacyjny (2X Hybrydization Solution) inkubowano w 70°C
przez 10 min, a nast¢gpnie wortkesowano przez 60 sekund do catkowitego
rozpuszczenia;

Przygotowano probe do hybrydyzacji poprzez zmieszanie 55 pl znakowanego
miRNA z 55 ul podgrzanego roztworu hybrydyzacyjnego;

Probe worteksowano przez 15 sekund, wirowano przez 60 sekund, a nast¢pnie
inkubowano w 80°C przez 10 minut, po czym inkubowano w 52°C do momentu
natozenia na macierz );

hybrydyzowano w automatycznej stacji hybrydyzacji HybArray 12 (Perkin

Elmer) wg protokotu przedstawionego w Tabeli 19.

Tabela 19. Hybrydyzacja automatyczna miRNA  znakowanego

enzymatycznie

Etap temp. [°C] Czas Uwagi

Podgrzewanie 52 | min

natozenie proby 52

hybrydyzacja | 52 6h

hybrydyzacja 2 46 6h

hybrydyzacja 3 40 6h

ptukanie | 50 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
ptukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)

ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)
Suszenie Pokojowa | min.
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Przed

Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm.

zakonczeniem hybrydyzacji przygotowano mieszaning hybrydyzacyjng dla

drugiej hybrydyzacji:

Rozpuszczano w ciemnosci Alexa Fluor 3 1 Alexa Fluor 5 Capture Reagents
przez 20 min. w temperaturze pokojowej;

Alexa Fluor 3 i Alexa Fluor 5 Capture Reagents worteksowano przez 15 sekund,
wirowano przez 30 sekund, a nastepnie inkubowano w ciemno$ci w 55°C przez
10 minut, worteksowano 15 sekund, wirowano 1 minute;

Przygotowano mieszaning hybrydyzacyjng poprzez zmieszanie 55 pl
podgrzanego do 70°C roztworu hybrydyzacyjnego (2x Hybridization Solution)
250 pl wody wolnej od RNaz oraz po 2,5 ul barwnikow Alexa Fluor 3 i Alexa
Fluor 5;

Inkubowano w ciemnoséci w temp 80°C, przez 10 min, (do momentu nalozenia
na macierz probe inkubowano w 58°C), hybrydyzowano wg protokotu

przedstawionego w Tabeli 20.

Tabela 20. Hybrydyzacja automatyczna Alexa Fluor 3/5 Capture Reagents

do uprzednio hybrydyzowanej mikromacierzy.

Etap temp. [°C] Czas Uwagi

Podgrzewanie 58 | min

natozenie proby 58

Hybrydyzacja 58 4h

ptukanie | 50 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
ptukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)

ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)
Suszenie pokojowa | min.

Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm.
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4.6.3. Hybrydyzacja automatyczna - znakowanie chemiczne

— Przed wiasciwg hybrydyzacja mikromacierz poddano prehybrydyzacji w 45°C
przez 45 minut w buforze (5X SSC, 0.1% SDS, 1% BSA);

— Macierze przemyto woda wolng od RNaz, a nastepnie suszono przez wirowanie
przez 2 min. przy 1500 rpm;

— Wyznakowang probke (100 ul) rozpuszczano w roztworze hybrydyzacyjnym
(1x Hybrydization Solution) w 65°C przez 5 min, a nastepnie krotko wirowano;

— hybrydyzowano w automatycznej stacji hybrydyzacji HybArray 12 (Perkin
Elmer) wg protokotu przedstawionego w Tabeli 21.

Tabela 21. Hybrydyzacja automatyczna miRNA znakowanego chemicznie

Etap temp. [°C] Czas Uwagi

Podgrzewanie 45 | min

natozenie proby 45

hybrydyzacja 45 18h

ptukanie | 45 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
ptukanie 2 45 10 min. Bufor: (Ix SSC)

ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,1x SSC)
Suszenie pokojowa | min.

— Macierze suszono wirujac przez 2 min, przy 1500 rpm.

4.7. Skanowanie mikromacierzy

Osuszone mikromacierze umieszczano w skanerze (ScanArray Express —
Perkin Elmer, GenePix 4100A — Molecular Devices). W zaleznosci od dobranego
fluoroforu uzywano lasera o dlugosci fali 546 nm (AlexaFluor 3) lub 647 nm
(AlexaFluor 5). Wstepne skanowanie wykonywano przy rozdzielczosci 50 pm,
dobierajac na biezaco warto$¢ parametru PMT gain, W zaleznos$ci od intensywnos$ci

sygnatu. Ostateczne skanowanie wykonywano przy rozdzielczosci 10 pm.
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4.8. Analiza danych

Uzyskane skany mikromacierzy poddawano obrobce w programie GenePix Pro
6.0, celem wygenerowania danych numerycznych (plikow gpr). Dane te zawierajag m.in.
takie informacje jak liczba pikseli odzwierciedlajaca intensywnos$¢ fluorescencji
poszczegollnych sond oraz tla wokot nich, identyfikatory sond i parametry ich
lokalizacji na szkietku, a takze etykiety jako$ci (ang. flags) odnoszace si¢ do jakos$ci
plamek na mikromacierzy.

Po wygenerowaniu danych dla wszystkich badanych macierzy przystapiono do
analiz wyzszego rzgdu. Wybrang platforma do analiz bylo srodowisko programistyczne
R wraz z oprogramowaniem do analiz danych biologicznych BioConductor. Analiza
sktadata si¢ z nastepujacych etapow: (i) import surowych danych generowanych
w GenePix Pro; (ii) usuniecie danych dla kanatu kontrolnego; (iii) normalizacja
wartosci intensywnosci w ramach macierzy metoda VSN (Variance stabilization and
calibration for microarray data); (iv) normalizacja pomig¢dzy macierzami metodg
SCALE; (V) usrednienie powtorzen tych samych sond; (vi) tworzenie modelu liniowego
i analiza roéznicowa (test t-Studenta, z wykorzystaniem twierdzenia Bayesa wraz
z poprawka dla testowan wielokrotnych Benjamini i Hochberga); (vii) selekcja miRNA
roéznicujacych analizowane grupy; (viii) filtracja roznicujgcych miRNA pod wzgledem

istotnosci statystyczne;.

8l



5. Wyniki i dyskusja

5. Wyniki i dyskusja

5.1. Projektowanie mikromacierzy

Podczas projektowania eksperymentu mikromacierzowego pierwsza decyzja,
jaka nalezy podja¢, jest wybor platformy technologicznej. Cze$ciowo wybdr ten
determinujg wzgledy praktyczne — posiadane fundusze, rozmach eksperymentu oraz to,
jakim sprzetem dysponuje pracownia, w ktorej eksperyment bedzie wykonywany.
Decydujac si¢ na niektore z komercyjnych platform, np. Affymetrix czy Illumina,
jesteSmy uzaleznieni od aktualnie dostgpnych mikromacierzy danego producenta.
Z drugiej strony, dysponujgc bardziej uniwersalng aparaturg, obstugujgcg macierze
w formacie szkietka podstawowego, 2,5x7,5 cm, mamy zarowno wigkszy wybor

gotowych mikromacierzy jak i mozliwo$¢ produkcji macierzy wiasnego projektu.

5.1.1. Sondy

Jezeli realizowany projekt zaktada wykonanie duzej liczby eksperymentow
mikromacierzowych, warto rozwazy¢ drukowanie mikromacierzy we wtasnym zakresie.
Minimalizuje si¢ wowczas koszty samych macierzy. Jesli obiektem naszych badan jest
organizm modelowy, pozostaje wybor pomigdzy projektowaniem sond ,,de novo™
a skorzystaniem z dostepnych komercyjnych zestawoéw. W przypadku mikromacierzy
dedykowanych miRNA (z uwagi na fakt niewielkiej dlugosci czasteczek miRNA
I zroznicowania ich sekwencji) wlasciwe zaprojektowanie sond, tak aby speknialy
warunek izotermiczno$ci przy jednoczesnym zachowaniu specyficznosci hybrydyzacji
jest zadaniem skomplikowanym. Stworzenie od podstaw zastawu sond do drukowania
mikromacierzy (wraz z ich ewentualnymi modyfikacjami chemicznymi np. w postaci
nukleotydow LNA), w potaczeniu z ich walidacjg i testami jest wyzwaniem samym
w sobie, wykraczajacym poza ramy tej pracy doktorskiej. Poniewaz materialem
badawczym mialy by¢ komoérki ludzkie, zdecydowano si¢ wykorzysta¢ jeden
z komercyjnie dostepnych zestawdéw sond oferowany przez firme¢ Invitrogen (Materiaty

pkt. 3.3). Zawarte w nim byty:
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Q) sondy specyficzne dla ludzkich, mysich oraz szczurzych miRNA;
(i) sondy kontrolne (kontrole znakowania i kontrole ,,spike-in);
(iii)  sondy dla potencjalnych ludzkich miRNA zidentyfikowanych jedynie

metodami bioinformatycznymi.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, ktérych sond nalezy uzy¢ przy projektowaniu
mikromacierzy wykonano analiz¢ homologii sond dedykowanych dla poszczegdlnych
gatunkdw, co przedstawiono na Rysunku 8. Ponadto okreslono ile sond dla danego
gatunku rozni si¢ odpowiednio o 1, 2, 3 lub wiecej nukleotydéw od sond ludzkich, co

przedstawiono w Tabeli 22.

27

hsa — sondy dla miRNA czlowieka

mmu — sondy dla miRNA myszy

rno — sondy dla miRNA szczura

Rysunek 8. Diagram Venne’a przedstawiajacy 3 zbiory sond ssaczych w zestawie NCode
Mammalian and Non-Mammalian miRNA Microarray Probe Set v. 1.0. (Invitrogrn).
Kolorami przedstawiono sondy specyficzne dla Homo sapiens(czerwone), Mus musculus (zielone) i Rattus
norvergicus (niebieskie), zaznaczono liczbe sond identycznych pomiedzy gatunkami oraz dlan
specyficznych.

Tabela 22. Liczba sond stosowanych do detekcji mysich i szczurzych
miRNA rézniacych sie od swoich odpowiednikow uzywanych do detekgcji
ludzkich miRNA.

| r6zny nt 2 r6zne nt 3 i wiecej réoznych nt
Mus muscuclus | 3 >13
Rattus norvegicus | 0 3 >10
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Powyzsze dane umozliwity podjecie decyzji, ze najkorzystniejsze bedzie
uzycie do drukowania wszystkich dostepnych sond, a nie tylko tych dedykowanych do
wykrywania miRNA czlowieka. Z uwagi na fakt, ze 200 sond dla myszy, szczura
i czlowieka ma identyczng sekwencje, ich nadrukowanie w roéznych miejscach na
mikromacierzy umozliwia zwigkszenie powtorzen danej sondy. Z drugiej strony, sondy
roznigce si¢ doktadnie jednym, dwoma lub trzema nukleotydami moga stuzy¢ jako
kontrole negatywne, pozwalajac na dopracowanie optymalnych warunkow
hybrydyzacji. W odpowiednich warunkach roznica jednej zasady w sekwencji sondy
powinna zapewni¢ specyficzno$¢ hybrydyzacji proby, bowiem jedynie w pelni
komplementarna czasteczka wyznakowanego miRNA winna wigza¢ si¢ stabilnie
z odpowiadajaca jej sonda. Wiadomo tez, ze restrykcyjne warunki odmywania
mikromacierzy dodatkowo zwigkszaja specyficznos¢, pozwalajac pozby¢ si¢ materiatu,

ktory stabiej zwigzal si¢ z sondami.

Wykorzystane sondy miaty dlugos¢ od 34 do 44 nt, przy czym dla
zdecydowanej wigkszosci z nich (94%) miescita si¢ ona w zakresie 40-44 nt, co

ilustruje Wykres 1.

m44

W42

183 m40

m38
450
m36

m34

210 Dtugos¢ sondy [nt]

Wykres |. Dlugo$é sond.

Temperatury topnienia uzytych sond wahaly si¢ od 63,7 do 101,9 °C, co przedstawia
Wykres 2.
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llos¢ sond

il I | A
63,7 696 725 744 763 78 79,5 81 82,5 84 855 873 89 91,9

T. [°C]

Wykres 2. Wykres przedstawiajacy liczbe sond o okreslonej temperaturze topnienia.

Ostatnim etapem analizy sond byla weryfikacja tych sond, ktore w chwili
projektowania zestawu byly dedykowane miRNA zidentyfikowanym jedynie metodami
bioinformatycznymi (potencjalne miRNA). W trakcie realizacji niniejszej pracy okazato
sig, ze cze$¢ z tych sond rzeczywiscie wykrywa ludzkie miRNA. Czes¢ jednak okazata
si¢ bardziej pasowa¢ do miRNA z innych gatunkéw lub tez do innych sekwencji
w ludzkim transkryptomie, tym samym powigkszajac liczb¢ kontroli negatywnych na

mikromacierzy. Wyniki analizy pokazano w Zataczniku 2.

5.1.2. Powierzchnie do drukowania

Majac na wzgledzie fakt, ze uzyte sondy posiadaty linker z wolng grupa
aminowg zdecydowano si¢ na uzycie szkietek podstawowych pokrytych epoksysilanem.
Dzigki temu sondy potaczone byly kowalencyjnie z powierzchnig szkietka, czyli
stabilniej niz w przypadku wigzania na zasadzie oddzialywan elektrostatycznychZOG.
Poza tym wykorzystanie epoksysilanow nie wymaga zapiekania w wysokiej
temperaturze oraz cross-linkingu nadrukowanych sond ze szkietkami podstawowymi.
Budowe chemiczng epoksysilanéw, ktorymi pokryta zostata powieszchnia szkielek

przedstawiono na Rysunku 9.

2%6CHiu, S.K., Biochem J, (2003), s. 625.
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Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie epoksysilanéw naniesionych na powierzchnie szkietek
podstawowych — zaznaczono potaczenia miedzy sasiadujacymi grupami silylowymi oraz reaktywne reszty
epoksydowe (kolor niebieski).

We wstepnych testach uzyto dwoédch komercyjnie dostgpnych szkietek
podstawowych Corning Epoxide Coated Slides (Corning) oraz Nexterion Slide E,
(Schott). Do obu typow szkietek przytaczono sondy kontrolne (Alexa 5 Test Feature),
anastepnie do uzyskanych w ten sposéb mikromacierzy hybrydyzowano prébe
zawierajacg wyznakowany komplementarny oligonukleotyd. Eksperyment prowadzono
wg przedstawionego wczesniej protokotu (Metody pkt 4.6.1.). Skany mikromacierzy

otrzymanych po hybrydyzacji przedstawiono na Rysunku 10.

Rysunek 10. Po lewej przedstawiono typowy skan mikromacierzy drukowanej na powierzchni
epoksydowej firmy Corning, po prawej analogiczny skan mikromacierzy drukowanej na szkietku
epoksydowym firmy Schott.
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Jak wida¢ na przedstawionych powyzej obrazach, szkietka epoksydowe firmy
Corning charakteryzowatly si¢ mniejsza fluorescencjg tta, w odrdznieniu od szkietek
firmy Schott, w przypadku ktorych sygnat tta byt zdecydowanie mocniejszy, za to ilos¢
sygnatow kontrolnych mniejsza, co mogloby sugerowac niepelne wigzanie sondy do
powierzchni lub stabsze wigzanie sondy z probg. Z tego powodu w kolejnych

eksperymentach uzywano szkietek firmy Corning.

5.1.3. Projektowanie i przygotowanie mikromacierzy

Kolejnym etapem po wyborze sond oraz szkietek podstawowych bylo
zaprojektowanie ukladu sond na mikromacierzy. W przypadku drukowania
mikromacierzy decyzje, ktore nalezy podja¢ sprowadzaja si¢ m.in.: do okreslenia: (i)
liczby powtorzen danej sondy; (ii) umiejscowienia powtorzen w ramach macierzy; (iii)
ilosci blokow (submacierzy) oraz ich ksztattu; (iv) optymalnej S$rednicy plamek
(reprezentujacych pojedyncza naniesiong sondg), odlegtosci migedzy nimi oraz
lokalizacji catej macierzy na szkietku podstawowym. llo§¢ powtdrzen (replik) danej
sondy powinna by¢ mozliwie jak najwigksza. Dzigki temu usredniona warto$¢
intensywno$ci sygnatu jest bardziej wiarygodna. Poszczegoélne repliki powinny
znajdowa¢ si¢ mozliwie jak najdalej od siebie na macierzy (np. w rdéznych
submacierzach). Pozwala to ustali¢ czy warunki hybrydyzacji na catej powierzchni
szkietka podstawowego sa homogenne. Jesli tak jest wowczas intensywnos$¢
fluorescencji dla kazdej z replik jest porownywalna. W przypadku ksztattu macierzy
najwazniejszym kryterium jest ich symetria, gdyz jej brak dalece utrudnia analize
wynikow. Natomiast wielko$¢ plamek i odlegtosci miedzy nimi musza by¢ dostosowane
miedzy innymi do rodzaju uzytego buforu, w ktorym rozpuszczone s sondy, a takze
rozstawu igiet glowicy drukujacej. W przypadku komercyjnego zestawu sond
czynnikiem ograniczajacym jest przyjete przez producenta rozmieszczenie
liofilizowanych sond na ptytkach mikrotitracyjnych. Chcac uzyska¢ rozdzielenie replik
w ramach macierzy konieczna bytaby zmiana potozenia sond na ptytkach, badz tez
uzycie jedynie jednej igly do drukowania, co znacznie wydtuzytoby proces drukowania
macierzy. To z kolei wigze si¢ ze zmianami stezen sond w trakcie drukowania na skutek
odparowania czesci buforu. Pierwszy problem udato si¢ rozwigza¢ stosujgc sondy nie

tylko dla miRNA cztowieka, ale i dla miRNA myszy i szczura. Poniewaz wigkszos$¢
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odpowiadajacych sobie sond byla identyczna stanowity one repliki ulokowane
w roznych czgéciach macierzy. Z Kolei uzycie buforu zawierajacego DMSO (Pronto!
Epoxide Spotting Solution — Corning) ograniczylo parowanie w trakcie drukowania.
Tym samym podczas nanoszenia sond na szkietka ich stezenie na plytkach
mikrotitracyjnych bylo lepiej kontrolowane. Z drugiej jednak strony uzyskiwana byta
wigksza $rednica plamek w porownaniu z tymi, gdy stosuje si¢ bufory wodne, np. bufor
fosforanowy lub 3 x SSC. Majac to na wzgledzie zwigkszono odlegtos¢ miedzy

plamkami celem zapobiezenia ewentualnemu zlewaniu si¢ nadrukowanych plamek.

Biorac pod uwage liczbe sond i powyzsze oraniczenia maksymalng ilo$¢ replik
kazdej sondy ustalono na 3. Wykonana mikromacierz sktadata si¢ z czterech
prostokatnych blokow (submacierzy), sktadajacych sie z 8 kolumn 1 90 rzedow plamek
kazdy. Symetri¢ submacierzy uzyskano poprzez nadrukowanie Samego buforu
w migjscach, gdzie brakowato sond. Uzyskano plamki o rozmiarze ok. 300 pm, przy
odlegtosci migdzy plamkami wynoszacej 500 um. Wydrukowang mikromacierz

przedstawiono na Rysunku 11.
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Rysunek 11. Skan niehybrydyzowanej mikromacierzy ukazujacy rozmieszczenie sond, rozdzielczo$é
10 ym, PMT 70, filtr — Red Reflect. Uzyty filtr umozliwia zobrazowanie krysztatdw soli zawartych
w buforze do drukowania macierzy, a tym samym pozwala oceni¢ jakos¢ drukowania bez koniecznosci
hybrydyzacji.

W programie obstugujacym drukarki do mikromacierzy generowany jest tzw.
plik GAL (ang. GenePix Array List), ktory jest konieczny na etapie analizy wynikow.
Zawarte s3 w nim mi¢dzy innymi dane o: (i) ilo$ci submacierzy oraz ich ksztalcie; (ii)
pozycji i wymiarach poszczeg6élnych submacierzy, $rednicy plamek i odlegtosci miedzy
nimi, liczbie kolumn i rzedoéw; (iii) wspoitrzgdnych kazdej plamki (submacierz,

kolumna, rzad) wraz z identyfikatorem sondy, ktorg reprezentuje.
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5.2. Uzyskiwanie niskoczasteczkowych RNA

5.2.1. 1zolacja frakcji niskoczasteczkowych RNA

Podstawowym kryterium stosowanym przy doborze metody izolacji RNA do
badan mikromacierzowych byto zatozenie, Ze musi ona posiadaé trzy cechy: (i)
umozliwia¢  izolacje  catkowitego komorkowego RNA, w tym frakcji
niskoczasteczkowej; (i1) pozwala¢ wydzieli¢ zatezong frakcje zawierajaca
niskoczasteczkowe RNA (w tym miRNA); (iii) zapewnia¢ wysoka wydajnos¢ izolacji
I czystos¢ preparatu. Do wstepnych testow wybrano dwa komercyjnie dostgpne zestawy
(patrz Materialy pkt 3.3.1.). Podczas optymalizacji metod korzystano z RNA
uzyskanego z linii komorkowych HL-60 i HeLa (warunki hodowli opisano w rozdziale
Metody pkt 4.1.1.), otrzymanych od dr Marcina Schmidta z Katedry Biotechnologii

i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

W obu wybranych metodach pierwszy etap polegat na lizie komorek
w denaturujagcym roztworze stabilizujgcym RNA oraz inaktywujacym RNazy.
Nastepnie w przypadku zestawu MiRVana nastepowata ekstrakcja mieszaning kwasny
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy, ktora umozliwia pozbycie si¢ wiekszosci
niepozadanych sktadnikéw komorkowych, w tym wickszosci DNA®. W kolejnym
etapie do fazy wodnej dodawano 98% etanol, do uzyskania koncowego stezenia 25%.
W przypadku zestawu PureLink bezposrednio do lizatu uzyskanego w pierwszym etapie
dodawano 98% etanol do koncowego stezenia 35%. Otrzymane roztwory
przepuszczeno przez zltoza: z widkna szklanego — miRVana lub krzemionkowe —
PureLink. W obu przypadkach duze RNA s3 immobilizowane, a mate przechodza wraz
z filtratem. Nastepnie stezenie EtOH w filtracie jest zwigkszane: do 55% — miRVana
lub 70% - PureLink. Filtrat zostaje naniesiony na kolejne zloze, na ktoérym
immobilizowane zostaja mate RNA. Ztoze jest przemywane kilkakrotnie, a w dalszej
kolejnosci dokonuje si¢ elucji roztworem o niskiej sile jonowej. W rezultacie otrzymuje
si¢ frakcje wzbogacone w czasteczki o dlugosci ponizej 200 nt. Schemat obu metod

izolacji pokazuje Rysunek 12.

27 CHoMczYNsKI, P., Anal Biochem, (1987), s. 157.
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Rysunek 12. Schemat przedstawiajacy kolejne etapy izolacji niskoczasteczkowych RNA dwiema
testowanymi metodami.
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Do pierwszych izolacji uzyto 10" komérek z hodowli linii komérkowych HeLa
i HL-60. Jako$¢ i stezenie niskoczasteczkowych RNA okreslono przy uzyciu
spektrofotometru UV, przy dlugosciach fali 280, 260 1 230 nm. Stgzenie
niskoczasteczkowych RNA obliczano wg zmodyfikowanego wzoru na stezenie

catkowitego RNA:

1000 * M

clug/ml] = Azg e %l

Gdzie:

& — molowy wspotezynnik ekstynkcji (I*mol™*cm™);

| — dlugo$¢ drogi $wietlnej (w przypadku uzytego spektrofotometru — 1 cm);
M — masa molowa (g/mol);

C — stezenie.

Dla niskoczasteczkowych kwasow nukleinowych iloraz 1000*M/e*] wynosi

w przyblizeniu 33, dlatego tez wzor mozna byto uprosci¢ do:

clpg/ml] = Azgo * 33

Przyktadowe wyniki z serii izolacji przedstawiono w Tabeli 23.

Tabela 23. Jakosciowa i ilosciowa analiza spektrofotometryczna

niskoczasteczkowych RNA

Probka Azeo Rozc. | V [|.||] C [nglpl] Masa [pg] Azeo/Azao Azeo/Az_v.o
HL60/PL 0,14 X100 55 280 15,5 1,75 1,95
Hela/PL 0,14 X100 55 270 16 1,72 1,92
HL60/MVana | 0,35 X100 100 160 13,9 1,97 2,01
Hela/MVana | 0,32 X100 100 146 13,5 2,03 2,07

Uzyskane wyniki sugerowaly przewage metody izolacji z wykorzystaniem
ekstrakcji fenol:chloroform (miRVana). Charakteryzujace jako$¢ uzyskanego RNA
warto$ci wspotczynnika 260nm/280nm (stosunek absorpcji przy diugosci fali 260nm
i 280nm) byly bowiem blizsze optymalnej wartosci 2 dla probek otrzymanych przy
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uzyciu zestawu miRVana (1,97 i 2,03). Dla probek otrzymanych przy pomocy zestawu
PureLink wynosity one 1,75 1 1,72 co wskazywalo na zanieczyszczenie probkek
biatkami. Dlatego tez w dalszych badaniach wykorzystywano metod¢ opisang w pkt.
4.2.1. rozdziatu Metody.

Kolejnym pytaniem, jakie zadano podczas procesu optymalizacji pozyskiwania
niskoczgsteczkowych RNA, bylo c¢zy frakcjonowanie preparatu (RNA<200
nukleotydéw) dla uzyskania puli czgsteczek ponizej 30 nukleotydow moze wydatnie
wplywaé na jako$¢ pdzniejszego znakowania oraz hybrydyzacji proby. Do tego celu
zdecydowano si¢ wykorzysta¢ frakcjonator firmy Ambion. Frakcjonowanie
prowadzono wg wskazan producenta (Metody pkt 4.2.2.) zgodnie z procedurg

przedstawiong schematycznie na Rysunku 13.

osuszony zel
umieszczano w
komorze nanoszono 250 ul

Upper Running buffer

na zel

zmieszano 50 ul RNA
z 50 ul Gel Loading
Buffer 40A, i
nanioszono na zel

nanoszono 250 ul
Lower Running
Buffer do dolnej
komory

elektroforeze

prowadzono przez |2

minut dla uzyskania

frakcji < 40 nt, do
momentu opuszczania

zelu przez barwnik,
RNA wytracano przez

noc z dodatkiem

liniowego akrylamidu

Rysunek |3. Schemat frakcjonowania niskoczasteczkowych RNA (Ambion).

Na frakcjonator kazdorazowo nanoszono 10 ug niskoczasteczkowych RNA (<
200 nt). RNA o dlugosci ponizej 30 nt zawarte w buforze po elektroforezie wytragcano
z dodatkiem liniowego akrylamidu (Metody pkt. 4.2.3), rozpuszczano w 20 pl wody
wolnej od RNaz. Jakos¢ i ilos¢ RNA okreslano spektrofotometrycznie. Wyniki
przedstawiono w Tabeli 24.
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Tabela 24. Jakosciowa i iloSciowa analiza spektrofotometryczna
niskoczasteczkowych RNA uzyskanych po frakcjonowaniu i wytracaniu

z dodatkiem liniowego akrylamidu.

Probka Azao Rozc. \"4 [pl] C [nglpl] Masa [pg] Azso/Azso Azso/Ano
HL60_1 0,14 Xl 20 28 0,56 1,75 1,95
HL60_2 0,14 Xl 20 27 0,54 1,72 1,92
HL60_3 0,35 XI 20 16 0,32 1,97 2,01
Hela_| 0,32 Xl 20 14 0,25 2,03 2,07
Hela_2 0,30 XI 20 13 0,26 1,81 2,00
Hela_3 0,33 XI 20 13 0,26 1,80 2,02

Analizujac  powyzsze wyniki mozna stwierdzi¢, iz frakcjonowanie
niskoczgsteczkowych RNA (powodujace odrzucenie tRNA i innych RNA o dlugosci
60-120 nt, a stanowigcych wigkszo$¢ czasteczek w probee) powoduje redukcje ilosci
RNA do 2,5-5,6% masy poczatkowej. Stezenia RNA wynoszace od kilkunastu do
kilkudziesigciu  ng/ul  znajduja si¢ na  granicy wykrywalnosci  metod
spektrofotometrycznych, przez co odczyt moze by¢ obarczony bigdem. Co wigcej,
uzyskane masy niskoczasteczkowych RNA (250-560 ng) sa niewystarczajace do
znakowania. Wobec tego zdecydowano si¢ przetestowaé procedure amplifikacji
niskoczasteczkowych RNA, co miato doprowadzi¢ do uzyskania duzych ilosci liniowo
powielonych niskoczgsteczkowych RNA.. Procedura amplifikacji, zastosowana z mysla
0 dalszych eksperymentach mikromacierzowych, zostata schematycznie przedstawiona

na Rysunku 14.

Niskoczgsteczkowy  RNA byl  poliadenylowany  aby  umozliwié
przeprowadzenie odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo(dT). Uzyskany
jednoniciowy cDNA poddawano nastepnie politymidylacji, zas do konca 5° cDNA
dotaczano syntetyzowany ,,de novo™ promotor T7. Wprowadzenie sekwencji promotora
T7 powinno pozwoli¢ uzyska¢ odpowiednig ilos¢ RNA metodg transkrypcji in vitro.
Koncowym produktem reakcji byta zatem zamplifikowanego pula poliadenylowanego

sensownego RNA.

Do amplifikacji kazdorazowo uzywano 500 ng niskoczasteczkowego RNA
z linii HeLa i HL-60. Calo$¢ mieszaniny po transkrypcji in vitro uzywano nastepnie do

znakowania.
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5 I 3 miRNA

poliadenylacja
v

5 — 3 poliadenylowany miRNA

odwrotna transkrypcja z wykorzystaniem
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v
S T — 3
3 ) 5

oczyszczanie i zatgzanie jednoniciowego cDNA
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dodanie ogona poli(dT) do jednoniciowego cDNA z wykorzystaniem
terminalnej transferazy deoksyrybonukleotydowej i dTTP

v
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synteza i annealing promotora T7 przy uzyciu Fragmentu Klenowa i matrycowego oligo T7
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v
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transkrypcja in vitro
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5 I ——————— 3* - amplifikowany sensowny RNA

Rysunek |4. Schemat amplifikacji niskoczasteczkowych RNA.

] r o .

5.3. Analiza jakosciowa i ilosciowa niskoczasteczkowych
RNA

Krytycznym momentem w eksperymencie mikromacierzowym jest zawsze
ocena jako$ci oraz stezenia przeznaczonego do hybrydyzacji RNA. Poniewaz
mikromacierze umozliwiaja zaréwno analiz¢ jako§ciowa jak i iloSciowa, stad zbyt duzy
stopien degradacji materialu moze negatywnie wplywa¢ na uzyskane wyniki.
W przypadku miRNA zdegradowane prekursory (pri-miRNA i pre-miRNA) mogltyby
by¢ wykrywane jako dojrzale miRNA. Dlatego tez zdecydowano, by przed analizg
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mikromacierzowg uzyskiwane probki RNA kazdorazowo poddawane byly ocenie
metoda elektroforezy kapilarnej przy uzyciu platformy Bioanalyzer 2100 (Agilent)
opartej o technologi¢ Lab-On-Chip. Technologia Lab-on-Chip wykorzystuje do
rozdzialu RNA szklane lub polimerowe chipy analityczne wypetnione ztozami
0 mikrokapilarnej strukturze. Na zloze nanoszone sg niewielkie ilosci (pikolitrowe)
analizowanych roztworéw RNA. Nastepnie stosujac odpowiednie ci$nienie badz pole
elektryczne wymusza si¢ ruch czasteczek RNA w kapilarach. Dodanie do roztworu
znacznika fluorescencyjnego pozwala okresli¢ zarowno ilos¢ jak i jakos¢ RNA. Dzigki
zastosowanemu oprogramowaniu uzyskane wyniki pomiaru fluorescencji umozliwiaja
stworzenie zarowno elektroforogramu charakteryzujagcego badang probke jak
| sztucznego obrazu zelu, ktory moglibysmy uzyska¢ analizujac probke RNA metoda
klasycznej elektroforezy. Z uwagi na fakt, iz w elektroforezie kapilarnej uzyte jest
znacznie silniejsze pole niz w przypadku elektroforezy w zelu agarozowym, krotkie
fragmenty RNA nie tworzg struktur drugorzedowych, co znaczaco polepsza
rozdzielczo$¢ analizy. Okre$lenie st¢zenia polega na pomiarze fluorescencji barwnika
interkalujacego z RNA. Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cia (podobng do
analizy riboGreen), gdyz ewentualne zanieczyszczenia w postaci genomowego DNA,
fenolu itp., wykazujacych absorbcje w pasmie 260 i 230 nm, nie zawyzaja wyniku

pomiaru.

Alternatywnie, do pomiaru stezenia RNA wykorzystywano metody
spektrofotometryczne, dokonujac pomiaru przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop.
Pomimo ze czuto$¢ tej metody byta nizsza od uzyskiwanej przy zastosowaniu opisanej
powyzej metody stosowang ja gdy ze wzgledu na malg ilos¢ wyizolowanego RNA
wystepowata konieczno$¢ odzyskania probki po jej jakosSciowej i iloSciowej ocenie.
Przyktadowe wyniki analiz preparatow niskoczasteczkowych RNA przedstawia

Rysunek 15.
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Rysunek 15. — Przylktadowe wyniki analizy jakosciowej i ilosciowej niskoczasteczkowych RNA.
W gérnym panelu przedstawiono syntetyczny zel dla 6 prébek RNA izolowanych z komérek HL60 i 5
z komérek Hela. W dolnym panelu pokazano elektroforogramy uzyskane dla tych probek. Widoczna
jest wysoka powtarzalno$¢ analiz, a takze wysoka jakos$¢ preparatu, brak sladow degradacii.

5.4. Znakowanie niskoczasteczkowych RNA

Po opracowaniu metody pozyskiwania odpowiedniej jako$ci preparatéw
zawierajacych niskoczasteczkowe RNA podjeto badania zmierzajace do stworzenia
efektywnej metody znakowania RNA i hybrydyzacji z mikromacierzami. Zdecydowano
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si¢ wyprobowa¢ dwie techniki réznigce si¢ sposobem dotgczania fluoroforu do
czasteczek RNA. Metoda enzymatyczna (Invitrogen) opierata si¢ na poliadenylacji
RNA, co umozliwito nastepnie ligacje do poliadenylowanego konca 3’ dwoéch
adapterdw. Produkty ligacji hybrydyzowano do mikromacierzy, nastepnie po odmyciu
niezwigzanych czasteczek wykonywano drugg hybrydyzacje z oligonukleotydem
skoniugowanym z fluoroforem (odpowiednio Alexa 546 1 647), ktory byt
komplementarny do jednego z adapterow dotaczonych do miRNA. Natomiast druga
metoda, zwana znakowaniem chemicznym (Mirus), polegata na bezposrednim
przytaczaniu fluoroforu poprzez alkilacj¢ atomu azotu reszt guanidynowych
i cytydynowych obecnych w niskoczgsteczkowych RNA. Stosowany w tym celu
czynnik alkilujacy byt skoniugowany z fluoroforem. W przypadku znakowania
chemicznego uzytymi fluoroforami byly cyjaniny 3 i 5. Schematy obu typow
znakowania przedstawiono na Rysunkach 16 i 17.

5 I 3° miRNA

poliadenylacja
v

5 e 3°  poliadenylowane miRNA

adapter

ligacja adaptera wprowadzajacego r

sekwencie wylapujaca” mostek oligo(dT)

v

5'* 3’ wyznakowane miRNA

oczyszczanie i hybrydyzacja z
mikromacierza
v

odmycie i hybrydyzacja z AlexaFluor 3
i AlexaFluor 5 Capture Reagnets

v

sonda dla miRNA AlexaFluor Capture Reagent

Rysunek 16. Schemat znakowania enzymatycznego miRNA.
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Rysunek 17. Schemat znakowania chemicznego miRNA.

W przeprowadzonych testach wykorzystano niskoczasteczkowy RNA
uzyskany z linii komoérkowych HL60 i HeLa wg protokotow opisanych w rozdziale
Metody pkt. 4.4.1. i 4.4.2. Hybrydyzacj¢ wyznakowanego RNA przeprowadzono
zgodnie z procedurami przedstawionymi w rozdziale Metody pkt 4.6.2. i 4.6.3.
W przypadku obu metod znakowaniu poddano 1 pg niskoczasteczkowego RNA.
Przyktadowe skany mikromacierzy przedstawione na Rysunku 18 pozwalaja stwierdzi¢,
ze znakowanie chemiczne zachodzito z niezadowalajaca wydajnoscig. Zdecydowanie
lepsze rezultaty uzyskano stosujac znakowanie enzymatyczne, dlatego tez w dalszych

eksperymentach skupiono si¢ na optymalizacji tej metody.
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Rysunek 18. Po lewej, skan mikromacierzy hybrydyzowanej z probka znakowang chemiczne — | pg
niskoczasteczkowego RNA z linii komoérkowej HL60 znakowanego Cy3, rozdzielczos¢ 50 ym, PMT 70.
Po prawej, skan mikromacierzy hybrydyzowanej z prébka znakowana chemiczne — | g

niskoczasteczkowego RNA z linii komorkowej Hela znakowanego Cy5, rozdzielczos¢ 50 um, PMT 40.
Brak sygnatow hybrydyzacyjnych wskazujacy na nieefektywne znakowanie probki.

W  kolejnych eksperymentach zdecydowano si¢ sprawdzi¢, czy: (i)
frakcjonowanie niskoczasteczkowego RNA polepsza jako$¢ hybrydyzacji, (ii) czy
wytracanie niskoczasteczkowego RNA z dodatkiem liniowego akrylamidu moze
powodowac¢ utrat¢ niskokopijnych miRNA, (iii) czy amplifikacja niskoczasteczkowego
RNA jest konieczna dla uzyskania zadowalajacych wynikow hybrydyzacji.
Hybrydyzowano po 1 pg niskoczgsteczkowych RNA wg protokotu przedstawionego
w rozdziale Metody pkt 4.6.2. Eksperymenty wykonano w sposéb przedstawiony

w Tabeli 25. Uzyskane skany macierzy przedstawiono na Rysunkach 19-21.
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Tabela 25. Schemat eksperymentu

Numer Probka Fluorofor Frakcjonowanie Amplifikacja
proby

I HL-60 Alexa 546 + +

2 HL-60 Alexa 546 + -

3 HL-60 Alexa 546 - +

4 HL-60 Alexa 546 - -

5 Hela Alexa 647 + +

6 Hela Alexa 647 + -

7 Hela Alexa 647 - +

8 Hela Alexa 647 - -

Rysunek 19. | — 500 ng niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komérkowej HL60,
amplifikowanego, frakcjonowanego i znakowanego Alexa 546, rozdzielczos¢ 10 ym, PMT 70; 2 — | pg
niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komérkowej HL60, frakcjonowanego i znakowanego
Alexa 546, rozdzielczos¢ 50 pm, PMT 70; 3 — 500 ng niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii
komoérkowej HL60, amplifikowanego, niefrakcjonowanego i znakowanego Alexa 546, rozdzielczos¢ 10
pum, PMT 70; 4 — | pg niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komoérkowej HL60O,
niefrakcjonowanego i znakowany Alexa 546, rozdzielczos¢ 10 pm, PMT 70.
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Rysunek 20. 5 — 500 ng niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komérkowej Hela,
amplifikowanego, frakcjonowanego i znakowanego Alexa 647, rozdzielczos¢ 10 um, PMT 70; 6 — | pg
niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komérkowej HL60, frakcjonowanego i znakowanego
Alexa 647, rozdzielczos¢ 50 ym, PMT 70; 7 — 500 ng niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii
komorkowej HL60, amplifikowanego, niefrakcjonowanego i znakowanego Alexa 647, rozdzielczos¢ 10
pm, PMT 70; 8 — | pg niskoczasteczkowego RNA izolowanego z linii komoérkowej Hela,
niefrakcjonowanego i znakowanego Alexa 647, rozdzielczosé¢ 10 um, PMT 70.

Rysunek 2 1. Powigkszony fragment mikromacierzy 8 przedstawionej na rys. 20 — widaé wyrazne,

specyficzne sygnaty hybrydyzacji (réznice w intensywnosci fluorescencji pomiedzy sondami oraz zblizona
fluorescencjg dla wszystkich 3 powtorzen danej sondy).
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Wyniki powyzszego eksperymentu s$wiadcza, ze zaréwno frakcjonowanie,
wytracanie jak i1 amplifikacja wyizolowanych niskoczasteczkowego RNA negatywnie
wplywa na jego =znakowanie, a nastgpnie hybrydyzacje z mikromacierza.
Najprawdopodobniej dzieje sigtak gdyz miRNA stanowig zaledwie niewielki procent
znajdujacych si¢ w probce czasteczek. Czgs¢ miRNA moze by¢ traconych podczas
procedury frakcjonowania, a nastgpnie wytrgcania, co niekorzystnie wplywa na
koncowy efekt eksperymentu mikromacierzowego. Dodatkowo stwierdzono, ze
procedura amplifikacji nie wplywa znaczaco na polepszenie wyniku analizy, co

W potaczeniu z jej wysokimi kosztami powoduje, ze nie jest ona rekomendowana.

Zoptymalizowana $ciezka  eksperymentu  zakladata zatem izolacje
niskoczgsteczkowego RNA przy uzyciu zestawu mirVana miRNA Isolation Kit
(Ambion), znakowanie 1 pg RNA metodg enzymatyczng, a nastepnie hybrydyzacje
wyznakowanego materialu z mikromacierza (szczegdétowe procedury opisane zostaty
W rozdziale Metody w punktach 4.2.2., 4.4.1., 4.6.1. oraz 4.6.2.). Aby stwierdzi¢ jak
opracowana metodyka sprawdza si¢ w praktyce wykorzystano ja do przeprowadzenia
analizy akumulacji miRNA w komoérkach jednojadrzastych krwi i szpiku pobranych od

pacjentow cierpigcych na ostrg biataczke szpikowa oraz zdrowych dawcow.

5.5. Analiza akumulacji miRNA w komarkach
jednojadrzastych pobranych od pacjentow z ostra
biataczka szpikowa typu Ml i M2

5.5.1. Probki kliniczne

Preparaty krwi i szpiku uzyskano dzigki wspolpracy z Katedra Hematologii
I Choréb  Rozrostowych Ukladu Krwiotworczego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Probki pobierano od 0séb z ostrg biataczkg szpikowg (AML) typu M1 lub
M2 w trzech r6znych stadiach choroby: w momencie zdiagnozowania AML M1 lub M2

(to); po zakonczeniu pierwszej serii chemioterapii (t1); W momencie stwierdzenia

wznowy (t2).

Badania przeprowadzone zostaty zgodnie z zasadami zawartymi w Deklaracji

Helsinskiej. Zgodg na ich przeprowadzenie, w ramach realizacji projektu nr PBZ-MNil-
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2/1/2005, wydata Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Ogolna charakterystyka pacjentdw i probek, ktore
zostaty uzyte w badaniach przedstawiona zostata w Zatacznikach 3 i 4. Preparaty z krwi
I szpiku pobierano do probowek zwierajacych antykoagulant (EDTA). Nastepnie
zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Metody pkt. 4.1.2. uzyskiwane byty komorki
jednojadrzaste. Z komorek tych izolowano niskoczasteczkowy RNA (patrz Metody pkt.
4.2.2), poddawano go znakowaniu (patrz Metody pkt 4.4.1) i hybrydyzacji
z mikromacierza (patrz Metody pkt. 4.6.1.14.6.2.).

5.5.2. Analiza jakosciowa i iloSciowa RNA

Analiza ilo$ciowa 1 jakosciowa wyizolowanego niskoczasteczkowego RNA
przeprowadzana byla metoda elektroforezy kapilarnej przy wykorzystaniu aparatu
Bioanalyzer 2100 (Metody pkt. 4.3.). Zaréwno jako$¢ jak i ilo§¢ uzyskanych probek
byla zréznicowana. Szczegdlnie mato materiatu uzyskiwano w przypadku probek
pobranych w czasie t; (po chemioterapii). W wigkszosci nie nadawaly si¢ one do analiz
mikromacierzowych. Przyktadowe elektroforogramy preparatéw niskoczasteczkowego
RNA przedstawiono na Rysunku 22. Wzorcowy elektroforogram dla analizy

niskoczgsteczkowych RNA przedstawiono na rysunku 23.

104



5. Wynik

dyskusja

i Samglg §
| ) S.ZIIU
A s | L™ |
i WO Ve i
™ LY
a4 | L W
y ¥
| g : A
a4 | Yl 'r\"_.‘i al .-.r;rz‘f.lf.'n'bl' ’r '
| o ]-"'“.'\..','r\'.;u_-.-‘\- AN |
w4 | _,’r |
| f |
wL | M.-‘u_..' |
Ll f |
0 .‘I'F" |'r;f’.rlrf'. Aoh ) 1 'y, ]
"Il' DR AT T e |
10| . . . - - . |
4 20 an 0 L] 100 [
Samply 3
7
|
|
|
|
|
|
|
F—
|
[t)
Al 415
|
C ] A
2500+ A
I I |
o o
L
wen| | |".'I | |
| { |
! |
| - 1
15001 f -
| | |
| [ by || I
weay | | 1 | |
| I| || I | |I
[\
o | | l | | I 1
| | L)oo \
} = i - L
| T T T T T T T
4 0 40 &0 80 100 150 [ri)
#uj i s
D ' |
woe | |
| |
| |
| 4 |
| \ ( |
|
all | A _ I
! | I '
| | ' , |I |
\ a
| ( l'l | \ forl |
| | YA \ i J | |
| o / I'\ -l W A }l I'\ i |
| I . i N et
IL : . - . — . . |
4 20 40 80 0 100 150 [
| £
E ' |
awed | I |
| (A |
s | / |
200 l | |
2004 | |I | |
| | |
150+ | \
: | :
|
1004 | 1
| ’ | | |
st i / \a |
s [ | Vi1
| I\ / 4 |
o e — — +-
| T T T T T T T ]
4 20 49 & 0 100 150 [t}
e K
F | |
| | | |
. | | |
1500 ] A
| VY |
| | 1 |
| | \ |
10004 |
| | |
| | ft |
\ [\
sied | | '.ll iy |
| | \ \ |
| / N AN ; |
L F T i =
IL = = = = - — - |
4 20 an (] 0 00 150 [

Rysunek 22. Przyktadowe elektroforogramy niskoczasteczkowego RNA izolowanego z prébek
klinicznych. Elektroforogramy A i B wykazuja wysoki stopien fragmentacji i degradacji RNA, natomiast
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elektroforogramy C — F charakteryzuja sig¢ prawidtowa morfologia pikow i wskazuja na brak degradacji
RNA w prébce oraz jej wysoka jakosc i czystosé.
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Rysunek 23. Wzorcowy elektroforogram. Zaznaczono rejon miRNA, niskoczasteczkowych RNA oraz
markera wewnetrznego. Wida¢ charakterystyczna morfologie pikéw, ich wyrazne rodzielenie i brak
szumow208,

5.5.3. Eksperymenty mikromacierzowe

Analize akumulacji miRNA przeprowadzono dla wszystkich probek, z ktorych
udato si¢ wyizolowa¢ wystarczajaca ilos¢ dobrej jakosci niskoczasteczkowego RNA
(lista preparatow zostata przedstawiona w Zataczniku 4). RNA pochodzacy z probek
klinicznych znakowano Alexa 647, natomiast RNA referencyjny, pochodzacy z linii
komdrkowej HL60, znakowano Alexa 546. Hybrydyzacje probek pobranych od
pacjentdbw 1-13 przeprowadzano metodg automatyczng (w hybrydyzatorze HybArray
12), natomiast dla pozostalych metoda manualng przy wykorzystaniu komor

hybrydyzacyjnych (Corning). Analiza obj¢to dwa zbiory probek:

— pierwszy obejmowal probki pobrane w czasie to od 24 pacjentéw (5
z AML M1 i 19 AML M2). Dla pacjentow z AML M2 uzyskano 18

208 BECKER, C., Methods, (2010), s. 237.
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preparatdw pochodzacych ze szpiku i 17 z krwi, w wigkszosci w dwoch
powtdrzeniach technicznych. Dla pacjentow z AML M1 uzyskano 5
preparatow pochodzacych ze szpiku i 4 z krwi. Dla wigkszo$ci probek
analiza zostata wykonana w dwoch powtorzeniach technicznych.

— drugi obejmowat probki pobrane w czasie t, (wznowa) od 4 pacjentow
z AML M2. Dla wszystkich uzyskano preparaty pochodzace zar6wno
ze szpiku jak i1 krwi obwodowej. Dla wigkszos$ci probek analiza zostata

wykonana w dwdéch powtorzeniach technicznych.

W wypadku czasu t; (po chemioterapii) z uwagi na malg ilo$¢ materiatu,
W potaczeniu najczesciej z jego niedostateczng jakos$cig, wykonano jedynie jedng udang
hybrydyzacje, z tego powodu wykluczono te¢ probke z dalszych analiz jako

niereprezentatywna. Lacznie analizie poddano 46 mikromacierzy. Przyktadowe skany

mikromacierzy przedstawiono na Rysunkach 23-25.

Rysunek 23. | — Pacjent 3 t0 - krew, Al. 647, rozdzielczo$¢ 10 um, PMT 70; 2 — Pacjent 6 t0 - szpik,
Al. 647, rozdzielczos¢ 10 ym, PMT 70; 3 — Pacjent 7 t0 - szpik, Al. 647, rozdzielczos¢ 10 pm, PMT 70; 4
— Pacjent 12 t2 - szpik, Al. 647, rozdzielczos¢ 10 ym, PMT 70
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Rysunek 24. | — Pacjent 12 t0 - krew, Al. 647, rozdzielczos¢ 10 pm, PMT 70; 2 — Pacjent 14 t0 - szpik,
Al. 647, rozdzielczos¢ 10 ym, PMT 70; 3 — Pacjent 16 tO - szpik, Al. 647, rozdzielczos¢ 10 ym, PMT 70; 4
— Pacjent 17 t0 - krew, Al. 647, rozdzielczos¢ 10 pm, PMT 70.

Rysunek 25. | — HL60, Al. 546, rozdzielczo$¢ 10 pm, PMT 70; 2 — Pacjent 20 tO - krew, Al. 647,
rozdzielczo$¢ 10 pm, PMT 70, 3 — obraz zbiorczy powstaly poprzez natozenie obu skanow.
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5.6. Analiza wynikow hybrydyzacji mikromacierzy

5.6.1. Wstepna analiza bioinformatyczna

Aby wykona¢ analizy wyzszego rzedu konieczna byla wstgpna obrobka
danych. Przy wykorzystaniu informacji zawartych w pliku GAL, generowanym podczas
drukowania mikromacierzy, przeksztatlcano obrazy mikromacierzy na dane liczbowe.
Postuzono si¢ w tym celu oprogramowaniem GenePix Pro v. 6.0. Na tym etapie
dokonywano takze pierwszej analizy jakosciowej. W przypadku drukowanych macierzy
$rednica i potozenie plamek moga r6zni¢ si¢ od zatozonych, zapisanych w pliku GAL,
a poszczegdlne mikromacierze rowniez nieznacznie r6znig si¢ od siebie. Czasami wigze
si¢ t0 z koniecznoscig recznego dopasowania szablonu mikromacierzy do konkretnego
skanu. Przed rozpoczeciem analizy ilo$ciowej kazdy obraz zostat doktadnie sprawdzony
pod wzgledem zgodnos$ci z szablonem. Nastepnie kazdej plamce przydzielono
odpowiednig etykiete jakosci (ang. flag): ,,dobra”, ,,z13” lub ,,brak”. Przyj¢to zalozenie,
ze etykiete ,,dobrg” przypisuje si¢ plamce, ktérej morfologia jest prawidtowa,
a intensywno$¢ sygnatu jest co najmniej dwukrotnie wigksza od intensywnos$ci
lokalnego tta. Wszystkie plamki niecoznakowane jako ,.dobre” byly automatycznie
pomijane w dalszych analizach. Dla kazdej mikromacierzy generowano plik GPR (ang.
GenePix Results), ktory zawiera tzw. surowe dane i jest wykorzystywany jako
wejsciowy w analizach wyzszego rzedu. W nagtowku pliku GPR zawarte sg informacje
dotyczace m.in.: nazwy pliku Zrédlowego (skanu macierzy), typu skanera,
rozdzielczosci, temperatury i czasu skanowania, dtugosci fali lasera uzytego w trakcie
skanowania itp. Wyniki hybrydyzacji zawarte sa ponizej 1 posegregowane
w kolumnach. Kazda sonda opisana jest serig wartosci opisujacych m.in.: (i)
identyfikator i lokalizacje sondy (numer submacierzy, rzedu i kolumny oraz
wspotrzedne na szkietku); (ii) $rednice plamki (um); (iii) osobno dla kazdej dtugosci
fali lasera dane okres$lajace: median¢ intensywnosci fluorescencji plamki, $rednig
wazong intensywnos$ci fluorescencji plamki, odchylenie standardowe intensywnosci
fluorescencji plamki, median¢ intensywno$ci fluorescencji lokalnego tta, $rednig
wazong intensywno$ci fluorescencji lokalnego tla, odchylenie standardowe
intensywnosci fluorescencji lokalnego tta, procent pikseli plamki o intensywnosci

fluorescencji wigkszej o jedno odchylenie standardowe od intensywnosci fluorescencji
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lokalnego tta, procent pikseli plamki o intensywnosci fluorescencji wigkszej o dwa
odchylenia standardowe od intensywno$ci fluorescencji lokalnego tla, procent
wysyconych pikseli w plamce; (iv) stosunek median i srednich wazonych intensywnosci
fluorescencji plamek przy roznych dhugosciach fali lasera po odjeciu intensywnosci
fluorescencji lokalnego tta; (v) sume median i $rednich wazonych intensywnosci
fluorescencji plamki dla poszczegoélnych dlugosci fali po odjeciu odpowiadajacych
intensywnos$ci fluorescencji lokalnego tla; (vi) logarytm naturalny stosunku median;

(vii) typ etykiety jakosci przyporzadkowanej do danej plamki.

Analiza mikromacierzy dedykowanych miRNA rézni si¢ w kilku istotnych
szczegotach od badania akumulacji mRNA przy wykorzystaniu mikromacierzy
ekspresyjnych, co zwigzane jest ze specyfika samych mikromacierzy. Szczegolnie
wazny jest fakt, ze w poréwnaniu chociazby z mikromacierzami genomowymi czy
ekspresyjnymi ilos¢ sond na mikromacierzy dedykowanej badaniu miRNA, jest
stosunkowo niewielka, rzedu kilku tysiecy w porownaniu z kilkudziesigcioma tysigcami
w przypadku analizy mRNA. Co wigcej, z uwagi na wysoka specyficzno$¢ ekspresji
genow mMiRNA (pod wzgledem miejsca i czasu) ilos¢ sygnatow w badanych komorkach
moze by¢ niska. Wedlug danych literaturowych jedynie 15 ludzkich miRNA

charakteryzuje sie akumulacja na podobnym poziomie w 40 badanych tkankach?®.

Analiza wyzszego rzedu wymagata zatem dobrania odpowiednich metod
| testow statystycznych, jak rowniez zastosowania wlasciwego oprogramowania. Jako

podstawowe $rodowisko do obliczen statystycznych i wizualizacji wynikow wybrano

210

jezyk programowania obiecktowego GNU R (http://cran.r-project.org). Jego

mozliwosci zostaly rozszerzone 1 sg wcigz systematycznie rozwijane w postaci

pakietow dedykowanych analizie danych mikromacierzowych, dostgpnych w ramach

211

projektu Bioconductor (www.bioconductor.org)*". Uzycie powyzszych rozwigzan

dostarcza bogatego spektrum technik statystycznych i graficznych, umozliwiajac m.in.:
klasyczne testy statystyczne, analize skupien, modelowanie liniowe i nieliniowe,
tworzenie szerokiej gamy wykresow itp. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, zZe
zarowno GNU R, jak i Bioconductor sg tzw. oprogramowaniem otwartym, dostepnym

bez koniecznosci wykupu licencji, a rozprowadzanym w postaci kodu zroédtowego.

2091 |ANG, Y., BMC Genomics, (2007), s. 166.
210 R Core Team, (2012)
211 GENTLEMAN, R. C.,Genome Biol., (2004), s. 80.
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Otwartos¢ kodu umozliwia takze tatwe tworzenie przez zaawansowanych
uzytkownikéw dedykowanych pakietow rozszerzajacych mozliwosci podstawowej
wersji bazowe] oprogramowania, do ktoérych dotaczana jest obszerna dokumentacja.
Obie wyzej wspomniane platformy programistyczne sg coraz czgsciej stosowane, czego

dowodem jest wcigz rosngca liczba cytowan.

Z danych literaturowych??2*2* dobitnie wynika, ze kluczowym etapem
w analizie mikromacierzy dedykowanych miRNA jest wybdr metody normalizacji
danych. W niniejszej pracy zdecydowano si¢ wykorzysta¢ metod¢ VSN - Variance

stabilization and calibration for microarray data?®

, do normalizacji danych
w obrgbie mikromacierzy, oraz metod¢ SCALE do normalizacji danych pomiedzy
macierzami. Metoda VSN jest oparta na wcze$niej opisanym w literaturze estymatorze
maksymalnego  prawdopodobienstwa  dla  stochastycznego  modelu  danch

mikromacierzowych?'

. W tym modelu r6znice migdzy znormalizowanymi warto§ciami
intensywnos$ci fluorescencji sg analogiczne do powszechnie stosowanych w innych
metodach normalizacyjnych ,,znormalizowanych warto$ci stosunku logarytmoéw
intensywno$ci”. Jednak glowna zaleta metody VSN jest fakt, ze w odrdznieniu od
innych modeli wariancja znormalizowanych wartos$ci jest niezalezna od ich $redniej
wazonej, co skutkuje bardziej czulym i specyficznym wykryciem roznicowej
akumulacji danych transkryptéw w badanych populacjach. Natomiast algorytm SCALE
bazuje na statystyce okreslanej jako mediana odchylen wartosci bezwzglednych (MAD
— ang. median absolute deviation). Jest to odporna statystycznie metoda okre$lania
rozrzutu wartosci zmiennych. W poréwnaniu do odchylenia standardowego statystyka
MAD jest mniej wrazliwa na wystepowanie oberwacji odstajacych (ang. outliers), przez
co lepiej nadaje sie do analizy zbioréw danych, ktére moga charakteryzowaé si¢ duza

. I . 217
Zmiennoscig OSObl’llCZE} .

W przypadku analizy uzyskanych przeze mnie danych
z uwagi na fakt, ze kanat kontrolny (Al. 546 — probka kontrolna z HL-60) byt mniej
jednorodny 1 cechowat si¢ obecnos$cig mocniejszego w obawie, by nie zaburzyl procesu
normalizacji zdecydowano usung¢ go z analizy i potraktowac wszystkie mikromacierze

jako jednokanatowe (Al. 647 — probka badana AML).

212 pRADERVAND, S., RNA, (2009), s. 493.

23 BARGAJE, R., RNA, (2010), s. 16.

" MEYER, S.U., Biotechnol Lett., (2010), s. 1777.
2> HuBer, W., Bioinformatics, (2002), s. 96.

218 HuBER, W., Statistical app., (2003), s. 3.

2" pupolT, S., Stat. Sin., (2002), s. 111.
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5.6.2. Schemat analizy

Przed przystapieniem do obliczen, po otwarciu nowej sesji w R, konieczne jest
wczytanie wszystkich wykorzystywanych pakietow przy uzyciu polecenia ,library”.
W przypadku analiz przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy byly to pakiety:

220

limma®®, marray?'®, arrayQuality?®’, vsn oraz RColorBrewer?",

library(limma)
library(marray)
library(arrayQuality)
library(vsn)
library(RColorBrewer)

W dalszej kolejnosci nalezato (i) stworzy¢, a nastgpnie zdefiniowaé plik
Htargets”, zawierajacy liste wszystkich plikow GPR, ktore beda analizowane oraz (ii)

wczyta¢ go poleceniami ,targets file” i/lub ,,readTargets”, przyktadowo:

targets_file=""targets _amlml_amIm2.txt"
targets<- readTargets(targets_file)

Pierwsze 10 wierszy jednego z uzywanych plikow ,,targets”

FileName Sample Origin Cy3 Cyb

12bm.gpr 12 bm ref  AML_M2
12bm_01.gpr 12 bm ref  AML_M2
15bm_01.gpr 15 bm ref AML.M2
15bm_02.gpr 15 bm ref AML.M2
16bm_01.gpr 16 bm ref  AML_M2
16pb_01._gpr 16 pb ref  AML_M2
19bm_01.gpr 19 bm ref  AML_M2
19bm_02.gpr 19 bm ref AML.M2
19pb_01.gpr 19 pb ref AML.M2
19pb_02.gpr 19 pb ref  AML.M2

218 SMYTH, G. K., Bioinformatics and Comp. Sol., (2005), s. 397.

29YANG Y.H., (2009), http://www.maths.usyd.edu.au/u/jeany/.

220 PAQUET A., (2010), http://arrays.ucsf.edu/.

22! NEUWIRTH E., (2011), http://CRAN.R-project.org/package=RColorBrewer.
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Kolejnym etapem jest wczytanie danych (plikbw GPR) i okresSlenie, ktore
kolumny z plikow GPR sa niezbedne w dalszych fazach obliczen, m.in. kolumny
opisujace: intensywnosci fluorescencji plamek i tta, nazwy i rozmieszczenie sond itp.
Mozliwe jest takze odfiltrowanie wszystkich sond, do ktore zostaty przypisane etykiety
(patrz pkt 5.6.1.) ,zta” lub ,brak”. Stuzy do tego polecenie ,read.maimages”,

przyktadowo:

raw.data=read.maimages(targets,source="genepix’,columns=list(R="F650
Mean',G=""F650 Mean",Rb=""B650 Median',Gb="B650
Median'™),annotation=c("'Block",""Row",""Column™, " ID",""Name') ,wt. fun=wtfla
gs(weight=0, cutoff=-50))

Z uwagi na wczesniejsza decyzje o wykluczeniu kanatu kontrolnego z analizy

konieczne jest takze usuniecie danych dla nieanalizowanego kanatlu kontrolnego.

raw.data$G<-NULL
raw.data$Gb<-NULL

Po weczytaniu danych warto sprawdzi¢ ich jakos$¢, korzystajagc z narzedzi
graficznych, jakie oferuje Bioconductor. Jednym z nich jest wykres pudetkowy (ang.
boxplot) okreslajacy jako$¢ tla, na ktérym zaznaczono wartos$ci intensywnosci
fluorescencji gtdéwnych (bez korekcji tta) w poszczegolnych mikromacierzach i warto$ci

intensywnosci tta. Przyktadowo:

fgbg = cbind(raw.data$R, raw.data$Rb)

png(filename = "boxplot_background_quality.png", bg = "white™)
boxplot(log2(fgbg) ~ col(fgbg), col = c(rep('pink'™, ncol(raw.data)),
rep("'orange’, ncol(raw.data))))

dev.offQ)

Nastepnie tworzono wykres pudetkowy dla intensywnosci fluorescencji (przed

normalizacjg):

boxplot_raw="boxplot_surowe_dane*

title=sprintf("%s.png", boxplot_raw)

png(Filename = title, bg = "white')
boxplot((log2(raw.data$R)),col="darkblue®, xlim=c(0,60), ylim=c(0,20))
dev.off(Q)
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oraz gestosci rozmieszczenia tych intensywnosci:

density plots_raw="wykresy gestosci_dla surowych _danych*
title=sprintf("%s.png", density plots_raw)

png(filename = title, bg = "white')
plotDensities(raw.data)

dev.offQ)

Analiza powyzszych wykresow pozwala znalez¢ macierze, ktore znaczaco
odbiegaja od innych lub tez charakteryzuja si¢ obecno$cig zbyt wysokiej fluorescencji
tta. Takie macierze usuwano z pozniejszych analiz. Pozostaty zbidr, liczacy 13
mikromacierzy, poddano normalizacji wewngtrznej, w ramach poszczegdlnych

macierzy, przy wykorzystaniu polecenia vsn2:

data.norm=vsn2(raw.data$R)

W celu okreslenia wplywu normalizacji na dane, generowano kolejny wykres

pudetkowy, juz dla znormalizowanych wartosci:

boxplot_norm="boxplot_dane_po_normalizacji_vsn*®
title=sprintf("%s.png", boxplot _norm)

png(filename = title, bg = "white")
boxplot(as.data.frame(data.norm@hx), main="VSN Normalized
Intensities", col="darkblue®)

dev.off(Q)

Z uwagi na specyfike pakietu vsn uzytego do normalizacji konieczne byto

przypisanie danym po normalizacji nazw miRNA, co uzyskano poleceniem:

rownames(data.norm@hx) <- raw.data$genes$Name
data.norm@hx <- data.norm@hx [order(rownames(data.norm@hx)), ]

Po przypisaniu nazw miRNA mozna bylo przystagpi¢ do normalizacji
zewngtrznej (mi¢dzy macierzami) przy wykorzystaniu metody SCALE:

data.norm.scale=normalizeBetweenArrays(data.norm@hx, method="'scale')
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Wykonano kolejny wykres pudetkowy dla wartosci intensywnosci

fluorescencji po obu normalizacjach:

boxplot_scale="boxplot dane po normalizacji_scale”
title=sprintf("'%s.png", boxplot_scale)

png(filename = title, bg = "white')
boxplot(as.data.frame(data.norm.scale), main=""Normalized Intensities-
SCALE"™, col="darkblue®)

dev.off()

Nastgpnie tworzono obiekt typu pData, poprzez przypisanie odpowiednich

nazw prébkom celem przeprowadzenia analizy poréwnawczej. Przyktadowo:

pData <- data.frame(population = c("pb*, "pb*, "bm®", "pb®, "pb®", "bm",
"pb*, "bm®, "pb®, "pb®, "bm®, "pbT", “bm", "pbT))

gdzie ‘pb’ znaczy probke pochodzaca z krwi obwodowej (ang. peripheral blood),

a ,,om” ze szpiku (ang. bone marrow).

W dalszym etapie zdefiniowano tzw. macierz poréwnan. Poniewaz nie
analizowano kanatu referencyjnego mozna w tym miejscu podstawi¢ dowolne

wyrazenie.

design<-modelMatrix(targets, ref="ref")

Wartosci intensywno$ci replik sond powtdrzonych w danej macierzy
usredniano na podstawie ich nazwy:

set_summary<-avereps(data.norm.scale, ID=raw.data$genes$Name)

Na podstawie macierzy porownan dopasowano odpowiedni do eksperymentu
model liniowy, celem wykonania analizy roznic w akumulacji miRNA

w poréwnywanych zbiorach macierzy. Wykorzystano empiryczng poprawke Bayes’a
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dla testowan wiclokrotnych aby zwiekszy¢ czuto$¢ wykrywania réznicujacych miRNA

w badanych zbiorach poprzez usuni¢cie wynikow fatszywie pozytywnych:

fit <- ImFit(set_summary, design)
contrast.matrix<-makeContrasts(pb-bm,bm-pb, levels=design)
fit2<-contrasts.fit(fit,contrast.matrix)
fit2<-eBayes(fit2)

Jako rezultat otrzymujemy | liste rankingowa” sond wykazujgcych rozny

poziom akumulacji w badanych zbiorach.

gene_list=topTable(fit2,adjust="fdr", number=882)

Z listy usuni¢to miejsca puste (opisane jako ,,buffer” oraz ,.empty”), a wyniki

zapisano do pliku.

miRs <- grep(''miR", gene_list$ID)

final _gene list <- gene_list[miRs, ]

final_gene_list$ID

write._.csv(final_gene_list, file="lista_rankingowa_miRNA.csv'")

Nastegpnie przeprowadzano filtracje listy rankingowej miRNA wykazujacych
réznicowa akumulacj¢. Za réznicujace przyjeto miRNA o wartoséciach ,,adj. p-value”
(wartosci p-value po poprawce dla wielokrotnego testowania, liczonej metoda
Benjamini i Hochberg) mniejszych niz 0,05, czyli istotne statystycznie. Wyniki filtracji

zapisywano do pliku.

filtration=topTable(fit2, coef=1, adjust=Fixpval, number=maxgene,
p-value=pval)

filtration_final<-filtration[miRs,]

write.csv(filtration_final, file="lista roznicujacych miRNA.csv')
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5.6.3. Analiza réznicowa probek klinicznych

5.6.3.1. Analiza jakosci mikromacierzy
Wykres pudetkowy jest bardzo dobrym sposobem wizualizacji danych

mikromacierzowych, stosowanym m. in. do oceny ich jakoséci. Kazdy ze shupkéw
odpowiada intensywnosci fluorescencji plamek badz tta z jednej macierzy. Na wykresie
zaznaczono maksymalne 1 minimalne wartosci, jak réwniez kwartyl gorny, dolny
i mediang. Grubszg pozioma kreskg oznaczona jest mediana, a w prostokacie znajduja
si¢ warto$ci zawarte pomiedzy gornym 1 dolnym kwartylem. Zaleta wykresu
pudetkowego jest zobrazowanie roznic migdzy zbiorami wartosci bez rozpatrywania ich
rozktadu statystycznego. Kotkami oznaczone sg obserwacje odstajgce (ang. outliers).
Do pierwszej analizy jako$ci i1 spdjnosci danych wykorzystano pelen zestaw 46
mikromacierzy. Wykresy pudetkowe dla intensywnos$ci fluorescencji plamek oraz tta

dla ,,surowych” danych (przed normalizacja) przedstawiono na Wykresach 3 i 4.
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Wykres 3. Wykres pudetkowy dla danych surowych (przed normalizacja), uzyskanych po hybrydyzaciji
43 mikromacierzy. Czerwone pudetka obrazuja wartosci intensywnosci sond (ang. foreground intensities)

dla poszczegolnych macierzy, natomiast z6tte — wartosci fluorescencji tha (ang. background intensities) dla
tych samych macierzy, utozone w identycznej kolejnosci.
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Wykres 4. Wykres pudetkowy wartosci fluorescencji sond przed normalizacja dla

wyselekcjonowanego zbioru mikromacierzy.

RG densities

Misusg

Natomiast wykres gestosci dla ,,surowych” danych przedstawiono na Wykresie 5.

15

Intensity

Wykres 5. Wykres rozkladu gestosci (ang. density plot) intensywnosci fluorescencji sond dla danych

przed normalizacja, pochodzacych z hybrydyzacji 43 mikromacierzy.
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Ksztatlt powyzszych wykresow wskazuje na wystepowanie znaczacej ilosci

wartosci odbiegajacych od s$redniej (outliers), przynajmniej w przypadku czesci

macierzy,a takze niejednorodnosci samych macierzy (r6zny rozmiar ,,pudetka”), co

pozwala stwierdzi¢, ze dostepne dane zdecydowanie wymagaja normalizacji. Wplyw

kolejnych normalizacji na dane przedstawiono na Wykresach 5 i 6.
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Wykres 6. Wykres pudetkowy ,,boxplot” wartosci fluorescencji sond po normalizacji VSN.
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Wykres 7. Wykres pudetkowy ,,boxplot” wartosci fluorescencji sond po normalizacji SCALE.
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Wykresy po normalizacji wykazuja, ze obie metody normalizacji sprawdzaja

si¢ na uzywanym zbiorze danych. Mediany warto$ci intensywnosci zostaly prawidtowo

wyréwnane dla wszystkich analizowanych macierzy. Tym niemniej takze po

normalizacji SCALE cz¢$¢ z nich wykazywata wcigz zdecydowanie zbyt duzg liczbe

wartosci odstajagcych od znormalizowanych median. Dlatego tez zdecydowano si¢

ograniczy¢ populacje macierzy do analiz wyzszego rzedu. Ostatecznie wybrano 13

macierzy charakteryzujacych si¢ najlepsza spdjnoscia danych, co przedstawiono

odpowiednio na wykresach 7-10.
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Wykres 8. Wykres pudetkowy ,,boxplot” wartosci fluorescencji sond przed normalizacja (13 macierzy).

Wykres 9. Wykres rozktadu gestosci (ang. density plot) intensywnosci fluorescencji sond dla danych

Density

0035 010 015 020 025

0.00

Intensity

przed normalizacja, pochodzacych z hybrydyzacji |3 mikromacierzy..
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Wykres 10. Wykres pudetkowy wartosci fluorescenciji sond po normalizacji VSN (I3 macierzy).
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Wykres | I. Wykres pudetkowy wartosci fluorescencji sond po normalizacji SCALE (13 macierzy).

5.6.3.2. Analiza r6znicowa
Celem pierwszej z wykonanych analiz bylo okreslenie czy istniejg istotne

roznice miedzy profilem akumulacji miRNA w szpiku 1 krwi obwodowej pacjentow
z AML (analiza bez podzialu na podtypy M1 i M2). Po przeanalizowaniu wyzej
opisanego zestawu mikromacierzy nie wykazano znaczacych statystycznie rdznic

pomigdzy tymi grupami. Wyniki te sg zgodne z oczekiwanymi. Wiadomo bowiem, Ze

121



5. Wyniki i dyskusja

podczas ostrej fazy choroby ponad 80-90% komorek tak szpiku, jak i krwi obwodowej
stanowig zmienione nowotworowo jednojadrowe komorki blastyczne. Akumulacja
mMiRNA w tych komérkach powinna by¢ podobna niezaleznie od tego czy pochodza one
ze szpiku czy krwi obwodowej. Uzyskane wyniki sugeruja zatem, ze dla celow
diagnostycznych nie jest konieczna klopotliwa aspiracja szpiku poprzez punkcje
ledzwiowa, ktora moze by¢ z powodzeniem zastapiona pobraniem probki krwi

obwodowe;j.

Nie stwierdzono takze istotnych réznic migdzy profilami miRNA miedzy
probkami pochodzacymi od pacjentéw po pierwszej diagnozie a probkami pobranymi
podczas wznowy, a takze migdzy tymi, ktorzy osiagneli remisje catkowitg, a tymi,
ktorzy nie weszli w remisje, tym samym nie odpowiadajagc na chemioterapi¢. Brak
znaczacych roznic pomiedzy probkami pobranymi w czasie pierwszej diagnozy (to) i we
wznowie (t;) pozostaja w spdjnosci z teorig, ze nawrdt choroby nie jest spowodowany
wytworzeniem nowej zmienionej nowotworowej linii klonalnej rdznigcej si¢ na
poziomie molekularnym od linii pierwotnej, lecz raczej rozplemem linii, ktéra pozostata
W organizmie pacjenta po pierwszej fazie chemioterapii. Brak réznic na poziomie
miRNA pomiegdzy pacjentami opornymi na leczenie, a tymi, ktorzy uzyskali remisj¢
catkowitg, nie pozwala w chwili obecnej odpowiedzie¢ na pytanie, czy miRNA moga

determinowac oporno$¢ na zastosowang klasyczng chemioterapie.

Podobnie w przypadku AML podtypéw M1 oraz M2 nie zaobserwowano
istotnych statystycznie rdéznic przy przyjetym stopniu ufnosci. Mimo iz miRNA
wpltywaja na roznicowanie si¢ komorek szlaku hematopoetycznego, rdznice
molekularne pomiedzy AML M1 i M2 nie sa duze, a komdrki nowotworowe
w przypadku ostrej biataczki szpikowej M1 i M2 charakteryzuja si¢ niskim i podobnym
stopniem dojrzewania. Wartym zauwazenia jest fakt, ze brak istotnych rdznic
w powyzszych analizach jest skutkiem wykorzystania poprawki Benjamini i Hochberg
w celu usunigcia wynikow fatszywie pozytywnych. W przypadku pominig¢cia tej funkcji
badane zbiory wykazuja 29 réznicujacych miRNA, przy poziomie istotnosci p=0,05, a 8
przy p=0,01.
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5.7. Podsumowanie

Zastosowanie metod mikromacierzowych do analizy miRNA umozliwito
kompleksowe okreslenie profili ich akumulacji w ludzkich tkankach, zar6wno w
stanach fizjologicznych jak i patologicznych. Wykorzystanie mikromacierzy pozwolito
takze ustali¢ charakterystyki akumulacji miRNA w roéznych tkankach wigkszo$ci
organizméw modelowych, takich jak mysz domowa®??, szczur??, Caerhnohabditis
elegans®*,  Arabidopis thaliana?® czy Drosophila melanogaster®®. Pierwsze
mikromacierze dedykowane wykrywaniu miRNA powstalty juz w 2004

roku 227,228,229,230

, przy czym roznity si¢ zasadniczo metodami znakowania RNA.
Techniki znakowania obejmowalty m.in.: amplifikacj¢ konkatamerow miRNA
z losowymi starterami znakowanymi na koncu 5’ cyjaning 3, lub tez starterami
sprzeganymi z biotyng. Detekcja odbywala si¢ poprzez wzbudzenie fluorescencji
promieniem  lasera, w przypadku biotynylowanych starterbw zastosowano

modyfikowang fluoroforem streptawidyne.

W pézniejszym czasie pojawily si¢ komercyjnie dostgpne platformy do
mikromacierzowego profilowania miRNA. W wigkszosci przypadkow byty one
podobne do uzywanego przeze mnie systemu. Wystepujace drobne roznice polegaty
glownie na zastosowniu innych barwnikow fluorescencyjnych np. Cy3 i Cy5. Obecne
na rynku dostepne sa takze mikromacierze zawierajace sondy LNA®!, w ktdrych
nukleotydy charakteryzuja si¢ obecno$cig mostka taczacego tlen w pozycji 2° z weglem
w pozycji 4°. Mostek ten blokuje ryboze w konformacji 3’-endo, co zmieniajac utozenie
przestrzenne  pierscienia  fosfocukrowego  oligonukleotydu utatwia  wigzanie
wyznakowanej proby, szczegdlnie w przypadku matych czasteczek, w tym

mMiRNAZ??3_ Patent na LNA posiada dunska firma Exiqon, ktéra w swojej platformie
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mikromacierzowej wprowadza takze inny sposob znakowania miRNA polegajacy na
usunieciu 5’-fosforanu przez zasadows fosfataze bydlgca (CIP — ang. Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase), a nastgpnie bezposrednie enzymatyczne przytaczenie fluroforu
do konca 3’ miRNA.

Wszystkie  wyzej wspomniane rozwigzania zakladaja  jednoczesng
hybrydyzacje dwdch probek, kontrolnej i badanej, z ta samg mikromacierza.
Alternatywe proponuje firma Agilent, ktore] rozwigzanie opiera si¢ na syntezie sond
nowag metoda fotolitografii. Umozliwia ona zwigkszenie gestosci sond na
mikromacierzy, nawet do ok. 1 miliona na jednym szkietku podstawowym. Procedura
znakowania jest podobna do zastosowanej w przypadku mikromacierzy LNA, z ta
roéznicg, ze tylko jedna probka jest hybrydyzowana z mikromacierzg. miRNA

znakowane jest cyjaning 3 skoniugowana z cytydyna (Cy3-pCp-).

W ostatnich latach pojawity si¢ pierwsze publikacje opisujace profile
akumulacji miRNA w AML. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ prace Dixon-
Mclver®* i Garzona®®®, opisujace zwiazek specyficznych profili miRNA z kariotypem,
a takze prace Marucciego®® pokazujaca obraz miRNA w cytogenetycznie prawidlowej
AML. Badano takze relacje pomiedzy profilem miRNA a innymi specyficznymi

237
L

fenotypami molekularnymi AM oraz mutacjami w genie nukleofozminy -

Garzon%®,

Warty zauwazenia jest fakt, ze we wszystkich powyzej wymienionych
badaniach przyjeto klasyfikacje WHO dla podzielenia pacjentéw/probek na podgrupy,
co w praktyce uniemozliwia poréwnanie uzyskanych przeze mnie wynikoéw w z danymi
literaturowymi. W przypadku tych badan grupa kontrolng byly zazwyczaj probki
uzyskane od zdrowych os6b. Porownywano tez przypadki AML z Kkariotypem
normalnym i zmutowanym, lub przypadki AML ze specyficzng mutacja bez tej mutacji.
W moim przypadku zmiana klasyfikacji probek do danych subpopulacji mikromacierzy

spowodowataby inne wyniki, a tym samym inne wnioski.

234 DIXON-MCIVER, A., PL0S One, (2008), s. 2141.

25 GARZON, R., Blood, (2008), s. 3184.

26 Marcuccl, G., N Engl J Med, (2008), s. 1919.

27 JONGEN-LAVRENCIC, M., Blood, (2008, s. 5078.

%8 GARZON, R., Proc Natl Acad Sci U S A, (2008), s. 3945.
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5. Wyniki i dyskusja

Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze mikromacierze DNA mogg by¢
z powodzeniem wykorzystane w analizie akumulacji ludzkich miRNA. Opracowano
pelng Sciezke obejmujaca wszystkie etapy eksperymentu mikromacierzowego:
projektowanie i wykonanie mikromacierzy, izolacja i znakowanie RNA (w tym
miRNA), hybrydyzacje i skanowanie mikromacierzy, a takze analize bioinformatyczng
uzyskanych danych. Szczegdlnie wart zauwazenia jest fakt opracowania $ciezki analizy
bioinformatycznej wyzszego rzgdu. Przy niewielkich modyfikacjach moze ona postuzy¢
do analizy dowolnych niskoczasteczkowych RNA, oczywiscie po wprowadzeniu

modyfikacji adekwatnych do danego eksperymetu.

Tym niemniej nalezy zdawac sobie sprawe, ze wszelkie wyniki analiz
mikromacierzowych musza by¢ dodatkowo walidowane innymi metodami, takimi jak
gRT-PCR. Nastepnie uzyskane wyniki powinny by¢ potwierdzane przez analizy
funkcjonalne, by mozna byto wyciaga¢ wnioski odnosnie wptywu poszczegélnych
miRNA na dany proces biologiczny. Mikromacierze DNA sa wygodnym narzedziem
znajdujacym zastosowanie w badaniach przesiewowych. Sg one szczeg6lnie przydatne
na wstepnych etapach eksperymentu, gdyz umozliwiaja przeprowadzenie analiz
globalnych, pozwalajacych wychwyci¢ réznice pomiedzy wieloma grupami probek
jednoczesnie. Ponadto ilo§¢ danych mikromacierzowych deponowanych w bazach
wcigz ro$nie, umozliwiajgc kompleksowe analizy bioinformatyczne miRNA w coraz

szerszym konteks$cie biologicznym.

Reasumujac opisane badania nalezy stwierdzi¢, ze przedstawione w rozdziale
drugim cele pracy zostaly zrealizowane, a proponowane przeze mnie metody mogg by¢

wykorzystane do analizy profili akumulacji miRNA w komérkach ludzkich.
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7. Zafaczniki

1. Zataczniki

Zatacznik |I. - Lista sond uzytych do drukowania mikromacierzy

Nazwa sondy Dt. e Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
[nt] | [C]

Sondy dla potencjalnych miRNA
HMP_PREDICTED_MI “ 782 | CAGAAATTTTCAGGGCTACTGAGAGAAATTTTCAGGG | UCAGUAGCCCUGAAAAUUU
R100 ’ CTACTGA Ccuc
HMP_PREDICTED_MI TGAATCCTTGCCCAGGTGCATTGAATCCTTGCCCAG AUGCACCUGGGCAAGGAUU
R102 42 88,8 GTGCAT CA
HMP_PREDICTED_MI GAGCTGAGTGGAGCACAAACAGAGCTGAGTGGAGC UGUUUGUGCUCCACUCAGC
R103 Y] 85 ACAAACA uc
HMP_PREDICTED_MI TTGTTCAACCAGTTACTAATCTTTGTTCAACCAGTIAC | AGAUUAGUAACUGGUUGAA
R104 44 724 | TAATCT CAA
HMP_PREDICTED_MI AGCTGCCGGCATTAAAGGGCTAAGCTGCCGGCATTA UAGCCCUUUAAUGCCGGCA
R105 44 865 | AAGGGCTA GCU
HMP_PREDICTED_MI CCAAATTAGCTTTTTAAATAGACCAAATTAGCTTTTTA | UCUAUUUAAAAAGCUAAUU
R108 44 696 | AATAGA UGG
HMP_PREDICTED_MI AACCCAATATCAAACATATCACAACCCAATATCAAACA | GUGAUAUGUUUGAUAUUGG
R109 44 753 TATCAC GUU
HMP_PREDICTED_MI CCAAGAAATAGCCTTTCAAACACCAAGAAATAGCCTT | UGUUUGAAAGGCUAUUUCU
RI10 44 785 | TCAAACA UGG
HMP_PREDICTED_MI ACACAGUGGCACGGGGU
RII12 34 87,3 ACCCCGTGCCACTGTGTACCCCGTGCCACTGTGT
HMP_PREDICTED_MI CATGTCATAAGCCATTTATTTCCATGTCATAAGCCATT GAAAUAAAUGGCUUAUGAC
RI113 44 75,8 TATTTC AUG
HMP_PREDICTED_MI TTGGGAGACCCTGGTCTGCACTTTGGGAGACCCTG AGUGCAGACCAGGGUCUCC
R114 44 89,1 GTCTGCACT CAA
HMP_PREDICTED_MI CTAATGACCGCAGAAAGCCATTCTAATGACCGCAGA AAUGGCUUUCUGCGGUCAU
RI9 44 83,1 AAGCCATT UAG
HMP_PREDICTED_MI AAACATCACTGCAAGTCTTAACAAACATCACTGCAAG | GUUAAGACUUGCAGUGAUG
RI2 44 765 | TCTTAAC uuu
HMP_PREDICTED_MI CATTCAACAAACATTTAATGAGCATTCAACAAACATTT | CUCAUUAAAUGUUUGUUGA
R120 44 752 | AATGAG AUG
HMP_PREDICTED_MI AGCCTATGGAATTCAGTTCTCAAGCCTATGGAATTCA | UGAGAACUGAAUUCCAUAG
RI2I 44 792 | GTTCTCA GCU
HMP_PREDICTED_MI AAGAAGTGCACCATGTTTGTTTAAGAAGTGCACCATG | AAACAAACAUGGUGCACUU
R124 44 794 | TTTGTTT cuu
HMP_PREDICTED_MI TGCCTGGCACCTACACACTAATGCCTGGCACCTACA | UUAGUGUGUAGGUGCCAGG
RI127 42 836 | CACTAA CA
HMP_PREDICTED_MI TGCTAAATGATCCCCTGGTGCTGCTAAATGATCCCCT | GCACCAGGGGAUCAUUUAG
R128 42 85,7 GGTGC CA
HMP_PREDICTED_MI CCAATTAAGTCTTTTAAATAAACCAATTAAGTCTTTTA UUUAUUUAAAAGACUUAAU
R129 44 67,5 AATAAA UGG
HMP_PREDICTED_MI CACTTCACTGCCTGCAGACAACACTTCACTGCCTGC | UUGUCUGCAGGCAGUGAAG
RI3I Y] 862 | AGACAA UG
HMP_PREDICTED_MI CGTTCCTGATAAGTGAATAAAACGTTCCTGATAAGTG | UUUUAUUCACUUAUCAGGA
RI32 44 743 AATAAAA ACG
HMP_PREDICTED_MI GCAGTTCAGAAAATTAAATAGAGCAGTTCAGAAAATT | UCUAUUUAAUUUUCUGAAC
RI35 44 714 | AAATAGA UGC
HMP_PREDICTED_MI GTTCTCCAATACCTAGGCACAAGTTCTCCAATACCTIA | UUGUGCCUAGGUAUUGGAG
RI37 44 79,1 GGCACAA AAC
HMP_PREDICTED_MI TAGGGTCACACAGGATGTGAATTAGGGTCACACAGG | AUUCACAUCCUGUGUGACC
RI39 44 81,9 | ATGTGAAT CUA
HMP_PREDICTED_MI ACAAGGATGAATCTTTGTTACTACAAGGATGAATCTTT | AGUAACAAAGAUUCAUCCU
R140 44 73,1 GTTACT UGU
HMP_PREDICTED_MI CAGAACTGTTCCCGCTGCTACAGAACTGTTCCCGCT | UAGCAGCGGGAACAGUUCU
R141 40 84,2 GCTA G
HMP_PREDICTED_MI AGGTTACCCGAGCAACTTTGCAGGTTACCCGAGCAA GCAAAGUUGCUCGGGUAAC
R142 42 84,3 CTTTGC Ccu
HMP_PREDICTED_MI GAGGGGAGTTTTCTTTCAAAAGGAGGGGAGTTTTCT CUUUUGAAAGAAAACUCCC
R143 44 79.3 TTCAAAAG cuc
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Dt. Tm . .

Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
HMP_PREDICTED_MI ATCCTTGAATAGGTGTGTTGCAATCCTTGAATAGGTG UGCAACACACCUAUUCAAG
R144 44 81,2 TGTTGCA GAU
HMP_PREDICTED_MI TTTACAGGGTGGCCCATTTAAATTTACAGGGTGGCCC | UUUAAAUGGGCCACCCUGU
R145 44 81,4 ATTTAAA AAA
HMP_PREDICTED_MI CAAAGAGCATGATATTTGACAGCAAAGAGCATGATAT | CUGUCAAAUAUCAUGCUCU
RI46 44 78,2 TTGACAG uuG
HMP_PREDICTED_MI GGTCAATATTTACCTCTCAGGTGGTCAATATTTACCTC | ACCUGAGAGGUAAAUAUUG
R149 44 75,9 TCAGGT ACC
HMP_PREDICTED_MI TCAGGCCATCAGCAGCTGCTATTCAGGCCATCAGCA | AUAGCAGCUGCUGAUGGCC
R150 44 87,6 GCTGCTAT UGA
HMP_PREDICTED_MI CCAGGAATTGATGACCAGCTGCCAGGAATTGATGAC | CAGCUGGUCAUCAAUUCCU
RISI 42 86,6 CAGCTG GG
HMP_PREDICTED_MI AGGACCCAGAGAACAACTCAGAGGACCCAGAGAAC | CUGAGUUGUUCUCUGGGUC
RI52 42 81,9 AACTCAG cu
HMP_PREDICTED_MI ACCTAGGGATCGTCAAAGGGAACCTAGGGATCGTCA | UCCCUUUGACGAUCCCUAG
R153 42 83,3 AAGGGA GU
HMP_PREDICTED_MI TTTCCTCTGCAAACAGTTGTAATTTCCTCTGCAAACA | UUACAACUGUUUGCAGAGG
R154 44 78,5 GTTGTAA AAA
HMP_PREDICTED_MI TTTAGTCAATATCAAGATTTATTTTAGTCAATATCAAGA | AUAAAUCUUGAUAUUGACU
R155 44 66,4 TTTAT AAA
HMP_PREDICTED_MI AAGCTTCCCGGGCAGCTAAGCTTCCCGGGCAGCT AGCUGCCCGGGAAGCUU
R156 34 86,3
HMP_PREDICTED_MI TGCCCATGGACTGCATGGTGCTTGCCCATGGACTGC | AGCACCAUGCAGUCCAUGG
RI57 44 93,8 ATGGTGCT GCA
HMP_PREDICTED_MI GCTGATTGCCTCTGTGCCAATGCTGATTGCCTCTGT | AUUGGCACAGAGGCAAUCA
R158 42 87,8 GCCAAT GC
HMP_PREDICTED_MI AACGCCGGGGCCACGTTGCTAAAACGCCGGGGCCA | UUAGCAACGUGGCCCCGGC
R160 44 93,5 CGTTGCTAA GUU
HMP_PREDICTED_MI CGAAAGGAGATTGGCCATGTAACGAAAGGAGATTGG | UUACAUGGCCAAUCUCCUU
Rl6l 44 83,6 CCATGTAA UCG
HMP_PREDICTED_MI TTCCTACTGAAATCTGACAATCTTCCTACTGAAATCT | GAUUGUCAGAUUUCAGUAG
R162 44 756 GACAATC GAA
HMP_PREDICTED_MI GAAAGACCCCATTTAACTTGAAGAAAGACCCCATTTA | UUCAAGUUAAAUGGGGUCU
R163 44 77,4 ACTTGAA uucC
HMP_PREDICTED_MI TGAACAATCCAGATAATTGCTTTGAACAATCCAGATA AAGCAAUUAUCUGGAUUGU
R164 44 77,5 ATTGCTT UCA
HMP_PREDICTED_MI TCCCCTGCAAGTGGTGCTTCCCCTGCAAGTGGTGCT | AGCACCACUUGCAGGGGA
RI65 36 87,9
HMP_PREDICTED_MI TCCCACACCCAAGGCTTGCATCCCACACCCAAGGC UGCAAGCCUUGGGUGUGG
RI66 40 91,5 TTGCA GA
HMP_PREDICTED_MI GAAACCAAGTATGGGTCGCCTGAAACCAAGTATGGG AGGCGACCCAUACUUGGUU
R167 42 84,4 TCGCCT uc
HMP_PREDICTED_MI TGTGTGCAATTACCCATTTTATTGTGTGCAATTACCCA | AUAAAAUGGGUAAUUGCAC
R168 44 77,7 TTTTAT ACA
HMP_PREDICTED_MI ATTTAAAAGGCTTTTAAATGATATTTAAAAGGCTTTTAA | AUCAUUUAAAAGCCUUUUA
R170 44 69,6 ATGAT AAU
HMP_PREDICTED_MI ATAGTAGACCGTATAGCGTACGATAGTAGACCGTATAG | CGUACGCUAUACGGUCUAC
RI7I 44 738 CGTACG UAU
HMP_PREDICTED_MI ACTGGGGCTGCATGCTGCTCAACTGGGGCTGCATG UGAGCAGCAUGCAGCCCCA
R172 42 92,9 CTGCTCA GU
HMP_PREDICTED_MI CTACTGTTAATGACCTATTTCTCTACTGTTAATGACCT AGAAAUAGGUCAUUAACAG
R173 44 68,9 ATTTCT UAG
HMP_PREDICTED_MI CCTAAATACCTGGTATTTGAGACCTAAATACCTGGTAT UCUCAAAUACCAGGUAUUU
RI74 44 733 TTGAGA AGG
HMP_PREDICTED_MI CTTTGACAGCATTTTAATTATACTTTGACAGCATTTTA | UAUAAUUAAAAUGCUGUCA
RI76 44 69,7 ATTATA AAG
HMP_PREDICTED_MI GAACACACCAAGGATAATTTCTGAACACACCAAGGAT | AGAAAUUAUCCUUGGUGUG
RI77 44 77 AATTTCT uuc
HMP_PREDICTED_MI AGTTATGAAATGTCATCAATAAAGTTATGAAATGTCAT | UUAUUGAUGACAUUUCAUA
RI79 44 70,9 CAATAA ACU
HMP_PREDICTED_MI CACAGGAAGTGGCCTTCAATACACAGGAAGTGGCCT | UAUUGAAGGCCACUUCCUG
R180 42 82,1 TCAATA UG
HMP_PREDICTED_MI ATTGTTTGCACTCTGCCAGTTTATTGTTTGCACTCTG | AAACUGGCAGAGUGCAAAC
RI8I 44 81,6 CCAGTTT AAU
HMP_PREDICTED_MI GAGCTGAACTCAAAACCAAATGGAGCTGAACTCAAA | CAUUUGGUUUUGAGUUCAG
R182 44 81,2 ACCAAATG Ccuc
HMP_PREDICTED_MI TCTTTATTGCAAAGTCAGTATGTCTTTATTGCAAAGTC | CAUACUGACUUUGCAAUAA
R183 44 73,8 AGTATG AGA
HMP_PREDICTED_MI AACCCTAGGAGAGGGTGCCATTAACCCTAGGAGAGG AAUGGCACCCUCUCCUAGG
R184 44 83,7 GTGCCATT GUU
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Dt. Tm . .

Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
HMP_PREDICTED_MI ATTCTGCCCCTGGATATGCATATTCTGCCCCTGGATAT | AUGCAUAUCCAGGGGCAGA
R186 42 83,4 GCAT AU
HMP_PREDICTED_MI AACCAAGCAGCCGGGCAGTAACCAAGCAGCCGGGC | ACUGCCCGGCUGCUUGGUU
R187 38 89,2 AGT
HMP_PREDICTED_MI AGCAGGGCTCCCTCACCAGCAAGCAGGGCTCCCTC UGCUGGUGAGGGAGCCCUG
RI89 2 92,4 ACCAGCA cu
HMP_PREDICTED_MI ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGG | UAAUGCCCCUAAAAAUCCU
R190 44 74,8 GCATTA UAU
HMP_PREDICTED_MI CGCCGCCCCGCACCTGCTGCCGCCGCCCCGCACC | GCAGCAGGUGCGGGGCGG
RI9I 40 1019 | TGCTGC CG
HMP_PREDICTED_MI ACATCTCGGGGATCATCATGTACATCTCGGGGATCAT | ACAUGAUGAUCCCCGAGAU
R192 42 84,1 CATGT GU
HMP_PREDICTED_MI GGGCCCTATATTAATGGACCAAGGGCCCTATATTAATG | UUGGUCCAUUAAUAUAGGG
R194 44 80,2 GACCAA ccc
HMP_PREDICTED_MI AGTAAAGCCAAGTAGTGCATGAAGTAAAGCCAAGTAG | UCAUGCACUACUUGGCUUU
R196 44 78 TGCATGA ACU
HMP_PREDICTED_MI AAGAAGGACCTTGTAATAAATAAAGAAGGACCTTGTA | UAUUUAUUACAAGGUCCUU
R197 44 69,7 ATAAATA Cuu
HMP_PREDICTED_MI CCAGATGCTAAGCACTGGAAGCCAGATGCTAAGCAC CUUCCAGUGCUUAGCAUCU
R198 42 83,2 TGGAAG GG
HMP_PREDICTED_MI TAACCACTCTCCAAGTACCAAATAACCACTCTCCAAG | UUUGGUACUUGGAGAGUGG
R199 44 773 TACCAAA UUA
HMP_PREDICTED_MI TTAACAGGCAGTTCTGCTGCTATTAACAGGCAGTTCT | UAGCAGCAGAACUGCCUGU
R200 44 80,7 GCTGCTA UAA
HMP_PREDICTED_MI ACGGTTTTACCAGACAGTATTAACGGTTTTACCAGAC | UAAUACUGUCUGGUAAAAC
R201 44 74 AGTATTA CGU
HMP_PREDICTED_MI AGAAGTGCACCGCGAATGTTTAGAAGTGCACCGCGA | AAACAUUCGCGGUGCACUU
R202 42 84,9 ATGTTT cu
HMP_PREDICTED_MI TTAAGAGCCCGGCTTTGCCTTTAAGAGCCCGGCTTT | AGGCAAAGCCGGGCUCUUA
R203 40 85,6 GCCT A
HMP_PREDICTED_MI ATCCACGTTTTAAATACCAAAGATCCACGTTTTAAATA | CUUUGGUAUUUAAAACGUG
R205 44 753 CCAAAG GAU
HMP_PREDICTED_MI TGCCTCCCACACACAGCTTTATGCCTCCCACACACA | UAAAGCUGUGUGUGGGAGG
R206 42 85,9 GCTTTA CA
HMP_PREDICTED_MI TTCCCCGGCACCAGCACAAAGTTTCCCCGGCACCA ACUUUGUGCUGGUGCCGG
R207 44 92 GCACAAAGT GGAA
HMP_PREDICTED_MI CAATCAGAGGCAATCAAGCACACAATCAGAGGCAAT UGUGCUUGAUUGCCUCUGA
R208 44 85,5 CAAGCACA uuG
HMP_PREDICTED_MI TAATTCTAAAGACAAAGCACAATAATTCTAAAGACAAA | UUGUGCUUUGUCUUUAGAA
R209 44 72,7 GCACAA UUA
HMP_PREDICTED_MI GGTTGTCAGGAACAGAAGTGCGGTTGTCAGGAACA GCACUUCUGUUCCUGACAA
R210 42 84,5 GAAGTGC cc
HMP_PREDICTED_MI TACAGATGGATACCGTGCAAT T TACAGATGGATACCG | AAUUGCACGGUAUCCAUCU
R211 44 80,5 TGCAATT GUA
HMP_PREDICTED_MI ACTTGATCAAACAGAGCACAACACTTGATCAAACAG | GUUGUGCUCUGUUUGAUCA
R212 44 80,6 AGCACAAC AGU
HMP_PREDICTED_MI TTTTCTCCTGACTGATTGCACTTTTTCTCCTGACTGA | AGUGCAAUCAGUCAGGAGA
R213 44 80,9 TTGCACT AAA
HMP_PREDICTED_MI TTAAAATGACATGGATAATGCATTAAAATGACATGGAT | UGCAUUAUCCAUGUCAUUU
R214 44 76,3 AATGCA UAA
HMP_PREDICTED_MI AGAAGCGCCTTTGGCAGCTAAGAAGCGCCTTTGGCA | UAGCUGCCAAAGGCGCUUC
R215 40 85,6 GCTA U
HMP_PREDICTED_MI TACCTGCACTATGAGCACTTTGTACCTGCACTATGAG CAAAGUGCUCAUAGUGCAG
R216 44 798 CACTTTG GUA
HMP_PREDICTED_MI GTCATGATCATCCCACACTAATGTCATGATCATCCCA | AUUAGUGUGGGAUGAUCAU
R218 44 80 CACTAAT GAC
HMP_PREDICTED_MI TGGCACCTATGCCCACCAGCATGGCACCTATGCCCA UGCUGGUGGGCAUAGGUG
R219 42 92,4 CCAGCA CCA
HMP_PREDICTED_MI GCTTTGACAATATCATTGCACTGCTTTGACAATATCAT | AGUGCAAUGAUAUUGUCAA
R220 44 79,3 TGCACT AGC
HMP_PREDICTED_MI GTCGGCATCTACACTTGCACTGTCGGCATCTACACTT | AGUGCAAGUGUAGAUGCCG
R222 42 84,1 GCACT AC
HMP_PREDICTED_MI ACCTGCTGCCACTGGCACTTAACCTGCTGCCACTGG | UAAGUGCCAGUGGCAGCAG
R223 4 87,3 CACTTA GU
HMP_PREDICTED_MI GGCATGAATTTATTGTGCAATAGGCATGAATTTIATTGT | UAUUGCACAAUAAAUUCAU
R224 44 78 GCAATA GCC
HMP_PREDICTED_MI GCTGGCAGGGAAGTAGTGGCTGGCAGGGAAGTAGT CACUACUUCCCUGCCAGC
R225 36 83 G
HMP_PREDICTED_MI ATAACACCTACGAGCACTGCCATAACACCTACGAGCA | GGCAGUGCUCGUAGGUGUU
R226 42 82,1 CTGCC AU
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Dt. Tm . .

Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
HMP_PREDICTED_MI AGTCACAGCATCCATTAATAAAAGTCACAGCATCCAT UUUAUUAAUGGAUGCUGUG
R227 44 75,3 TAATAAA ACU
HMP_PREDICTED_MI ATGAGAAGACTGTCACAATCAAATGAGAAGACTGTCA | UUGAUUGUGACAGUCUUCU
R228 44 78,3 CAATCAA CAU
HMP_PREDICTED_MI CTGCCAAACCAATTAATACCTCCTGCCAAACCAATTA | GAGGUAUUAAUUGGUUUGG
R229 44 787 ATACCTC CAG
HMP_PREDICTED_MI AGAGGAGAGCCGTGTATGACTAGAGGAGAGCCGTGT | AGUCAUACACGGCUCUCCU
R23 2 80 ATGACT cu
HMP_PREDICTED_MI TCATATTTTAGTTCTGCACTGATCATATTTTAGTTCTGC | UCAGUGCAGAACUAAAAUA
R230 44 74,3 ACTGA UGA
HMP_PREDICTED_MI CACATAACAGGTGCTCAAATAACACATAACAGGTGCT | UUAUUUGAGCACCUGUUAU
R231 44 76,9 CAAATAA GUG
HMP_PREDICTED_MI TAGAGATTGTTTCAACACTGAATAGAGATTGTTTCAAC | UUCAGUGUUGAAACAAUCU
R232 44 747 ACTGAA CUA
HMP_PREDICTED_MI GTCTCCACAGAAACTTTTGICCGTCTCCACAGAAAC | GGACAAAAGUUUCUGUGGA
R234 44 81,2 TTTTGTCC GAC
HMP_PREDICTED_MI ACCCGGTCTGCCAGAAGCTGCTACCCGGTCTGCCA AGCAGCUUCUGGCAGACCG
R235 44 90,4 GAAGCTGCT GGU
HMP_PREDICTED_MI TTCAATAGGGCATAGGTGCCAATTCAATAGGGCATAG UUGGCACCUAUGCCCUAUU
R236 44 83,3 GTGCCAA GAA
HMP_PREDICTED_MI CTCCAAAGAACATTACTGTGATCTCCAAAGAACATTA AUCACAGUAAUGUUCUUUG
R237 44 75,9 CTGTGAT GAG
HMP_PREDICTED_MI ATCAATGCTATGTGATCTGCATATCAATGCTATGTGAT | AUGCAGAUCACAUAGCAUU
R239 44 788 CTGCAT GAU
HMP_PREDICTED_MI TCACCCCAAAGTTGTGGCAATATCACCCCAAAGTTG UAUUGCCACAACUUUGGGG
R240 44 85 TGGCAATA UGA
HMP_PREDICTED_MI ATGTGACAGAGCCAAGCACAAAATGTGACAGAGCCA | UUUGUGCUUGGCUCUGUCA
R241 44 85,2 AGCACAAA CAU
HMP_PREDICTED_MI ACCTACACTGAAACTGCCAAAAACCTACACTGAAACT | UUUUGGCAGUUUCAGUGUA
R242 44 799 GCCAAAA GGU
HMP_PREDICTED_MI TTACCAAGGGCGACTCGCATTTACCAAGGGCGACTC | AUGCGAGUCGCCCUUGGUA
R243 40 86,7 GCAT A
HMP_PREDICTED_MI ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGG | UAAUGCCCCUAAAAAUCCU
R245 44 74,8 GCATTA UAU
HMP_PREDICTED_MI CCCGTATGTAATAAATGTGCTACCCGTATGTAATAAAT UAGCACAUUUAUUACAUAC
R246 44 74,7 GTGCTA GGG
HMP_PREDICTED_MI TTAAGTTTTGAAAAGTACATAGTTAAGTTTTGAAAAGT CUAUGUACUUUUCAAAACU
R247 44 66,9 ACATAG UAA
HMP_PREDICTED_MI AAAGCATACCAGCTGAACCAAAAAAGCATACCAGCT UUUGGUUCAGCUGGUAUGC
R249 44 81,4 GAACCAAA uuu
HMP_PREDICTED_MI CACAAGTTCCTGCAAATGCACACACAAGTTCCTGCA | UGUGCAUUUGCAGGAACUU
R250 44 86,4 AATGCACA GUG
HMP_PREDICTED_MI AAAAGAGACCTTCATATGCAAAAAAAGAGACCTTCAT | UUUGCAUAUGAAGGUCUCU
R252 44 76,4 ATGCAAA uuu
HMP_PREDICTED_MI TAACTGCACTAGATGCACCTTATAACTGCACTAGATG | UAAGGUGCAUCUAGUGCAG
R253 44 76,4 CACCTTA UUA
HMP_PREDICTED_MI AAGCATATTTCTCCCACTGTGAAAGCATATTTCTCCC | UCACAGUGGGAGAAAUAUG
R254 44 80,2 ACTGTGA cuu
HMP_PREDICTED_MI TCCTGATGGTCGAAGTGCCAATCCTGATGGTCGAAG | UUGGCACUUCGACCAUCAG
R255 42 88,3 TGCCAA GA
HMP_PREDICTED_MI CATAATTACAGAAAATTGCACTCATAATTACAGAAAAT AGUGCAAUUUUCUGUAAUU
R256 44 72,8 TGCACT AUG
HMP_PREDICTED_MI ACACTTAGCAGGTTGTATTATAACACTTAGCAGGTTGT | UAUAAUACAACCUGCUAAG
R257 44 69,8 ATTATA uGuU
HMP_PREDICTED_MI UAAGUGCGCCUCGGGUGA
R258 36 87,6 TCACCCGAGGCGCACTTATCACCCGAGGCGCACTTA
HMP_PREDICTED_MI ACAGGCCATCTGTGTTATATTCACAGGCCATCTGTGT | GAAUAUAACACAGAUGGCC
R26 44 78,1 TATATTC UGU
HMP_PREDICTED_MI AGGCCGGGACGAGTGCAATAGGCCGGGACGAGTGC | AUUGCACUCGUCCCGGCCU
R30 38 89,4 AAT
HMP_PREDICTED_MI GTACAAACCACAGTGTGCTGCGTACAAACCACAGTG | GCAGCACACUGUGGUUUGU
R43 42 84,5 TGCTGC AC
HMP_PREDICTED_MI AATGAAAGCCTACCATGTACAAAATGAAAGCCTACCA | UUGUACAUGGUAGGCUUUC
R52 44 77,3 TGTACAA AUU
HMP_PREDICTED_MI ACCAGCTAACAATACACTGCCAACCAGCTAACAATAC | UGGCAGUGUAUUGUUAGCU
R54 44 8l,l ACTGCCA GGU
HMP_PREDICTED_MI AAAATCTCTGCAGGCAAATGTGAAAATCTCTGCAGG CACAUUUGCCUGCAGAGAU
R56 44 82,9 CAAATGTG Uuu
HMP_PREDICTED_MI AAGAGGTTTCCCGTGTATGTTTAAGAGGTTTCCCGTG | AAACAUACACGGGAAACCU
Ré61 44 78,7 TATGTTT Cuu
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Nazwa sondy Dt. 1 Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
[ne] | [C]

HMP_PREDICTED_MI ATGGGACATCCTACATATGCAAATGGGACATCCTACA UUGCAUAUGUAGGAUGUCC

R64 44 80,6 TATGCAA CAU

HMP_PREDICTED_MI AGAGAACCATTACCATTACTAAAGAGAACCATTACCAT | UUAGUAAUGGUAAUGGUUC

R65 44 71 TACTAA ucu

HMP_PREDICTED_MI CCCACCGACAACAATGAATGTTCCCACCGACAACAA | AACAUUCAUUGUUGUCGGU

R74 44 85,9 TGAATGTT GGG

HMP_PREDICTED_MI UUUGGGCUGCCUGGAGC

R78 34 88,2 GCTCCAGGCAGCCCAAAGCTCCAGGCAGCCCAAA

HMP_PREDICTED_MI UUACCCUGGUGCGUGGG

R88 34 86,8 CCCACGCACCAGGGTAACCCACGCACCAGGGTAA

HMP_PREDICTED_MI ATGTTCAAATAAGCTTTTGTAAATGTTCAAATAAGCTT | UUACAAAAGCUUAUUUGAA

R89 44 71,7 TTGTAA CAU

HMP_PREDICTED_MI TTTTTTTTCAACTTGTTACAGCTTTTTTTTCAACTTGT | GCUGUAACAAGUUGAAAAA

R90 44 743 TACAGC AAA

HMP_PREDICTED_MI AAACAAAGCACCTCTCCAAAAAAAACAAAGCACCTC | UUUUUGGAGAGGUGCUUUG

R92 44 80,3 TCCAAAAA uu

HMP_PREDICTED_MI GCTAACAAGGAATGCTGCCAAAGCTAACAAGGAATG | UUUGGCAGCAUUCCUUGUU

R93 44 83,6 CTGCCAAA AGC

Sondy specyficzne dla ludzkich miRNA

hsa miR 105 ACAGGAGTCTGAGCATTTGAACAGGAGTCTGAGCAT UCAAAUGCUCAGACUCCUG
- 40 80,5 TTGA u

hsa miR_106a CTACCTGCACTGTAAGCACTTTCTACCTGCACTGTIAA | AAAGUGCUUACAGUGCAGG
- 44 78,1 GCACTTT UAG

hsa miR 10b ACAAATTCGGTTCTACAGGGTAACAAATTCGGTTCIA | UACCCUGUAGAACCGAAUU
- 44 782 CAGGGTA uGuU

hsa miR 130b GCAAGCCCAGACCGCAAAAAGCAAGCCCAGACCGC | UUUUUGCGGUCUGGGCUU
- 44 86,2 AAAAA GC

hsa miR 133b TAGCTGGTTGAAGGGGACCAATAGCTGGTTGAAGGG | UUGGUCCCCUUCAACCAGC
- - 42 84,8 GACCAA UA

hsa miR 146b AGCCTATGGAATTCAGTTCTCAAGCCTATGGAATTCA UGAGAACUGAAUUCCAUAG
- - 44 792 GTTCTCA GCU

hsa miR 147 GCAGAAGCATTTCCACACACGCAGAAGCATTTCCAC GUGUGUGGAAAUGCUUCUG
- 40 84,9 ACAC C

hsa miR I51 CCTCAAGGAGCTTCAGTCTAGCCTCAAGGAGCTTCA CUAGACUGAAGCUCCUUGA
- 42 79,5 GTCTAG GG

hsa miR |54% AATAGGTCAACCGTGTATGATTAATAGGTCAACCGTG AAUCAUACACGGUUGACCU
- 44 757 TATGATT AUU

hsa miR 15b CTACGCGTATTCTTAAGCAATACTACGCGTATTCTTAA | UAUUGCUUAAGAAUACGCG
- 44 80,8 GCAATA UAG

hsa miR 1812 ACAAGTGCCTTCACTGCAGTACAAGTGCCTTCACTG | ACUGCAGUGAAGGCACUUG
- 42 86,9 CAGT u

hsa miR 181d AACCCACCGACAACAATGAATGAACCCACCGACAAC | CAUUCAUUGUUGUCGGUGG
- 44 85,9 AATGAATG GUU

hsa miR 182* TAGTTGGCAAGTCTAGAACCATAGTTGGCAAGTCTAG | UGGUUCUAGACUUGCCAAC
- 42 77 AACCA UA

hsa miR 18b TAACTGCACTAGATGCACCTTATAACTGCACTAGATG UAAGGUGCAUCUAGUGCAG
- - 44 76,4 CACCTTA UUA

. GGGACGAAATCCAAGCGCAGGGACGAAATCCAAGC UGCGCUUGGAUUUCGUCCC

hsa_miR_I91*
- 38 89,1 GCA

hsa miR 193b AAAGCGGGACTTTGAGGGCCAAAAGCGGGACTTTG UGGCCCUCAAAGUCCCGCU
- - 42 89,3 AGGGCCA uu

hsa miR 197 TGGGTGGAGAAGGTGGTGAATGGGTGGAGAAGGTG UUCACCACCUUCUCCACCC
- 40 87 GTGAA A

hsa_miR_198 36 80,6 CCTATCTCCCCTCTGGACCCTATCTCCCCTCTGGAC | GUCCAGAGGGGAGAUAGG

hsa miR 200a* TCCAGCACTGTCCGGTAAGATTCCAGCACTGTCCGG | AUCUUACCGGACAGUGCUG
- 42 84,2 TAAGAT GA

hsa miR 202 TTTTCCCATGCCCTATACCTCTTTTTCCCATGCCCTAT | AGAGGUAUAGGGCAUGGGA
- 44 80,7 ACCTCT AAA

hsa miR 202* AAAGAAGTATATGCATAGGAAAAAAGAAGTATATGCAT | UUUCCUAUGCAUAUACUUC
- 44 70,8 AGGAAA uuu

hsa miR 20b CTACCTGCACTATGAGCACTTTCTACCTGCACTATGA | AAAGUGCUCAUAGUGCAGG
-~ 44 78,2 GCACTTT UAG

hsa miR 211 AGGCGAAGGATGACAAAGGGAAGGCGAAGGATGAC UCCCUUUGUCAUCCUUCGC
- - 42 86,5 AAAGGGA Ccu

hsa miR 217 ATCCAATCAGTTCCTGATGCAGATCCAATCAGTTCCT CUGCAUCAGGAACUGAUUG
- - 44 83,9 GATGCAG GAU

hsa miR 22 ACATGGTTAGATCAAGCACAAACATGGTTAGATCAAG UUGUGCUUGAUCUAACCAU
- 44 81,3 CACAA GU

146




7. Zafaczniki

Dt Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
hsa miR 220 AAAGTGTCAGATACGGTGTGGAAAGTGTCAGATACG CCACACCGUAUCUGACACU
- = 42 81,1 GTGTGG uu
hsa_miR_299 3p AAGCGGTTTACCATCCCACATAAAGCGGTTTACCATC UAUGUGGGAUGGUAAACCG
- - 44 82,6 CCACATA CuUuU
hsa miR 302" AAAGCAAGTACATCCACGTTTAAAAGCAAGTACATCC UAAACGUGGAUGUACUUGC
— 44 772 ACGTTTA uuu
hsa miR 302b CTACTAAAACATGGAAGCACTTCTACTAAAACATGGA AAGUGCUUCCAUGUUUUAG
- 44 74,3 AGCACTT UAG
hsa miR 302b* AGAAAGCACTTCCATGTTAAAGAGAAAGCACTTCCAT | CUUUAACAUGGAAGUGCUU
— 44 76,5 GTTAAAG ucu
hsa miR_302¢ CCACTGAAACATGGAAGCACTTCCACTGAAACATGG | AAGUGCUUCCAUGUUUCAG
— 44 83,5 AAGCACTT UGG
hsa miR 302ck CAGCAGGTACCCCCATGTTAACAGCAGGTACCCCCA | UUAACAUGGGGGUACCUGC
- 4 83,3 TGTTAA UG
hsa miR 3024 ACACTCAAACATGGAAGCACTTACACTCAAACATGG AAGUGCUUCCAUGUUUGAG
= 44 80,2 AAGCACTT uGU
hsa_miR_30e_3p GCTGTAAACATCCGACTGAAAGGCTGTAAACATCCG | CUUUCAGUCGGAUGUUUAC
- - - 44 81,1 ACTGAAAG AGC
. TCCAGTCAAGGATGTTTACATCCAGTCAAGGATGTTT UGUAAACAUCCUUGACUGG
hsa_miR_30e_5p 40 777 ACA A
hsa miR 31 CAGCTATGCCAGCATCTTGCCAGCTATGCCAGCATCT | GCAAGAUGCUGGCAUAGCU
- 40 85,8 TGC G
hsa_miR_326 34 87,6 TGGAGGAAGGGCCCAGATGGAGGAAGGGCCCAGA UCUGGGCCCUUCCUCCA
hsa miR 329 AAAGAGGTTAACCAGGTGTGTTAAAGAGGTTAACCAG | AACACACCUGGUUAACCUC
- 44 77,1 GTGTGTT uuu
. CCTGGACTAGGAGTCAGCACCTGGACTAGGAGTCAG UGCUGACUCCUAGUCCAGG
hsa_miR_345 38 8l.4 CA
hsa miR 362 TCACACCTAGGTTCCAAGGATTTCACACCTAGGTTCC | AAUCCUUGGAACCUAGGUG
— 44 8l AAGGATT UGA
hsa miR 367 TCACCATTGCTAAAGTGCAATTTCACCATTGCTAAAG | AAUUGCACUUUAGCAAUGG
= 44 80,5 TGCAATT UGA
hsa miR 368 AAACGTGGAATTTCCTCTATGTAAACGTGGAATTTCC | ACAUAGAGGAAAUUCCACG
= 44 76,8 TCTATGT uuu
) AAAGATCAACCATGTATTATTAAAGATCAACCATGTAT | AAUAAUACAUGGUUGAUCU
hsa_miR_36_3p ) 692 | TATT uu
hsa_miR_369_Sp GCGAATATAACACGGTCGATCTGCGAATATAACACGG AGAUCGACCGUGUUAUAUU
- - 44 81,7 TCGATCT CGC
hsa_miR_370 34 88,1 CAGGTTCCACCCCAGCACAGGTTCCACCCCAGCA UGCUGGGGUGGAACCUG
hsa miR 371 ACACTCAAAAGATGGCGGCACACACTCAAAAGATGG GUGCCGCCAUCUUUUGAGU
- = 42 87,5 CGGCAC GU
hsa miR 372 ACGCTCAAATGTCGCAGCACTACGCTCAAATGTCGC AGUGCUGCGACAUUUGAGC
— = 4 87 AGCACT GU
hsa miR 373 ACACCCCAAAATCGAAGCACTTACACCCCAAAATCG AAGUGCUUCGAUUUUGGGG
— 44 83,8 AAGCACTT uGU
hsa miR 373* GAAAGCGCCCCCATTTTGAGTGAAAGCGCCCCCATT | ACUCAAAAUGGGGGCGCUU
— 4 87,5 TTGAGT uc
hsa miR 374 CACTTATCAGGTTGTATTATAACACTTATCAGGTTGTAT | UUAUAAUACAACCUGAUAA
- 44 67,7 TATAA GUG
hsa miR 3766 AACATGGATTTTCCTCTATGATAACATGGATTTTCCTC | AUCAUAGAGGAAAAUCCAU
= 44 74,8 TATGAT GUU
hsa_miR_379 38 72,7 TACGTTCCATAGTCTACCATACGTTCCATAGTCTACCA | UGGUAGACUAUGGAACGUA
hsa miR 383 AGCCACAATCACCTTCTGATCTAGCCACAATCACCTT | AGAUCAGAAGGUGAUUGUG
- - 44 81,5 CTGATCT GCU
. TATGAACAATTTCTAGGAATTATGAACAATTTCTAGGA AUUCCUAGAAAUUGUUCAU
hsa_miR_384 40 691 AT A
hsa_miR_409 3p AGGGGTTCACCGAGCAACATTAGGGGTTCACCGAGC | AAUGUUGCUCGGUGAACCC
— = 4 85,8 AACATT cu
hsa_miR_409_Sp TGCAAAGTTGCTCGGGTAACCTGCAAAGTTGCTCGG GGUUACCCGAGCAACUUUG
— = 4 85,4 GTAACC CA
. GCCTTCTGACCCTAAGTCCAGCCTTCTGACCCTAAG UGGACUUAGGGUCAGAAGG
hsa_miR_422a
40 81,9 TCCA C
) GCCTTCTGACTCCAAGTCCAGCCTTCTGACTCCAAG | UGGACUUGGAGUCAGAAGG
hsa_miR_422b
40 84 TCCA C
hsa miR 423 TGAGGGGCCTCAGACCGAGCTTGAGGGGCCTCAGA | AGCUCGGUCUGAGGCCCCU
- = 4?2 91,3 CCGAGCT CA
hsa miR 424 TTCAAAACATGAATTGCTGCTGTTCAAAACATGAATT | CAGCAGCAAUUCAUGUUUU
- = 44 82,5 GCTGCTG GAA
hsa miR 429 ACGGTTTTACCAGACAGTATTAACGGTTTTACCAGAC | UAAUACUGUCUGGUAAAAC
- - 44 74 AGTATTA CcGU
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Dt. Tm . .

Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana

o R 43 CCACCCAATGACCTACTCCAACCACCCAATGACCTA | UUGGAGUAGGUCAUUGGGU
MR 2 84, | CTCCAA GG

L R 430" AGACATGGAGGAGCCATCCAAGACATGGAGGAGCCA | UGGAUGGCUCCUCCAUGUC
_miR_ 40 867 | TCCA u

h R 451 AAACTCAGTAATGGTAACGGTTAAACTCAGTAATGGT | AACCGUUACCAUUACUGAG
iR 44 745 | AACGGTT Ul

Lo R 452" CTTCTTTGCAGATGAGACTGACTTCTTTGCAGATGAG | UCAGUCUCAUCUGCAAAGA
MR 2 793 | ACTGA AG

hea iR 453 GAACTCACCACGGACAACCTGAACTCACCACGGAC | AGGUUGUCCGUGGUGAGUU
sa_mi_ 40 85 AACCT c

hea iR 485 3 AGAGGAGAGCCGTGTATGACAGAGGAGAGCCGTGTA | GUCAUACACGGCUCUCCUC
sa_miR_T55_p 40 8,7 | TGAC U

bea_ miR_485.5p AATTCATCACGGCCAGCCTCTAATTCATCACGGCCA | AGAGGCUGGCCGUGAUGAA
MRS 2 86, | GCCTCT uu

b iR 488 TTGAGAGTGCCATTATCTGGGTTGAGAGTGCCATTAT | CCCAGAUAAUGGCACUCUC
MR 2 822 | CTGGG AA

o R 489 CTGCCGTATATGTGATGTCACTCTGCCGTATATGTGAT | AGUGACAUCACAUAUACGG
MR 44 805 | GTCACT c

A AGCATGGAGTCCTCCAGGTTAGCATGGAGTCCTCCA | AACCUGGAGGACUCCAUGC

hsa_miR_490
_miR_ 40 835 | GGTT u

b TR 491 TCCTCATGGAAGGGTTCCCCATCCTCATGGAAGGGT | UGGGGAACCCUUCCAUGAG
MR 2 89,1 | Tcccca GA

h o R 492 AAGAATCTTGTCCCGCAGGTCAAGAATCTTGTCCCG | GACCUGCGGGACAAGAUUC
MR 2 853 | CAGGTC uu

b R 493 AATGAAAGCCTACCATGTACAAAATGAAAGCCTACCA | UUGUACAUGGUAGGCUUUC
iR 44 773 | TGTACAA AUU

hoa iR 494 AAGAGGTTTCCCGTGTATGTTTAAGAGGTTTCCCGTG | AAACAUACACGGGAAACCU
sa_mi_ 44 787 | TATGTTT cuu

b iR 495 AAAGAAGTGCACCATGTTTGTTAAAGAAGTGCACCAT | AACAAACAUGGUGCACUUC
iR 44 794 | GTTTGTT uuu

b iR 496 AAGAGGTTTCCCGTGTATGTTTAAGAGGTTTCCCGTG | AAACAUACACGGGAAACCU
MR 44 757 | TATGTTT cuu

o R 497 ACAAACCACAGTGTGCTGCTGACAAACCACAGTGTG | CAGCAGCACACUGUGGUUU
MR 2 866 | CTGCTG GU

o R 498 AAAAACGCCCCCTGGCTTGAAAAAAACGCCCCCTG | UUCAAGCCAGGGGGCGUUU
MR 2 883 | GCTTGAA uu

L R 499 TTAAACATCACTGCAAGTCTTATTAAACATCACTGCAA | UAAGACUUGCAGUGAUGUU
MR 44 742 | GTCTTA UAA

h o TR 500 AGAATCCTTGCCCAGGTGCATAGAATCCTTGCCCAG | AUGCACCUGGGCAAGGAUU
iR 2 86,1 | GTGCAT cu

her TR 501 TCTCACCCAGGGACAAAGGATTCTCACCCAGGGACA | AUCCUUUGUCCCUGGGUGA
MR 2 852 | AAGGAT GA

hea iR 502 TAGCACCCAGATAGCAAGGATTAGCACCCAGATAGCA | AUCCUUGCUAUCUGGGUGC
sa_mi_ 2 803 | AGGAT UA

hea iR 503 TGCAGAACTGTTCCCGCTGCTATGCAGAACTGTTCC | UAGCAGCGGGAACAGUUCU
sa_mi_ 44 879 | CGCTGCTA GCA

I ATAGAGTGCAGACCAGGGTCTATAGAGTGCAGACCA | AGACCCUGGUCUGCACUCU
MR 2 80 GGGTCT AU

N GAGGAAACCAGCAAGTGTTGAGAGGAAACCAGCAA | UCAACACUUGCUGGUUUCC
iR 2 829 | GTGTTGA uc

o R 506 TCTACTCAGAAGGGTGCCTTATCTACTCAGAAGGGTG | UAAGGCACCCUUCUGAGUA
Mt 2 782 | ccTTA GA

o R 507 TTCACTCCAAAAGGTGCAAAATTCACTCCAAAAGGT | UUUUGCACCUUUUGGAGUG
MR 2 81,8 | GCAAAA AA

h R 508 TCTACTCCAAAAGGCTACAATCTCTACTCCAAAAGGC | GAUUGUAGCCUUUUGGAGU
iR 44 76,1 | TACAATC AGA

h o R 509 TCTACCCACAGACGTACCAATTCTACCCACAGACGTA | AUUGGUACGUCUGUGGGUA
MR 2 796 | CCAAT GA

rea iR 510 TGTGATTGCCACTCTCCTGAGTGTGATTGCCACTCT | CUCAGGAGAGUGGCAAUCA
sa_miR_ 2 851 | CCTGAG CA

U TGACTGCAGAGCAAAAGACACTGACTGCAGAGCAAA | GUGUCUUUUGCUCUGCAGU
sa_mi_ 2 827 | AGACAC CA

bea_miR_512.3p GACCTCAGCTATGACAGCACTGACCTCAGCTATGAC | AGUGCUGUCAUAGCUGAGG
iR Te 2 8,6 | AGCACT uc

bea_miR_512. 5p AAAGTGCCCTCAAGGCTGAGTAAAGTGCCCTCAAGG | ACUCAGCCUUGAGGGCACU
iR Te 2 835 | CTGAGT uu

h R 513 ATAAATGACACCTCCCTGTGAAATAAATGACACCTCC | UUCACAGGGAGGUGUCAUU
MR 44 80, | CTGTGAA UAU

A CTACTCACAGAAGTGTCAATCTACTCACAGAAGTGTC | AUUGACACUUCUGUGAGUA
hsa_miR_514 40 72,9 AAT G
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hsa_miR_515_3p ACGCTCCAAAAGAAGGCACTCACGCTCCAAAAGAA GAGUGCCUUCUUUUGGAGC
- = 42 85,2 GGCACTC GU

hsa_miR_515_Sp CAGAAAGTGCTTTCTTTTGGAGCAGAAAGTGCTTTC CUCCAAAAGAAAGCACUUU
- 44 80,1 TTTTGGAG CUG

hsa_miR_516_3p 36 80,6 ACCCTCTGAAAGGAAGCAACCCTCTGAAAGGAAGCA | UGCUUCCUUUCAGAGGGU

hsa_miR_516_Sp AAAGTGCTTCTTACCTCCAGATAAAGTGCTTCTTACC AUCUGGAGGUAAGAAGCAC
- 44 76,5 TCCAGAT uuu

hsa miR 517+ AGACAGTGCTTCCATCTAGAGAGACAGTGCTTCCAT CUCUAGAUGGAAGCACUGU
- 42 77,5 CTAGAG cu

hsa miR 517a AACACTCTAAAGGGATGCACGAAACACTCTAAAGGG | UCGUGCAUCCCUUUAGAGU
- 44 82,2 ATGCACGA GUU

hsa miR 517b AACACTCTAAAGGGATGCACGAAACACTCTAAAGGG | UCGUGCAUCCCUUUAGAGU
- 44 82,2 ATGCACGA GUU

hsa miR 517c ACACTCTAAAAGGATGCACGATACACTCTAAAAGGAT | AUCGUGCAUCCUUUUAGAG
- 44 78,5 GCACGAT uGuU

hsa miR 518a TCCAGCAAAGGGAAGCGCTTTTCCAGCAAAGGGAA AAAGCGCUUCCCUUUGCUG
- 42 87,4 GCGCTTT GA

hsa miR 518a 2% AAAGGGCTTCCCTTTGCAGAAAAGGGCTTCCCTTTG UCUGCAAAGGGAAGCCCUU
- - - 40 84,4 CAGA U

hsa miR 518b ACCTCTAAAGGGGAGCGCTTTACCTCTAAAGGGGAG AAAGCGCUCCCCUUUAGAG
- - 42 81,9 CGCTTT GU

hsa miR 5l8c CACTCTAAAGAGAAGCGCTTTGCACTCTAAAGAGAA CAAAGCGCUUCUCUUUAGA
- - 44 80,2 GCGCTTTG GUG

hsa miR 5l18c* CAGAAAGTGCTTCCCTCCAGACAGAAAGTGCTTCCC | UCUGGAGGGAAGCACUUUC
- 2 84 TCCAGA UG

hsa miR 518d GCTCCAAAGGGAAGCGCTTTGCTCCAAAGGGAAGC AAAGCGCUUCCCUUUGGAG
- 40 86,5 GCTTT C

hsa miR 518e ACACTCTGAAGGGAAGCGCTTACACTCTGAAGGGAA | AAGCGCUUCCCUUCAGAGU
- 42 83,5 GCGCTT GU

hsa miR 518f TCCTCTAAAGAGAAGCGCTTTTCCTCTAAAGAGAAGC | AAAGCGCUUCUCUUUAGAG
— 4 78,3 GCTTT GA

hsa miR 518f* AGAGAAAGTGCTTCCCTCTAGAAGAGAAAGTGCTTC | UCUAGAGGGAAGCACUUUC
- 44 77,7 CCTCTAGA ucu

hsa miR 519 GTAACACTCTAAAAGGATGCACGTAACACTCTAAAAG | GUGCAUCCUUUUAGAGUGU
- - 44 76,3 GATGCAC UAC

hsa miR 519 AAACCTCTAAAAGGATGCACTTAAACCTCTAAAAGGA | AAGUGCAUCCUUUUAGAGG
- - 44 75,8 TGCACTT Uuu

hsa miR 519¢ ATCCTCTAAAAAGATGCACTTTATCCTCTAAAAAGATG | AAAGUGCAUCUUUUUAGAG
- 44 73,9 CACTTT GAU

hsa miR 519d ACACTCTAAAGGGAGGCACTTTACACTCTAAAGGGA AAAGUGCCUCCCUUUAGAG
- 44 78,4 GGCACTTT uGuU

hsa miR 519 ACACTCTAAAAGGAGGCACTTTACACTCTAAAAGGAG | AAAGUGCCUCCUUUUAGAG
- 44 76,3 GCACTTT UGU

hsa miR 5/9e* GAAAGTGCTCCCTTTTGGAGAAGAAAGTGCTCCCTT | UUCUCCAAAAGGGAGCACU
- 44 82,2 TTGGAGAA uuc

hsa miR 520 ACAGTCCAAAGGGAAGCACTTTACAGTCCAAAGGGA | AAAGUGCUUCCCUUUGGAC
- 44 81,4 AGCACTTT uGuU

hsa miR 520 AGAAAGTACTTCCCTCTGGAGAGAAAGTACTTCCCTC | CUCCAGAGGGAAGUACUUU
— 4 76,7 TGGAG cu

hsa miR 5206 CCCTCTAAAAGGAAGCACTTTCCCTCTAAAAGGAAG | AAAGUGCUUCCUUUUAGAG
-~ 42 77,6 CACTTT GG

hsa miR 520c AACCCTCTAAAAGGAAGCACTTAACCCTCTAAAAGGA | AAGUGCUUCCUUUUAGAGG
- - 44 76,8 AGCACTT GUU

hsa miR 520d AACCCACCAAAGAGAAGCACTTAACCCACCAAAGAG | AAGUGCUUCUCUUUGGUGG
- 44 81,4 AAGCACTT GUU

hsa miR 520d* AGAAAGGGCTTCCCTTTGTAGAAGAAAGGGCTTCCC UCUACAAAGGGAAGCCCUU
- 44 80,3 TTTGTAGA ucu

hsa miR 520e CCCTCAAAAAGGAAGCACTTTCCCTCAAAAAGGAAG | AAAGUGCUUCCUUUUUGAG
- 42 80,7 CACTTT GG

hsa miR_520f AACCCTCTAAAAGGAAGCACTTAACCCTCTAAAAGGA | AAGUGCUUCCUUUUAGAGG
- 44 76,8 AGCACTT GUU

hsa_miR_520g ACACTCTAAAGGGAAGCACTTTACACTCTAAAGGGAA | AAAGUGCUUCCCUUUAGAG
- 44 76,3 GCACTTT uGuU

hsa miR 520 ACTCTAAAGGGAAGCACTTTGTACTCTAAAGGGAAG | ACAAAGUGCUUCCCUUUAG
- 44 76,3 CACTTTGT AGU

hsa miR 521 ACACTCTAAAGGGAAGTGCGTTACACTCTAAAGGGA AACGCACUUCCCUUUAGAG
-~ 44 794 AGTGCGTT uGuU

hsa miR 522 AACACTCTAAAGGGAACCATTTAACACTCTAAAGGGA | AAAUGGUUCCCUUUAGAGU
- - 44 75,7 ACCATTT GUU
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) CCTCTATAGGGAAGCGCGTTCCTCTATAGGGAAGCG | AACGCGCUUCCCUAUAGAG
hsa_miR 523
= 40 82 CGTT G
hea miR 524 ACTCCAAAGGGAAGCGCCTTACTCCAAAGGGAAGC | AAGGCGCUUCCCUUUGGAG
= 40 84,8 GCCTT u
hea iR 524¢ GAGAAAGTGCTTCCCTTTGTAGGAGAAAGTGCTTCC | CUACAAAGGGAAGCACUUU
== 44 79 CTTTGTAG cuc
hea miR 525 AGAAAGTGCATCCCTCTGGAGAGAAAGTGCATCCCT | CUCCAGAGGGAUGCACUUU
== Y] 83,5 CTGGAG cu
hea miR_ 525¢ GCTCTAAAGGGAAGCGCCTTGCTCTAAAGGGAAGCG | AAGGCGCUUCCCUUUAGAG
== 40 83,5 cCcTT c
hea miR 52 AGAAAGTGCTTCCCTCTAGAGAGAAAGTGCTTCCCT | CUCUAGAGGGAAGCACUUU
sa_miR_526a 2 768 | CTAGAG cu
hea miR 526 AACAGAAAGTGCTTCCCTCAAGAACAGAAAGTGCTT | CUUGAGGGAAGCACUUUCU
== 44 81,3 CCCTCAAG GUU
hea miR_526b* GCCTCTAAAAGGAAGCACTTTGCCTCTAAAAGGAAG | AAAGUGCUUCCUUUUAGAG
== Y} 782 CACTTT GC
hea miR 526 AACAGAAAGCGCTTCCCTCTAAACAGAAAGCGCTTC | UAGAGGGAAGCGCUUUCUG
== 'y} 81,2 CCTCTA uu
hea miR 527 AGAAAGGGCTTCCCTTTGCAGAGAAAGGGCTTCCCT | CUGCAAAGGGAAGCCCUUU
== 'y} 84,8 TTGCAG cu
hea miR 95 TGCTCAATAAATACCCGTTGAATGCTCAATAAATACCC | UUCAACGGGUAUUUAUUGA
MR 44 79,3 GTTGAA GCA
hea miR 96 GCAAAAATGTGCTAGTGCCAAAGCAAAAATGTGCTA | UUUGGCACUAGCACAUUUU
= 44 82,6 GTGCCAAA UGC
Sondy specyficzne dla mysich miRNA
oy let 7 ACTATACAACCTACTACCTCAACTATACAACCTACTAC | UGAGGUAGUAGGUUGUAUA
- = Y} 682 CTCA GU
ACTATACAATCTACTACCTCACTATACAATCTACTACCT | GAGGUAGUAGAUUGUAUAG
mmu_let_7f
- = 40 63,9 c u
e iR 106a TACCTGCACTGTTAGCACTTTGTACCTGCACTGTTAG | CAAAGUGCUAACAGUGCAG
== 44 79,7 CACTTTG GUA
) GCATTCACCGCGTGCCTTAGCATTCACCGCGTGCCT | UAAGGCACGCGGUGAAUGC
mmu_miR_[24a
- 38 88,1 TA
) CAAGCTCAGACGGATCCGACAAGCTCAGACGGATCC | UCGGAUCCGUCUGAGCUUG
mmu_miR_127
- 38 86,7 GA
o iR 1336 TAGCTGGTTGAAGGGGACCAATAGCTGGTTGAAGGG | UUGGUCCCCUUCAACCAGC
Mt Y] 84,8 GACCAA UA
R 13 TCCATCATCAAAACAAATGGAGTCCATCATCAAAACA | CUCCAUUUGUUUUGAUGAU
mmu_miR_136 44 8l4 | AATGGAG GGA
mmu_miR_138 34 786 GATTCACAACACCAGCTGATTCACAACACCAGCT AGCUGGUGUUGUGAAUC
R 140 CTACCATAGGGTAAAACCACTGCTACCATAGGGTAAA | CAGUGGUUUUACCCUAUGG
mmu_miR_ 44 771 | ACCACTG UAG
oy miR 140% TCCGTGGTTCTACCCTGTGGTATCCGTGGTTCTACCC | UACCACAGGGUAGAACCAC
== 44 84,6 TGTGGTA GGA
o miR 141 CCATCTTTACCAGACAGTGTTACCATCTTTACCAGAC | UAACACUGUCUGGUAAAGA
== 44 76,3 AGTGTTA UGG
mmu_miR_142.3p CCATAAAGTAGGAAACACTACACCATAAAGTAGGAAA | UGUAGUGUUUCCUACUUUA
== 44 72,5 CACTACA UGG
) GTAGTGCTTTCTACTTTATGGTAGTGCTTTCTACTTTAT | CAUAAAGUAGAAAGCACUA
mmu_miR_142_5p
40 68,4 G C
o iR 151 CCTCAAGGAGCCTCAGTCTACCTCAAGGAGCCTCAG | UAGACUGAGGCUCCUUGAG
Mt 40 80,4 TCTA G
R 153 GATCACTTTTGTGACTATGCAAGATCACTTTTGTGACT | UUGCAUAGUCACAAAAGUG
mmu_miR_13 44 777 | ATGCAA AUC
mmu_miR_192 36 73,5 TGTCAATTCATAGGTCAGTGTCAATTCATAGGTCAG CUGACCUAUGAAUUGACA
mu iR 199 AACCAATGTGCAGACTACTGTAAACCAATGTGCAGAC | UACAGUAGUCUGCACAUUG
== 44 774 TACTGTA GUU
R 201 AGAACAATGCCTTACTGAGTAAGAACAATGCCTTACT | UACUCAGUAAGGCAUUGUU
mmu_miR_ 2 742 | GAGTA cu
omu iR 202 TCTTCCCATGCGCTATACCTCTCTTCCCATGCGCTAT | GAGGUAUAGCGCAUGGGAA
- 4 82,6 ACCTC GA
omu miR 203 CTAGTGGTCCTAAACATTTCACTAGTGGTCCTAAACA | UGAAAUGUUUAGGACCACU
MR 'y} 74,2 TTTCA AG
e iR 207 AGGGAGGAGAGCCAGGAGAAAGGGAGGAGAGCCAG | UUCUCCUGGCUCUCCUCCC
= 40 85,1 GAGAA u
e iR 293 ACACTACAAACTCTGCGGCACACACTACAAACTCTG | GUGCCGCAGAGUUUGUAGU
= Y] 83,9 CGGCAC GU
o iR 294 ACACACAAAAGGGAAGCACTTTACACACAAAAGGGA | AAAGUGCUUCCCUUUUGUG
= 44 80,4 AGCACTTT UGU
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Dt Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
e miR 295 AGACTCAAAAGTAGTAGCACTTAGACTCAAAAGTAGT | AAGUGCUACUACUUUUGAG
== 44 70,4 AGCACTT ucu
e iR 297 CATGCACATGCACACATACATCATGCACATGCACACA | AUGUAUGUGUGCAUGUGCA
- 'y} 84 TACAT uG
e miR 306+ CTGTAAACATCCGACTGAAAGCTGTAAACATCCGACT | CUUUCAGUCGGAUGUUUAC
== v} 78,7 GAAAG AG
) CACCAATGCCCTAGGGGATCACCAATGCCCTAGGGG | AUCCCCUAGGGCAUUGGUG
mmu_miR_324_5p
38 85,2 AT
R 344 ACAGTCAGGCTTTGGCTAGATACAGTCAGGCTTTGG | AUCUAGCCAAAGCCUGACU
mmu_miR_ 2 793 | CTAGAT GU
oy miR_ 350 TGAAAGTGTATGGGCTTTGTGATGAAAGTGTATGGGC | UCACAAAGCCCAUACACUU
== 44 81,7 TTTGTGA UCA
oy miR 370 AACCAGGTTCCACCCCAGCAAACCAGGTTCCACCC | UGCUGGGGUGGAACCUGG
- 40 89,6 CAGCA uu
oy miR 376b AAAGTGGATGTTCCTCTATGATAAAGTGGATGTTCCT | AUCAUAGAGGAACAUCCAC
== 44 753 CTATGAT uuu
e iR 379 CCTACGTTCCATAGTCTACCACCTACGTTCCATAGTC | UGGUAGACUAUGGAACGUA
- 'y} 76,4 TACCA GG
e iR 383 AGCCACAGTCACCTTCTGATCAGCCACAGTCACCTT | GAUCAGAAGGUGACUGUGG
== 'y} 83,9 CTGATC cu
) TGTGAACAATTTCTAGGAATTGTGAACAATTTCTAGG | AUUCCUAGAAAUUGUUCAC
mmu_miR_384
== 40 73 AAT A
e miR 409 AAGGGGTTCACCGAGCAACATAAGGGGTTCACCGAG | AUGUUGCUCGGUGAACCCC
== v} 85,8 CAACAT uu
e miR 411 ACTGAGGGTTAGTGGACCGTGTACTGAGGGTTAGTG | ACACGGUCCACUAACCCUC
== 44 83,1 GACCGTGT AGU
mmu_miR_433_5p GAATAATGACAGGCTCACCGTAGAATAATGACAGGCT | UACGGUGAGCCUGUCAUUA
=T 44 80,3 CACCGTA uuc
mmu_miR_434_3p GGAGTCGAGTGATGGTTCAAAGGAGTCGAGTGATGG | UUUGAACCAUCACUCGACU
MR ) 83 TTCAAA cc
mmu_miR_434_5p GGTTCAAACCATGAGTCGAGCGGTTCAAACCATGAG | GCUCGACUCAUGGUUUGAA
=T Y} 85,9 TCGAGC cc
) TGATGGACAACAAATTAGGTTGATGGACAACAAATTA | ACCUAAUUUGUUGUCCAUC
mmu_miR 463
- 40 76,4 GGT A
e iR 464 TATCTCACAGAATAAACTTGGTTATCTCACAGAATAAA | ACCAAGUUUAUUCUGUGAG
== 44 72,5 CTTGGT AUA
o iR 465 TCACATCAGTGCCATTCTAAATTCACATCAGTGCCAT | AUUUAGAAUGGCACUGAUG
== 44 79,2 TCTAAAT UGA
o miR 466 GTCTTATGTGTGCGTGTATGTAGTCTTATGTGTGCGT | UACAUACACGCACACAUAA
== 44 76,4 GTATGTA GAC
e iR 467 GTGTAGGTGTGTGTATGTATATGTGTAGGTGTGTGTAT | AUAUACAUACACACACCUAC
== 44 70,3 GTATAT AC
R 463 AGACACACGCACATCAGTCATAAGACACACGCACAT | UAUGACUGAUGUGCGUGUG
mmu_miR_46 44 829 | CAGTCATA ucu
R 469 ACACCAAGATCAATGAAAGAGGACACCAAGATCAAT | CCUCUUUCAUUGAUCUUGG
mmu_miR_46 44 804 | GAAAGAGG UGU
oy miR 470 TCACCAGTGCCAGTCCAAGAATCACCAGTGCCAGTC | ACGUAGUAUAGUGCUUUUC
- 4 86,9 CAAGAA ACA
o miR 471 TGTGAAAAGCACTATACTACGTTGTGAAAAGCACTAT | ACGUAGUAUAGUGCUUUUC
== 44 73,5 ACTACGT ACA
e iR 9 CATACAGCTAGATAACCAAAGACATACAGCTAGATAAC | UCUUUGGUUAUCUAGCUGU
== 44 728 CAAAGA AUG
) ACAAGATCGGATCTACGGGTACAAGATCGGATCTACG | ACCCGUAGAUCCGAUCUUG
mmu_miR 99a
== 40 80,5 GGT u
Sondy specyficzne dla szczurzych miRNA
o miR_140% TGTCCGTGGTTCTACCCTGTTGTCCGTGGTTCTACC | ACAGGGUAGAACCACGGAC
- 40 83,9 CTGT A
o mR 151 CTCAAGGAGCCTCAGTCTAGTCTCAAGGAGCCTCAG | ACUAGACUGAGGCUCCUUG
— = Y} 78,6 TCTAGT AG
o mR_151% TACTAGACTGTGAGCTCCTCGTACTAGACTGTGAGCT | CGAGGAGCUCACAGUCUAG
Mt Y} 78 CCTCG UA
o MR 20* TGTAAGTGCTCGTAATGCAGTTGTAAGTGCTCGTAAT | ACUGCAUUACGAGCACUUA
MR- 'y} 787 GCAGT CA
o MR 297 CATGCATACATGCACACATACACATGCATACATGCAC | UGUAUGUGUGCAUGUAUGC
—= 44 82,3 ACATACA AUG
rno_miR_327 36 86,2 ACCCTCATGCCCCTCAAGACCCTCATGCCCCTCAAG | CUUGAGGGGCAUGAGGGU
) AAAAGTAACTAGCACACCACAAAAGTAACTAGCACAC | GUGGUGUGCUAGUUACUUU
rno_miR_333 40 735 CAC U

151




7. Zafaczniki

Nazwa sondy Dt. 1 Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
[nt] | [C]
o MR 336 AGACTAGATATGGAAGGGTGAAGACTAGATATGGAAG | UCACCCUUCCAUAUCUAGU
MR 2 754 GGTGA cu
o miR 343 TCTGGGCACACGGAGGGAGATCTGGGCACACGGAG | UCUCCCUCCGUGUGCCCAG
= 40 91,5 GGAGA A
o miR 344 ACGGTCAGGCTTTGGCTAGATACGGTCAGGCTTTGG | AUCUAGCCAAAGCCUGACC
T Y] 82,8 CTAGAT GU
i TGGGCGACCCAGAGGGACATGGGCGACCCAGAGGG | UGUCCCUCUGGGUCGCCC
rno_miR_347
- 38 92,9 ACA A
o miR_ 349 AGAGGTTAAGACAGCAGGGCTAGAGGTTAAGACAGC | AGCCCUGCUGUCUUAACCU
= 42 80,3 AGGGCT cu
o miR 350 GTGAAAGTGTATGGGCTTTGTGGTGAAAGTGTATGG | CACAAAGCCCAUACACUUU
= 44 82,1 GCTTTGTG CAC
o miR 352 TACTATGCAACCTACTACTCTTACTATGCAACCTACTA | AGAGUAGUAGGUUGCAUAG
M 42 68,5 cTCT UA
o mR 421 CAACAAACATTTAATGAGGCCCAACAAACATTTAATG | GGCCUCAUUAAAUGUUUGU
- - 4 79,5 AGGCC UG
o MR 7 TATGGCAGACTGTGATTTGTTGTATGGCAGACTGTGA | CAACAAAUCACAGUCUGCC
M 44 8l TTTGTTG AUA
Sondy wspélne dla ludzkich i mysich miRNA
hsa_let7g ACTGTACAAACTACTACCTCAACTGTACAAACTACTAC | UGAGGUAGUAGUUUGUACA
e 42 69,7 CTCA GU
mu_let7g ACTGTACAAACTACTACCTCAACTGTACAAACTACTAC | UGAGGUAGUAGUUUGUACA
- 42 69,7 CTCA GU
hea miR | TACATACTTCTTTACATTCCATACATACTTCTTTACATT | UGGAAUGUAAAGAAGUAUG
Mt 42 69,5 CCA UA
mu iR TACATACTTCTTTACATTCCATACATACTTCTTTACATT | UGGAAUGUAAAGAAGUAUG
-t 42 69,5 CCA UA
hea miR 1483 ACAAAGTTCTGTAGTGCACTGAACAAAGTTCTGTAGT | UCAGUGCACUACAGAACUU
== 44 78,1 GCACTGA UGU
e iR 148a ACAAAGTTCTGTAGTGCACTGAACAAAGTTCTGTAGT | UCAGUGCACUACAGAACUU
- 44 78,1 GCACTGA UGU
hea miR 149 AGTGAAGACACGGAGCCAGAAGTGAAGACACGGAG | UCUGGCUCCGUGUCUUCAC
== 40 85,1 CCAGA u
o iR 149 AGTGAAGACACGGAGCCAGAAGTGAAGACACGGAG | UCUGGCUCCGUGUCUUCAC
- 40 85,1 CCAGA u
hea miR 152 CACAAACCATTATGTGCTGCTACACAAACCATTATGT | UAGCAGCACAUAAUGGUUU
== 44 80,2 GCTGCTA GUG
o miR 152 CACAAACCATTATGTGCTGCTACACAAACCATTATGT | UAGCAGCACAUAAUGGUUU
== 44 80,2 GCTGCTA GUG
hea miR 182 TGTGAGTTCTACCATTGCCAAATGTGAGTTCTACCAT | UUUGGCAAUGGUAGAACUC
sa_mit_ 44 817 | TGCCAAA ACA
mmu_miR_17_3p TGTGAGTTCTACCATTGCCAAATGTGAGTTCTACCAT | UUUGGCAAUGGUAGAACUC
== 44 81,7 TGCCAAA ACA
oo miR_ 182 TGTGAGTTCTACCATTGCCAAATGTGAGTTCTACCAT | UUUGGCAAUGGUAGAACUC
== 44 81,7 TGCCAAA ACA
hea miR 188 ACCCTCCACCATGCAAGGGATACCCTCCACCATGCA | AUCCCUUGCAUGGUGGAGG
MR- 2 88 AGGGAT GU
e iR 188 ACCCTCCACCATGCAAGGGATACCCTCCACCATGCA | AUCCCUUGCAUGGUGGAGG
Mt Y] 88 AGGGAT GU
hea miR_ 189 ACTGATATCAGCTCAGTAGGCAACTGATATCAGCTCA | UGCCUACUGAGCUGAUAUC
== 44 78,8 GTAGGCA AGU
o iR 189 ACTGATATCAGCTCAGTAGGCAACTGATATCAGCTCA | UGCCUACUGAGCUGAUAUC
= 44 78,8 GTAGGCA AGU
hsa miR 224 TAAACGGAACCACTAGTGACTTTAAACGGAACCACTA | AAGUCACUAGUGGUUCCGU
sa_mi_ 44 767 | GTGACTT UUA
R 224 TAAACGGAACCACTAGTGACTTTAAACGGAACCACTA | AAGUCACUAGUGGUUCCGU
mmu_miR_ 44 767 | GTGACTT UUA
hea miR 302a TCACCAAAACATGGAAGCACTTTCACCAAAACATGG | AAGUGCUUCCAUGUUUUGG
== 44 772 AAGCACTT UGA
oo miR 302 TCACCAAAACATGGAAGCACTTTCACCAAAACATGG | AAGUGCUUCCAUGUUUUGG
== 44 772 AAGCACTT UGA
hea iR 361 GTACCCCTGGAGATTCTGATAAGTACCCCTGGAGATT | UUAUCAGAAUCUCCAGGGG
= 44 78,1 CTGATAA UAC
e iR 361 GTACCCCTGGAGATTCTGATAAGTACCCCTGGAGATT | UUAUCAGAAUCUCCAGGGG
= 44 78,1 CTGATAA UAC
hea miR 363 TTACAGATGGATACCGTGCAATTTACAGATGGATACC | AUUGCACGGUAUCCAUCUG
= 44 80,5 GTGCAAT UAA
o iR 363 TTACAGATGGATACCGTGCAATTTACAGATGGATACC | AUUGCACGGUAUCCAUCUG
= 44 80,5 GTGCAAT UAA
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Nazwa sondy Dt. 1 Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
[nt] | [C]
hsa miR 375 TCACGCGAGCCGAACGAACAAATCACGCGAGCCGA UUUGUUCGUUCGGCUCGC
- - 44 91,9 ACGAACAAA GUGA
mmu miR 375 TCACGCGAGCCGAACGAACAAATCACGCGAGCCGA UUUGUUCGUUCGGCUCGC
- = 44 91,9 ACGAACAAA GUGA
hea miR 377 ACAAAAGTTGCCTTTGTGTGATACAAAAGTTGCCTTT | AUCACACAAAGGCAACUUU
== 44 79,4 GTGTGAT UGU
oy iR 377 ACAAAAGTTGCCTTTGTGTGATACAAAAGTTGCCTTT | AUCACACAAAGGCAACUUU
- 44 79,4 GTGTGAT UGU
hsa miR 378 ACACAGGACCTGGAGTCAGGAACACAGGACCTGGA | UCCUGACUCCAGGUCCUGU
- 4 85,9 GTCAGGA GU
. miR 378 ACACAGGACCTGGAGTCAGGAACACAGGACCTGGA | UCCUGACUCCAGGUCCUGU
- 4 85,9 GTCAGGA GU
hsa_miR_380_5p GCGCATGTTCTATGGTCAACCGCGCATGTTCTATGGT | GGUUGACCAUAGAACAUGC
— 4 86,2 CAACC GC
mmu_miR_380_5p GCGCATGTTCTATGGTCAACCGCGCATGTTCTATGGT | GGUUGACCAUAGAACAUGC
— 4 86,2 CAACC GC
hsa miR 38| ACAGAGAGCTTGCCCTTGTATAACAGAGAGCTTGCC | UAUACAAGGGCAAGCUCUC
- - 44 79,1 CTTGTATA uGuU
mmu miR 381 ACAGAGAGCTTGCCCTTGTATAACAGAGAGCTTGCC UAUACAAGGGCAAGCUCUC
- = 44 79,1 CTTGTATA uGuU
hsa miR 382 CGAATCCACCACGAACAACTTCGAATCCACCACGAA AAGUUGUUCGUGGUGGAUU
- 2 84,7 CAACTT CG
mmu miR 382 CGAATCCACCACGAACAACTTCGAATCCACCACGAA AAGUUGUUCGUGGUGGAUU
- 2 84,7 CAACTT CG
hsa miR 410 AACAGGCCATCTGTGTTATATTAACAGGCCATCTGTG | AAUAUAACACAGAUGGCCU
- = 44 75,7 TTATATT GUU
R 410 AACAGGCCATCTGTGTTATATTAACAGGCCATCTGTG | AAUAUAACACAGAUGGCCU
mmd_mit. 44 757 | TTATATT GUU
hsa miR 412 ACGGCTAGTGGACCAGGTGAAACGGCTAGTGGACCA | UUCACCUGGUCCACUAGCC
- = 4 86, GGTGAA GU
mmu miR 412 ACGGCTAGTGGACCAGGTGAAACGGCTAGTGGACCA | UUCACCUGGUCCACUAGCC
- - 4 86, GGTGAA GU
. CGGACACGACATTCCCGATCGGACACGACATTCCCG AUCGGGAAUGUCGUGUCCG
hsa_miR_425
- - 38 88,6 AT
. CGGACACGACATTCCCGATCGGACACGACATTCCCG AUCGGGAAUGUCGUGUCCG
mmu_miR_425
- - 38 88,6 AT
hsa miR 452 GTCTCAGTTTCCTCTGCAAACAGTCTCAGTTTCCTC UGUUUGCAGAGGAAACUGA
- 44 81,7 TGCAAACA GAC
mmu miR 452 GTCTCAGTTTCCTCTGCAAACAGTCTCAGTTTCCTC UGUUUGCAGAGGAAACUGA
- 44 81,7 TGCAAACA GAC
hsa miR 7 CAACAAAATCACTAGTCTTCCACAACAAAATCACTAG UGGAAGACUAGUGAUUUUG
- = 44 76,4 TCTTCCA UuG
R 7 CAACAAAATCACTAGTCTTCCACAACAAAATCACTAG | UGGAAGACUAGUGAUUUUG
mmd_mit.. 44 764 | TCTTCCA UuG
) ACTTTCGGTTATCTAGCTTTACTTTCGGTTATCTAGCT | AAAGCUAGAUAACCGAAAG
hsa_miR_9*
40 71,1 T u
o iR 9% ACTTTCGGTTATCTAGCTTTACTTTCGGTTATCTAGCT | AAAGCUAGAUAACCGAAAG
— = 40 71,1 T U
Sondy wspolne dla ludzkich i szczurzych miRNA
hea let 7a AACTATACAACCTACTACCTCAAACTATACAACCTACT | UGAGGUAGUAGGUUGUAUA
- = 44 69,1 ACCTCA GUU
o let 7a AACTATACAACCTACTACCTCAAACTATACAACCTACT | UGAGGUAGUAGGUUGUAUA
— = 44 69,1 ACCTCA GUU
ha let 7 AACTATACAATCTACTACCTCAAACTATACAATCTACTA | UGAGGUAGUAGAUUGUAUA
- = 44 67 CCTCA GUU
o let 7 AACTATACAATCTACTACCTCAAACTATACAATCTACTA | UGAGGUAGUAGAUUGUAUA
— = 44 67 CCTCA GuU
hsa miR [24a TGGCATTCACCGCGTGCCTTAATGGCATTCACCGCG UUAAGGCACGCGGUGAAUG
- = 44 9l TGCCTTAA CCA
hsa miR 125b TGGCATTCACCGCGTGCCTTAATGGCATTCACCGCG UUAAGGCACGCGGUGAAUG
- = 44 9l TGCCTTAA CCA
o miR 124a TGGCATTCACCGCGTGCCTTAATGGCATTCACCGCG UUAAGGCACGCGGUGAAUG
- - 44 91 TGCCTTAA CCA
hsa miR 127 AGCCAAGCTCAGACGGATCCGAAGCCAAGCTCAGA UCGGAUCCGUCUGAGCUUG
- - 44 90,3 CGGATCCGA GCU
o miR_ 127 AGCCAAGCTCAGACGGATCCGAAGCCAAGCTCAGA UCGGAUCCGUCUGAGCUUG
- = 44 90,3 CGGATCCGA GCU
hsa miR 136 TCCATCATCAAAACAAATGGAGTCCATCATCAAAACA | CUCCAUUUGUUUUGAUGAU
- 44 81,4 AATGGAG GGA

153




7. Zafaczniki

Dt. Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
R 136 TCCATCATCAAAACAAATGGAGTCCATCATCAAAACA | CUCCAUUUGUUUUGAUGAU
Mt 44 814 | AATGGAG GGA
hsa_miR_138 34 786 | GATTCACAACACCAGCTGATTCACAACACCAGCT AGCUGGUGUUGUGAAUC
rno_miR_138 34 786 | GATTCACAACACCAGCTGATTCACAACACCAGCT AGCUGGUGUUGUGAAUC
L R 140 CTACCATAGGGTAAAACCACTCTACCATAGGGTAAAA | AGUGGUUUUACCCUAUGGU
Mt 2 74 | CCACT AG
o R 140 CTACCATAGGGTAAAACCACTCTACCATAGGGTAAAA | AGUGGUUUUACCCUAUGGU
—min- 2 74 | CCACT AG
b R 141 CCATCTTTACCAGACAGTGTTACCATCTTTACCAGAC | UAACACUGUCUGGUAAAGA
Mt 44 763 | AGTGTTA UGG
I CCATCTTTACCAGACAGTGTTACCATCTTTACCAGAC | UAACACUGUCUGGUAAAGA
rmo_mit_ 44 763 | AGTGTTA UGG
hea miR 142 3 TCCATAAAGTAGGAAACACTACTCCATAAAGTAGGAA | GUAGUGUUUCCUACUUUAU
sa_min_122_3p 44 716 | ACACTAC GGA
mo_miR_142.3p TCCATAAAGTAGGAAACACTACTCCATAAAGTAGGAA | GUAGUGUUUCCUACUUUAU
M1 44 716 | ACACTAC GGA
, GTAGTGCTTTCTACTTTATGGTAGTGCTTTCTACTTTAT | CAUAAAGUAGAAAGCACUA
hsa_miR_142_5p
40 684 | G c
A GTAGTGCTTTCTACTTTATGGTAGTGCTTTCTACTTTAT | CAUAAAGUAGAAAGCACUA
rno_miR_142_5p
40 684 | G c
A TCACTTTTGTGACTATGCAATCACTTTTGTGACTATGC | UUGCAUAGUCACAAAAGUG
hsa_miR_153
Mt 40 765 | AA A
, TCACTTTTGTGACTATGCAATCACTTTTGTGACTATGC | UUGCAUAGUCACAAAAGUG
rno_miR_153
—min- 40 765 | AA A
b R 192 GGCTGTCAATTCATAGGTCAGGGCTGTCAATTCATAG | CUGACCUAUGAAUUGACAG
Mt 2 8l GTCAG cc
= 192 GGCTGTCAATTCATAGGTCAGGGCTGTCAATTCATAG | CUGACCUAUGAAUUGACAG
rmo_mit_ 2 8l GTCAG cc
hea miR 203 CTAGTGGTCCTAAACATTTCACCTAGTGGTCCTAAAC | GUGAAAUGUUUAGGACCAC
sa_mi_ 44 757 | ATTTCAC UAG
o iR 203 CTAGTGGTCCTAAACATTTCACCTAGTGGTCCTAAAC | GUGAAAUGUUUAGGACCAC
Mt 44 757 | ATTTCAC UAG
bea_miR_324.5p ACACCAATGCCCTAGGGGATACACCAATGCCCTAGG | AUCCCCUAGGGCAUUGGUG
—MIn_22% 40 84 GGAT U
o_eiR_324_5p ACACCAATGCCCTAGGGGATACACCAATGCCCTAGG | AUCCCCUAGGGCAUUGGUG
—min2e% 40 84 GGAT U
he R 9 TCATACAGCTAGATAACCAAAGTCATACAGCTAGATAA | CUUUGGUUAUCUAGCUGUA
Mt 44 728 | CCAAAG UGA
o R 9 TCATACAGCTAGATAACCAAAGTCATACAGCTAGATAA | CUUUGGUUAUCUAGCUGUA
—min- 44 728 | CCAAAG UGA
her R 99 CACAAGATCGGATCTACGGGTCACAAGATCGGATCTA | ACCCGUAGAUCCGAUCUUG
Mt 4 838 | CGGGT UG
o iR 99 CACAAGATCGGATCTACGGGTCACAAGATCGGATCTA | ACCCGUAGAUCCGAUCUUG
—miR_ 2 838 | CGGGT Ve
Sondy wspolne dla mysich i szczurzych miRNA
- AGAAAGGCAGCAGGTCGTATAAGAAAGGCAGCAGGT | UAUACGACCUGCUGCCUUU
et 4 802 | CGTATA cu
o e 74 AGAAAGGCAGCAGGTCGTATAAGAAAGGCAGCAGGT | UAUACGACCUGCUGCCUUU
— et 4 802 | CGTATA cu
R 1olb CTTCAGCTATCACAGTACTGTACTTCAGCTATCACAG | UACAGUACUGUGAUAGCUG
Mt 44 725 | TACTGTA AAG
o R Tolb CTTCAGCTATCACAGTACTGTACTTCAGCTATCACAG | UACAGUACUGUGAUAGCUG
—min- 44 725 | TACTGTA AAG
R ACACAAATTCGGTTCTACAGGGACACAAATTCGGTTC | CCCUGUAGAACCGAAUUUG
Mt 44 81,6 | TACAGGG uGuU
= 106 ACACAAATTCGGTTCTACAGGGACACAAATTCGGTTC | CCCUGUAGAACCGAAUUUG
rmo_mit_ 44 8l,6 | TACAGGG UGU
= 129 3 ATGCTTTTTGGGGTAAGGGCTTATGCTTTITGGGGTA | AAGCCCUUACCCCAAAAAG
mmu_miR_127_p 44 82,3 | AGGGCTT CAU
o iR 129" ATGCTTTTTGGGGTAAGGGCTTATGCTTTTTGGGGTA | AAGCCCUUACCCCAAAAAG
Mt 44 823 | AGGGCTT CAU
s iR_129.5 AGCAAGCCCAGACCGCAAAAAAGCAAGCCCAGACC | UUUUUGCGGUCUGGGCUU
miR_Te7 4 884 | GCAAAAA Gcu
R 129 AGCAAGCCCAGACCGCAAAAAAGCAAGCCCAGACC | UUUUUGCGGUCUGGGCUU
Mt 4 884 | GCAAAAA Gcu
U CTACGCGTATTCTTAAGCAATACTACGCGTATTCTTAA | UAUUGCUUAAGAAUACGCG
_miR_ 44 74 GCAATA UAG
- CTACGCGTATTCTTAAGCAATACTACGCGTATTCTTAA | UAUUGCUUAAGAAUACGCG
—miR_ 44 74 GCAATA UAG
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Dt. Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
R 181e ACTCACCGACAGGTTGAATGTTACTCACCGACAGGT | AACAUUCAACCUGUCGGUG
Mt 44 823 | TGAATGTT AGU
R 1Ble ACTCACCGACAGGTTGAATGTTACTCACCGACAGGT | AACAUUCAACCUGUCGGUG
Mt 44 823 | TGAATGTT AGU
R AN AGGCAAAGGATGACAAAGGGAAAGGCAAAGGATGA | UUCCCUUUGUCAUCCUUUG
MR 44 844 | CAAAGGGAA ccu
o R 211 AGGCAAAGGATGACAAAGGGAAAGGCAAAGGATGA | UUCCCUUUGUCAUCCUUUG
MR 44 844 | CAAAGGGAA ccu
217 ATCCAGTCAGTTCCTGATGCAATCCAGTCAGTTCCT | UGCAUCAGGAACUGACUGG
mmu_miR_ 2 843 | GATGCA AU
217 ATCCAGTCAGTTCCTGATGCAATCCAGTCAGTTCCT | UGCAUCAGGAACUGACUGG
rno_mit_ 2 843 | GATGCA AU
o R 24 TGTTCCTGCTGAACTGAGCCATGTTCCTGCTGAACT | UGGCUCAGUUCAGCAGGAA
MR 2 86,9 | GAGCCA CA
o iR 24 TGTTCCTGCTGAACTGAGCCATGTTCCTGCTGAACT | UGGCUCAGUUCAGCAGGAA
Mt 2 86,9 | GAGCCA CA
R 2% AAAAAGTGCCCCCATAGTTTGAAAAAAGTGCCCCCA | UCAAACUAUGGGGGCACUU
Mt 44 81,6 | TAGTTTGA uuu
R 290 AAAAAGTGCCCCCATAGTTTGAAAAAAGTGCCCCCA | UCAAACUAUGGGGGCACUU
Mt 44 81,6 | TAGTTTGA uuu
k291 3 GCACACAAAGTGGAAGCACTTTGCACACAAAGTGGA | AAAGUGCUUCCACUUUGUG
Mt 44 84 AGCACTTT uGC
mo_iR_291_3p GCACACAAAGTGGAAGCACTTTGCACACAAAGTGGA | AAAGUGCUUCCACUUUGUG
Mt 44 84 AGCACTTT uGC
mmu_miR_291_5p AGAGAGGGCCTCCACTTTGATAGAGAGGGCCTCCAC | AUCAAAGUGGAGGCCCUCU
iR 27t 2 82,5 | TTTGAT cu
R 291 5 AGAGAGGGCCTCCACTTTGATAGAGAGGGCCTCCAC | AUCAAAGUGGAGGCCCUCU
rno_mit_271_sp 2 82,5 | TTTGAT cu
s miR_292. 3 ACACTCAAAACCTGGCGGCACTACACTCAAAACCTG | AGUGCCGCCAGGUUUUGAG
MIR_272 44 875 | GCGGCACT uGuU
mo_miR_292.3p ACACTCAAAACCTGGCGGCACTACACTCAAAACCTG | AGUGCCGCCAGGUUUUGAG
—MIR_272 44 875 | GCGGCACT uGuU
mma_miR,_292_5p CAAAAGAGCCCCCAGTTTGAGCAAAAGAGCCCCCA | CUCAAACUGGGGGCUCUUU
M7 4 852 | GTTTGAG UG
no_miR_292_5p CAAAAGAGCCCCCAGTTTGAGCAAAAGAGCCCCCA | CUCAAACUGGGGGCUCUUU
M7 4 852 | GTTTGAG UG
. GGAAGAACAGCCCTCCTCTGGAAGAACAGCCCTCC | AGAGGAGGGCUGUUCUUCC
mmu_miR 298
iR 38 829 | TCT
, GGAAGAACAGCCCTCCTCTGGAAGAACAGCCCTCC | AGAGGAGGGCUGUUCUUCC
rno_miR_28
iR 38 829 | TCT
o R 299 ATGTATGTGGGACGGTAAACCAATGTATGTGGGACGG | UGGUUUACCGUCCCACAUA
MR~ 44 823 | TAAACCA CAU
= 299 ATGTATGTGGGACGGTAAACCAATGTATGTGGGACGG | UGGUUUACCGUCCCACAUA
rmo_mit_ 44 82,3 | TAAACCA CAU
= 300 GAAGAGAGCTTGCCCTTGCATGAAGAGAGCTTGCCC | AUGCAAGGGCAAGCUCUCU
mmu_miR_ 2 854 | TTGCAT uc
o iR 300 GAAGAGAGCTTGCCCTTGCATGAAGAGAGCTTGCCC | AUGCAAGGGCAAGCUCUCU
Mt 2 854 | TTGCAT uc
, TCCAGTCAAGGATGTTTACATCCAGTCAAGGATGTTT | UGUAAACAUCCUUGACUGG
mmu_miR_30e
MR 40 777 | ACA A
A TCCAGTCAAGGATGTTTACATCCAGTCAAGGATGTTT | UGUAAACAUCCUUGACUGG
rno_miR_30e
MR 40 777 | ACA A
iR 3l AGCTATGCCAGCATCTTGCCTAGCTATGCCAGCATCT | AGGCAAGAUGCUGGCAUAG
Mt 42 841 | TGceT cu
o R 3] AGCTATGCCAGCATCTTGCCTAGCTATGCCAGCATCT | AGGCAAGAUGCUGGCAUAG
Mt 42 841 | TGceT cu
o R 3 TGTTGCAGCGCTTCATGTTTTGTTGCAGCGCTTCAT | AAACAUGAAGCGCUGCAAC
Mt 40 857 | GTTT A
R 3 TGTTGCAGCGCTTCATGTTTTGTTGCAGCGCTTCAT | AAACAUGAAGCGCUGCAAC
Mt 40 857 | GTTT A
_ ACTGGAGGAAGGGCCCAGAACTGGAGGAAGGGCCC | UCUGGGCCCUUCCUCCAGU
mmu_miR_326
38 875 | AGA
, ACTGGAGGAAGGGCCCAGAACTGGAGGAAGGGCCC | UCUGGGCCCUUCCUCCAGU
rno_miR_326
Mt 38 875 | AGA
e R 329 AAAAAGGTTAGCTGGGTGTGTTAAAAAGGTTAGCTG | AACACACCCAGCUAACCUU
MR 44 786 | GGTGTGTT uuu
R 329 AAAAAGGTTAGCTGGGTGTGTTAAAAAGGTTAGCTG | AACACACCCAGCUAACCUU
Mt 44 786 | GGTGTGTT uuu
o 341 ACTGACCGACCGACCGATCGAACTGACCGACCGAC | UCGAUCGGUCGGUCGGUCA
Mt 4 91,7 | CGATCGA GU
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Dt. Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
o miR 341 ACTGACCGACCGACCGATCGAACTGACCGACCGAC | UCGAUCGGUCGGUCGGUCA
- 42 91,7 | CGATCGA GU
. ACTGGACTAGGGGTCAGCAACTGGACTAGGGGTCAG | UGCUGACCCCUAGUCCAGU
mmu_miR_345
- 38 87 | CA
. ACTGGACTAGGGGTCAGCAACTGGACTAGGGGTCAG | UGCUGACCCCUAGUCCAGU
rno_miR_345
- 38 827 | CA
. AGGCTCAAAGGGCTCCTCAAGGCTCAAAGGGCTCC | UGAGGAGCCCUUUGAGCCU
mmu_miR_351
- 38 854 | TCA
. AGGCTCAAAGGGCTCCTCAAGGCTCAAAGGGCTCC | UGAGGAGCCCUUUGAGCCU
rno_miR_35I
38 854 | TCA
R 424 TCCAAAACATGAATTGCTGCTGTCCAAAACATGAATT | CAGCAGCAAUUCAUGUUUU
mmu_mit- 44 846 | GCTGCTG GGA
o miR 424 TCCAAAACATGAATTGCTGCTGTCCAAAACATGAATT | CAGCAGCAAUUCAUGUUUU
- = 44 846 | GCTGCTG GGA
. miR_ 429 ACGGCATTACCAGACAGTATTAACGGCATTACCAGAC | UAAUACUGUCUGGUAAUGC
- = 44 773 AGTATTA CGU
o miR 429 ACGGCATTACCAGACAGTATTAACGGCATTACCAGAC | UAAUACUGUCUGGUAAUGC
- = 44 773 AGTATTA CGU
iy iR 451 “ 745 | AACTCAGTAATGGTAACGGTTTAACTCAGTAATGGTA |  AAACCGUUACCAUUACUGA
iR ACGGTTT GUU
o miR 451 AACTCAGTAATGGTAACGGTTTAACTCAGTAATGGTA | AAACCGUUACCAUUACUGA
- 44 745 | ACGGTTT GUU
iy miR_ 96 AGCAAAAATGTGCTAGTGCCAAAGCAAAAATGTGCT | UUGGCACUAGCACAUUUUU
- 44 825 | AGTGCCAA GCU
o miR 96 AGCAAAAATGTGCTAGTGCCAAAGCAAAAATGTGCT | UUGGCACUAGCACAUUUUU
- = 44 825 | AGTGCCAA GCU
Sondy wspolne dla ludzkich, mysich i szczurzych miRNA
hea let 7b AACCACACAACCTACTACCTCAAACCACACAACCTAC | UGAGGUAGUAGGUUGUGUG
- = 44 783 TACCTCA GUU
o et 7b AACCACACAACCTACTACCTCAAACCACACAACCTAC | UGAGGUAGUAGGUUGUGUG
- 44 783 TACCTCA GUU
o let 7b AACCACACAACCTACTACCTCAAACCACACAACCTAC | UGAGGUAGUAGGUUGUGUG
- = 44 783 TACCTCA GUU
hea let 7 AACCATACAACCTACTACCTCAAACCATACAACCTIAC | UGAGGUAGUAGGUUGUAUG
- 44 745 | TACCTCA GUU
oy et 7c AACCATACAACCTACTACCTCAAACCATACAACCTAC | UGAGGUAGUAGGUUGUAUG
- 44 745 | TACCTCA GUU
o et 7c AACCATACAACCTACTACCTCAAACCATACAACCTIAC | UGAGGUAGUAGGUUGUAUG
— = 44 745 | TACCTCA GUU
hea let 7d ACTATGCAACCTACTACCTCTACTATGCAACCTACTAC | AGAGGUAGUAGGUUGCAUA
— = 42 71,4 CTCT GU
o let 7d ACTATGCAACCTACTACCTCTACTATGCAACCTACTAC | AGAGGUAGUAGGUUGCAUA
— = 42 71,4 CTCT GU
o let 7d ACTATGCAACCTACTACCTCTACTATGCAACCTACTAC | AGAGGUAGUAGGUUGCAUA
—== 42 714 | cTCT GU
hea let 7e ACTATACAACCTCCTACCTCAACTATACAACCTCCIAC | UGAGGUAGGAGGUUGUAUA
== 42 729 | CTCA GU
et 7e ACTATACAACCTCCTACCTCAACTATACAACCTCCIAC | UGAGGUAGGAGGUUGUAUA
— = Y] 729 | CTCA GU
o let 7e ACTATACAACCTCCTACCTCAACTATACAACCTCCIAC | UGAGGUAGGAGGUUGUAUA
— = Y] 729 | CTCA GU
hea let 7i ACAGCACAAACTACTACCTCAACAGCACAAACTACTA | UGAGGUAGUAGUUUGUGCU
— = 42 758 | CCTCA GU
oy let 70 ACAGCACAAACTACTACCTCAACAGCACAAACTACTA | UGAGGUAGUAGUUUGUGCU
- 42 758 | CCTCA GU
o let 7i ACAGCACAAACTACTACCTCAACAGCACAAACTACTA | UGAGGUAGUAGUUUGUGCU
— = 42 758 | CCTCA GU
hsa miR 100 CACAAGTTCGGATCTACGGGTCACAAGTTCGGATCT | ACCCGUAGAUCCGAACUUG
- = 42 836 | ACGGGT UG
. miR_100 CACAAGTTCGGATCTACGGGTCACAAGTTCGGATCT | ACCCGUAGAUCCGAACUUG
- = 42 836 | ACGGGT UG
o miR_ 100 CACAAGTTCGGATCTACGGGTCACAAGTTCGGATCT | ACCCGUAGAUCCGAACUUG
- = 42 836 | ACGGGT UG
hea miR_ 101 CTTCAGTTATCACAGTACTGTACTTCAGTTATCACAGT | UACAGUACUGUGAUAACUG
== 44 70 ACTGTA AAG
iy iR 1012 CTTCAGTTATCACAGTACTGTACTTCAGTTATCACAGT | UACAGUACUGUGAUAACUG
—h— 44 70 ACTGTA AAG
o miR_101 CTTCAGTTATCACAGTACTGTACTTCAGTTATCACAGT | UACAGUACUGUGAUAACUG
—h— 44 70 ACTGTA AAG
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Dt Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
hsa miR 103 TCATAGCCCTGTACAATGCTGTCATAGCCCTGTACAA CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- - 42 81,1 TGCTG GA
mmu miR 103 TCATAGCCCTGTACAATGCTGTCATAGCCCTGTACAA CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- - 42 81,1 TGCTG GA
o miR 103 TCATAGCCCTGTACAATGCTGTCATAGCCCTGTACAA CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- 4 81,1 TGCTG GA
hsa miR 106b ATCTGCACTGTCAGCACTTTAATCTGCACTGTCAGCA | UAAAGUGCUGACAGUGCAG
- = 4 79,5 CTTTA AU
mmu miR_106b ATCTGCACTGTCAGCACTTTAATCTGCACTGTCAGCA | UAAAGUGCUGACAGUGCAG
- 4 79,5 CTTTA AU
o miR_106b ATCTGCACTGTCAGCACTTTAATCTGCACTGTCAGCA | UAAAGUGCUGACAGUGCAG
- 4 79,5 CTTTA AU
hsa miR 107 TGATAGCCCTGTACAATGCTGTGATAGCCCTGTACAA | CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- 4 8l,l TGCTG CA
mmu miR_ 107 TGATAGCCCTGTACAATGCTGTGATAGCCCTGTACAA | CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- 4 8l,l TGCTG CA
o miR 107 TGATAGCCCTGTACAATGCTGTGATAGCCCTGTACAA | CAGCAUUGUACAGGGCUAU
- - 42 81,1 TGCTG CA
hsa miR 10a CACAAATTCGGATCTACAGGGTCACAAATTCGGATCT | ACCCUGUAGAUCCGAAUUU
- - 44 81,7 ACAGGGT GUG
mmu miR 10a CACAAATTCGGATCTACAGGGTCACAAATTCGGATCT | ACCCUGUAGAUCCGAAUUU
- - 44 81,7 ACAGGGT GUG
o miR 10a CACAAATTCGGATCTACAGGGTCACAAATTCGGATCT | ACCCUGUAGAUCCGAAUUU
- - 44 81,7 ACAGGGT GUG
hsa miR 1222 ACAAACACCATTGTCACACTCCACAAACACCATTGT GGAGUGUGACAAUGGUGUU
- = 44 83,8 CACACTCC UGU
mmu miR 122 ACAAACACCATTGTCACACTCCACAAACACCATTGT | GGAGUGUGACAAUGGUGUU
- 44 83,8 CACACTCC UGU
o miR 122 ACAAACACCATTGTCACACTCCACAAACACCATTGT | GGAGUGUGACAAUGGUGUU
- = 44 83,8 CACACTCC uUGuU
hsa miR 125a CACAGGTTAAAGGGTCTCAGGCACAGGTTAAAGGGT CCUGAGACCCUUUAACCUG
- = 4?2 81,8 CTCAGG UG
mmu miR 1252 CACAGGTTAAAGGGTCTCAGGCACAGGTTAAAGGGT CCUGAGACCCUUUAACCUG
- = 42 81,8 CTCAGG UG
o miR 125a CACAGGTTAAAGGGTCTCAGGCACAGGTTAAAGGGT CCUGAGACCCUUUAACCUG
- - 42 81,8 CTCAGG UG
hsa miR 126 GCATTATTACTCACGGTACGAGCATTATTACTCACGGT UCGUACCGUGAGUAAUAAU
- = 4 77,1 ACGA GC
mmu_miR_126_3p GCATTATTACTCACGGTACGAGCATTATTACTCACGGT UCGUACCGUGAGUAAUAAU
— = 4 77,1 ACGA GC
mo miR 126 GCATTATTACTCACGGTACGAGCATTATTACTCACGGT UCGUACCGUGAGUAAUAAU
- = 4 77,1 ACGA GC
hsa miR_ 126* TCACAAGTTAGGGTCTCAGGGTCACAAGTTAGGGTC | CCCUGAGACCCUAACUUGU
- = 4 76,7 TCAGGG GA
mmu miR_125b TCACAAGTTAGGGTCTCAGGGTCACAAGTTAGGGTC | CCCUGAGACCCUAACUUGU
- 4 76,7 TCAGGG GA
o miR 125b TCACAAGTTAGGGTCTCAGGGTCACAAGTTAGGGTC CCCUGAGACCCUAACUUGU
- = 4 76,7 TCAGGG GA
hsa miR 128 CGCGTACCAAAAGTAATAATGCGCGTACCAAAAGTAA | CAUUAUUACUUUUGGUACG
- - 44 82,8 TAATG CG
mmu_miR_126_5p CGCGTACCAAAAGTAATAATGCGCGTACCAAAAGTAA CAUUAUUACUUUUGGUACG
- - = 44 82,8 TAATG CG
o miR 126 CGCGTACCAAAAGTAATAATGCGCGTACCAAAAGTAA CAUUAUUACUUUUGGUACG
- = 44 82,8 TAATG CG
hsa miR 128b GAAAGAGACCGGTTCACTGTGGAAAGAGACCGGTTC | CACAGUGAACCGGUCUCUU
- = 42 83,8 ACTGTG uc
mmu miR_ 128b GAAAGAGACCGGTTCACTGTGGAAAGAGACCGGTTC | CACAGUGAACCGGUCUCUU
- = 4 83,8 ACTGTG uc
no miR_128b GAAAGAGACCGGTTCACTGTGGAAAGAGACCGGTTC | CACAGUGAACCGGUCUCUU
- = 4 83,8 ACTGTG uc
hsa miR 129 AAAAGAGACCGGTTCACTGTGAAAAAGAGACCGGTT | UCACAGUGAACCGGUCUCU
- = 40 88,7 CACTGTGA uuu
mmu miR_ 1282 AAAAGAGACCGGTTCACTGTGAAAAAGAGACCGGTT UCACAGUGAACCGGUCUCU
- = 40 88,7 CACTGTGA uuu
o miR 128a AAAAGAGACCGGTTCACTGTGAAAAAGAGACCGGTT UCACAGUGAACCGGUCUCU
- = 40 88,7 CACTGTGA Uuu
hsa miR 1302 ATGCCCTTTTAACATTGCACTGATGCCCTTTTAACATT | CAGUGCAAUGUUAAAAGGG
- - 44 82 GCACTG CAU
mmu miR 130a ATGCCCTTTTAACATTGCACTGATGCCCTTTTAACATT | CAGUGCAAUGUUAAAAGGG
- - 44 82 GCACTG CAU
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Dt. Tm . i
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
o miR 130a ATGCCCTTTTAACATTGCACTGATGCCCTTTTAACATT | CAGUGCAAUGUUAAAAGGG
- - 44 82 GCACTG CAU
hsa miR 132 CGACCATGGCTGTAGACTGTTCGACCATGGCTGTAG AACAGUCUACAGCCAUGGU
- - 42 83,4 ACTGTT CG
mmu miR 132 CGACCATGGCTGTAGACTGTTCGACCATGGCTGTAG AACAGUCUACAGCCAUGGU
- - 4 83,4 ACTGTT CG
o miR 134 CGACCATGGCTGTAGACTGTTCGACCATGGCTGTAG AACAGUCUACAGCCAUGGU
- - 4 83,4 ACTGTT CG
hsa miR 133a ATGCCCTTTCATCATTGCACTGATGCCCTTTCATCAT | CAGUGCAAUGAUGAAAGGG
- = 44 88,1 TGCACTG CAU
mmu miR_ 130 ATGCCCTTTCATCATTGCACTGATGCCCTTTCATCAT | CAGUGCAAUGAUGAAAGGG
- 44 88,1 TGCACTG CAU
o miR_130b ATGCCCTTTCATCATTGCACTGATGCCCTTTCATCAT | CAGUGCAAUGAUGAAAGGG
- = 44 88,1 TGCACTG CAU
hsa miR 134 ACAGCTGGTTGAAGGGGACCAAACAGCTGGTTGAA UUGGUCCCCUUCAACCAGC
- = 44 84,9 GGGGACCAA uUGuU
mmu miR 1332 ACAGCTGGTTGAAGGGGACCAAACAGCTGGTTGAA UUGGUCCCCUUCAACCAGC
- = 44 84,9 GGGGACCAA uGuU
o miR 133a ACAGCTGGTTGAAGGGGACCAAACAGCTGGTTGAA UUGGUCCCCUUCAACCAGC
- = 44 84,9 GGGGACCAA uGuU
hsa miR 1352 TCACATAGGAATAAAAAGCCATTCACATAGGAATAAAA | AUGGCUUUUUAUUCCUAUG
- - 44 75,8 AGCCAT UGA
vy miR 135 TCACATAGGAATAAAAAGCCATTCACATAGGAATAAAA | AUGGCUUUUUAUUCCUAUG
- - 44 75,8 AGCCAT UGA
o miR 135 TCACATAGGAATAAAAAGCCATTCACATAGGAATAAAA | AUGGCUUUUUAUUCCUAUG
- = 44 75,8 AGCCAT UGA
hsa miR_ 1356 CCTCTGGTCAACCAGTCACACCTCTGGTCAACCAGT | UGUGACUGGUUGACCAGAG
- 40 77,5 CACA G
mmu miR_ 134 CCTCTGGTCAACCAGTCACACCTCTGGTCAACCAGT | UGUGACUGGUUGACCAGAG
- 40 77,5 CACA G
o miR 132 CCTCTGGTCAACCAGTCACACCTCTGGTCAACCAGT UGUGACUGGUUGACCAGAG
- 40 77,5 CACA G
hsa miR 137 CACATAGGAATGAAAAGCCATACACATAGGAATGAAA | UAUGGCUUUUCAUUCCUAU
- - 44 74 AGCCATA GUG
mmu miR 135b CACATAGGAATGAAAAGCCATACACATAGGAATGAAA UAUGGCUUUUCAUUCCUAU
- - 44 74 AGCCATA GUG
o miR 135b CACATAGGAATGAAAAGCCATACACATAGGAATGAAA UAUGGCUUUUCAUUCCUAU
- - 44 74 AGCCATA GUG
hsa_miR_139 36 78,2 AGACACGTGCACTGTAGAAGACACGTGCACTGTAGA UCUACAGUGCACGUGUCU
mmu_miR_139 36 78,2 AGACACGTGCACTGTAGAAGACACGTGCACTGTAGA UCUACAGUGCACGUGUCU
rno_miR_139 36 78,2 AGACACGTGCACTGTAGAAGACACGTGCACTGTAGA UCUACAGUGCACGUGUCU
hsa miR 143 TGAGCTACAGTGCTTCATCTCATGAGCTACAGTGCTT UGAGAUGAAGCACUGUAGC
- - 44 81,3 CATCTCA UCA
mu miR 143 TGAGCTACAGTGCTTCATCTCATGAGCTACAGTGCTT | UGAGAUGAAGCACUGUAGC
- 44 81,3 CATCTCA UCA
o miR_143 TGAGCTACAGTGCTTCATCTCATGAGCTACAGTGCTT | UGAGAUGAAGCACUGUAGC
- = 44 81,3 CATCTCA UCA
hsa miR 144 CTAGTACATCATCTATACTGTACTAGTACATCATCTATA | UACAGUAUAGAUGAUGUAC
- = 44 63,7 CTGTA UAG
mmu miR 144 CTAGTACATCATCTATACTGTACTAGTACATCATCTATA | UACAGUAUAGAUGAUGUAC
- = 44 63,7 CTGTA UAG
o miR_ 144 CTAGTACATCATCTATACTGTACTAGTACATCATCTATA | UACAGUAUAGAUGAUGUAC
- - 44 63,7 CTGTA UAG
hsa miR 145 AAGGGATTCCTGGGAAAACTGAAGGGATTCCTGGGA CAGUUUUCCCAGGAAUCCC
- - 42 82,8 AAACTG uu
mmu miR 145 AAGGGATTCCTGGGAAAACTGAAGGGATTCCTGGGA CAGUUUUCCCAGGAAUCCC
— = 4 82,8 AAACTG uu
o miR 145 AAGGGATTCCTGGGAAAACTGAAGGGATTCCTGGGA CAGUUUUCCCAGGAAUCCC
— = 4 82,8 AAACTG uu
hsa miR 1462 AACCCATGGAATTCAGTTCTCAAACCCATGGAATTCA | UGAGAACUGAAUUCCAUGG
- = 44 82,3 GTTCTCA GUU
mu miR 146 AACCCATGGAATTCAGTTCTCAAACCCATGGAATTCA | UGAGAACUGAAUUCCAUGG
- 44 82,3 GTTCTCA GUU
o miR_146 AACCCATGGAATTCAGTTCTCAAACCCATGGAATTCA | UGAGAACUGAAUUCCAUGG
- = 44 82,3 GTTCTCA GUU
hsa miR_148b ACAAAGTTCTGTGATGCACTGAACAAAGTTCTGTGAT | UCAGUGCAUCACAGAACUU
- = 44 81,6 GCACTGA UGU
E— ACAAAGTTCTGTGATGCACTGAACAAAGTTCTGTGAT | UCAGUGCAUCACAGAACUU
- = 44 81,6 GCACTGA uGuU
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Dt. Tm . .
Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
mo miR 148b ACAAAGTTCTGTGATGCACTGAACAAAGTTCTGTGAT | UCAGUGCAUCACAGAACUU
- - 44 81,6 GCACTGA uGuU
hsa miR 150 ACTGGTACAAGGGTTGGGAGAACTGGTACAAGGGTT UCUCCCAACCCUUGUACCA
- - 42 82,8 GGGAGA GU
mmu miR 150 ACTGGTACAAGGGTTGGGAGAACTGGTACAAGGGTT UCUCCCAACCCUUGUACCA
- - 42 82,8 GGGAGA GU
o miR 150 ACTGGTACAAGGGTTGGGAGAACTGGTACAAGGGTT UCUCCCAACCCUUGUACCA
- - 42 82,8 GGGAGA GU
hsa miR 152 CCCAAGTTCTGTCATGCACTGCCCAAGTTCTGTCAT | CAGUGCAUGACAGAACUUG
- 42 86,3 GCACTG GG
mu miR_ 152 CCCAAGTTCTGTCATGCACTGCCCAAGTTCTGTCAT | CAGUGCAUGACAGAACUUG
- 42 86,3 GCACTG GG
o miR_152 CCCAAGTTCTGTCATGCACTGCCCAAGTTCTGTCAT | CAGUGCAUGACAGAACUUG
- - 42 86,3 GCACTG GG
hsa miR 154 CGAAGGCAACACGGATAACCTCGAAGGCAACACGGA | AGGUUAUCCGUGUUGCCUU
- = 42 84,9 TAACCT CG
mmu miR 154 CGAAGGCAACACGGATAACCTCGAAGGCAACACGGA | AGGUUAUCCGUGUUGCCUU
MR Y} 84,9 TAACCT CG
o miR_ 154 CGAAGGCAACACGGATAACCTCGAAGGCAACACGGA | AGGUUAUCCGUGUUGCCUU
Mt Y} 84,9 TAACCT CG
hsa miR 16 CGCCAATATTTACGTGCTGCTACGCCAATATTTACGTG | UAGCAGCACGUAAAUAUUG
- 44 81,9 CTGCTA GCG
mmu miR 16 CGCCAATATTTACGTGCTGCTACGCCAATATTTACGTG | UAGCAGCACGUAAAUAUUG
- 44 81,9 CTGCTA GCG
mo miR 16 CGCCAATATTTACGTGCTGCTACGCCAATATTTACGTG | UAGCAGCACGUAAAUAUUG
- 44 81,9 CTGCTA GCG
hsa_miR_17_3p TGTAAACCATGATGTGCTGCTATGTAAACCATGATGT | UAGCAGCACAUCAUGGUUU
- 40 82 GCTGCTA ACA
mmu miR_15b TGTAAACCATGATGTGCTGCTATGTAAACCATGATGT | UAGCAGCACAUCAUGGUUU
- 40 82 GCTGCTA ACA
o miR_15b TGTAAACCATGATGTGCTGCTATGTAAACCATGATGT | UAGCAGCACAUCAUGGUUU
- 40 82 GCTGCTA ACA
hsa_miR_I7_Sp ACTACCTGCACTGTAAGCACTTACTACCTGCACTGTA | AAGUGCUUACAGUGCAGGU
- = 44 76,8 AGCACTT AGU
mmu_miR_17_5p ACTACCTGCACTGTAAGCACTTACTACCTGCACTGTA AAGUGCUUACAGUGCAGGU
- = 44 76,8 AGCACTT AGU
o miR 17 ACTACCTGCACTGTAAGCACTTACTACCTGCACTGTA AAGUGCUUACAGUGCAGGU
- 44 76,8 AGCACTT AGU
hsa miR 181b CCCACCGACAGCAATGAATGTCCCACCGACAGCAAT | ACAUUCAUUGCUGUCGGUG
== 2 88,2 GAATGT GG
mmu miR_ 181b CCCACCGACAGCAATGAATGTCCCACCGACAGCAAT | ACAUUCAUUGCUGUCGGUG
- 42 88,2 GAATGT GG
o miR_181b CCCACCGACAGCAATGAATGTCCCACCGACAGCAAT | ACAUUCAUUGCUGUCGGUG
- 42 88,2 GAATGT GG
hsa miR_18lc ACTCACCGACAGCGTTGAATGACTCACCGACAGCGT | CAUUCAACGCUGUCGGUGA
— = 44 82,3 TGAATG GU
mmu miR_ 18la ACTCACCGACAGCGTTGAATGACTCACCGACAGCGT | CAUUCAACGCUGUCGGUGA
- = 44 82,3 TGAATG GU
o miR I8la ACTCACCGACAGCGTTGAATGACTCACCGACAGCGT | CAUUCAACGCUGUCGGUGA
- - 44 82,3 TGAATG GU
hsa miR 183 CAGTGAATTCTACCAGTGCCATCAGTGAATTCTACCA | AUGGCACUGGUAGAAUUCA
- - 44 82,3 GTGCCAT CUG
mmu miR 183 CAGTGAATTCTACCAGTGCCATCAGTGAATTCTACCA | AUGGCACUGGUAGAAUUCA
- - 44 82,3 GTGCCAT CUG
o miR 183 CAGTGAATTCTACCAGTGCCATCAGTGAATTCTACCA | AUGGCACUGGUAGAAUUCA
- - 44 82,3 GTGCCAT CUG
hsa miR 184 ACCCTTATCAGTTCTCCGTCCACCCTTATCAGTTCTC GGACGGAGAACUGAUAAGG
- 42 82 CGTCC GU
mmu miR_ 184 ACCCTTATCAGTTCTCCGTCCACCCTTATCAGTTCTC | GGACGGAGAACUGAUAAGG
- 42 82 CGTCC GU
o miR_184 ACCCTTATCAGTTCTCCGTCCACCCTTATCAGTTCTC | GGACGGAGAACUGAUAAGG
— = 4 82 CGTCC GU
hsa_miR_185 36 79,1 GAACTGCCTTTCTCTCCAGAACTGCCTTTCTCTCCA | CUGGAGAGAAAGGCAGUU
mmu_miR_185 36 79,1 GAACTGCCTTTCTCTCCAGAACTGCCTTTCTCTCCA CUGGAGAGAAAGGCAGUU
rno_miR_185 36 79,1 GAACTGCCTTTCTCTCCAGAACTGCCTTTCTCTCCA CUGGAGAGAAAGGCAGUU
hsa miR 186 AGCCCAAAAGGAGAATTCTTTGAGCCCAAAAGGAGA | CAAAGAAUUCUCCUUUUGG
- 44 8l ATTCTTTG GCU
mmu miR_ 186 AGCCCAAAAGGAGAATTCTTTGAGCCCAAAAGGAGA | CAAAGAAUUCUCCUUUUGG
- - 44 8l ATTCTTTG GCU
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Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
o miR 186 AGCCCAAAAGGAGAATTCTTTGAGCCCAAAAGGAGA CAAAGAAUUCUCCUUUUGG
- = 44 8l ATTCTTTG GCU
hsa miR 187 GGCTGCAACACAAGACACGAGGCTGCAACACAAGA UCGUGUCUUGUGUUGCAGC
- - 40 87,6 CACGA C
mmu miR_ 187 GGCTGCAACACAAGACACGAGGCTGCAACACAAGA UCGUGUCUUGUGUUGCAGC
- = 40 87,6 CACGA C
o miR 187 GGCTGCAACACAAGACACGAGGCTGCAACACAAGA UCGUGUCUUGUGUUGCAGC
- - 40 87,6 CACGA C
hsa miR 18a TATCTGCACTAGATGCACCTTATATCTGCACTAGATGC | UAAGGUGCAUCUAGUGCAG
- = 44 76,5 ACCTTA AUA
mmu miR 18 TATCTGCACTAGATGCACCTTATATCTGCACTAGATGC | UAAGGUGCAUCUAGUGCAG
- 44 76,5 ACCTTA AUA
o miR 18 TATCTGCACTAGATGCACCTTATATCTGCACTAGATGC | UAAGGUGCAUCUAGUGCAG
- = 44 76,5 ACCTTA AUA
hsa miR_ 190 ACCTAATATATCAAACATATCAACCTAATATATCAAACA | UGAUAUGUUUGAUAUAUUA
- = 44 67,2 TATCA GGU
mmu miR_190 ACCTAATATATCAAACATATCAACCTAATATATCAAACA | UGAUAUGUUUGAUAUAUUA
- = 44 67,2 TATCA GGU
o miR 190 ACCTAATATATCAAACATATCAACCTAATATATCAAACA UGAUAUGUUUGAUAUAUUA
- = 44 67,2 TATCA GGU
hsa miR 191 AGCTGCTTTTGGGATTCCGTTAGCTGCTTTTGGGATT AACGGAAUCCCAAAAGCAG
MR ) 84 CCGTT cu
mmu miR_ 191 AGCTGCTTTTGGGATTCCGTTAGCTGCTTTTGGGATT AACGGAAUCCCAAAAGCAG
MR ) 84 CCGTT cu
o miR 191 AGCTGCTTTTGGGATTCCGTTAGCTGCTTTTGGGATT AACGGAAUCCCAAAAGCAG
— = 4 84 CCGTT cu
hsa miR_193a CTGGGACTTTGTAGGCCAGTTCTGGGACTTTGIAGG | AACUGGCCUACAAAGUCCC
- = 4 82,4 CCAGTT AG
mmu miR 193 CTGGGACTTTGTAGGCCAGTTCTGGGACTTTGIAGG | AACUGGCCUACAAAGUCCC
- = 4 82,4 CCAGTT AG
o miR 193 CTGGGACTTTGTAGGCCAGTTCTGGGACTTTGTAGG AACUGGCCUACAAAGUCCC
- = 4 82,4 CCAGTT AG
hsa miR 194 TCCACATGGAGTTGCTGTTACATCCACATGGAGTTGC | UGUAACAGCAACUCCAUGU
- - 44 83,6 TGTTACA GGA
mmu miR 194 TCCACATGGAGTTGCTGTTACATCCACATGGAGTTGC | UGUAACAGCAACUCCAUGU
- = 44 83,6 TGTTACA GGA
o miR_ 194 TCCACATGGAGTTGCTGTTACATCCACATGGAGTTGC | UGUAACAGCAACUCCAUGU
- = 44 83,6 TGTTACA GGA
hsa miR 195 GCCAATATTTCTGTGCTGCTAGCCAATATTTCTGTGC UAGCAGCACAGAAAUAUUG
- = 4 79,4 TGCTA GC
mmu miR_ 195 GCCAATATTTCTGTGCTGCTAGCCAATATTTCTGTGC UAGCAGCACAGAAAUAUUG
— = 4 79,4 TGCTA GC
o miR_195 GCCAATATTTCTGTGCTGCTAGCCAATATTTCTGTGC | UAGCAGCACAGAAAUAUUG
— = 4 79,4 TGCTA GC
hsa miR_19a CCAACAACATGAAACTACCTACCAACAACATGAAACT | UAGGUAGUUUCAUGUUGUU
— = 4 752 ACCTA GG
mmu miR_196a CCAACAACATGAAACTACCTACCAACAACATGAAACT | UAGGUAGUUUCAUGUUGUU
- 4 752 ACCTA GG
o miR_196a CCAACAACATGAAACTACCTACCAACAACATGAAACT | UAGGUAGUUUCAUGUUGUU
MR ) 752 | ACCTA GG
hsa miR 196b CCAACAACAGGAAACTACCTACCAACAACAGGAAAC UAGGUAGUUUCCUGUUGUU
- - 42 76,3 TACCTA GG
mmu miR_ 196b CCAACAACAGGAAACTACCTACCAACAACAGGAAAC UAGGUAGUUUCCUGUUGUU
- 4 76,3 TACCTA GG
mo miR 196b CCAACAACAGGAAACTACCTACCAACAACAGGAAAC UAGGUAGUUUCCUGUUGUU
- - 4 76,3 TACCTA GG
hsa miR 199 GAACAGGTAGTCTGAACACTGGAACAGGTAGTCTGA CAGUGUUCAGACUACCUGU
- = 4 77,6 ACACTG uc
mmu miR_ 199 GAACAGGTAGTCTGAACACTGGAACAGGTAGTCTGA | CAGUGUUCAGACUACCUGU
- 4 77,6 ACACTG uc
o miR_ 199 GAACAGGTAGTCTGAACACTGGAACAGGTAGTCTGA | CAGUGUUCAGACUACCUGU
- = 4 77,6 ACACTG uc
hsa miR 19 TCAGTTTTGCATAGATTTGCACTCAGTTTTGCATAGAT | GUGCAAAUCUAUGCAAAAC
- = 44 79,3 TTGCAC UGA
mmu miR 192 TCAGTTTTGCATAGATTTGCACTCAGTTTTGCATAGAT | GUGCAAAUCUAUGCAAAAC
- = 44 79,3 TTGCAC UGA
o miR 19 TCAGTTTTGCATAGATTTGCACTCAGTTTTGCATAGAT GUGCAAAUCUAUGCAAAAC
- - 44 79,3 TTGCAC UGA
hsa miR 19b TCAGTTTTGCATGGATTTGCACTCAGTTTTGCATGGA GUGCAAAUCCAUGCAAAAC
- - 44 84,6 TTTGCAC UGA
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mmu miR 19b TCAGTTTTGCATGGATTTGCACTCAGTTTTGCATGGA GUGCAAAUCCAUGCAAAAC
- = 44 84,6 TTTGCAC UGA
o miR_19b TCAGTTTTGCATGGATTTGCACTCAGTTTTGCATGGA GUGCAAAUCCAUGCAAAAC
- - 44 84,6 TTTGCAC UGA
hsa miR 200a ACATCGTTACCAGACAGTGTTAACATCGTTACCAGAC UAACACUGUCUGGUAACGA
— 44 77,3 AGTGTTA UGU
mmu miR_ 200a ACATCGTTACCAGACAGTGTTAACATCGTTACCAGAC UAACACUGUCUGGUAACGA
- 44 77,3 AGTGTTA UGU
o miR_200a ACATCGTTACCAGACAGTGTTAACATCGTTACCAGAC | UAACACUGUCUGGUAACGA
- 44 77,3 AGTGTTA UGU
hsa miR 2006 GTCATCATTACCAGGCAGTATTGTCATCATTACCAGG | AAUACUGCCUGGUAAUGAU
- 44 78,1 CAGTATT GAC
mmu miR_200b GTCATCATTACCAGGCAGTATTGTCATCATTACCAGG | AAUACUGCCUGGUAAUGAU
- 44 78,1 CAGTATT GAC
o miR_ 2006 GTCATCATTACCAGGCAGTATTGTCATCATTACCAGG | AAUACUGCCUGGUAAUGAU
- 44 78,1 CAGTATT GAC
hsa miR 200c CCATCATTACCCGGCAGTATTACCATCATTACCCGGC | UAAUACUGCCGGGUAAUGA
- = 44 80,8 AGTATTA UGG
mmu miR 200c CCATCATTACCCGGCAGTATTACCATCATTACCCGGC UAAUACUGCCGGGUAAUGA
- = 44 80,8 AGTATTA UGG
o miR 200c CCATCATTACCCGGCAGTATTACCATCATTACCCGGC UAAUACUGCCGGGUAAUGA
— 44 80,8 AGTATTA UGG
hsa miR 204 AGGCATAGGATGACAAAGGGAAAGGCATAGGATGAC UUCCCUUUGUCAUCCUAUG
— 44 82,5 AAAGGGAA ccu
mmu miR 204 AGGCATAGGATGACAAAGGGAAAGGCATAGGATGAC UUCCCUUUGUCAUCCUAUG
- 44 82,5 AAAGGGAA ccu
o miR 204 AGGCATAGGATGACAAAGGGAAAGGCATAGGATGAC | UUCCCUUUGUCAUCCUAUG
- 44 82,5 AAAGGGAA ccu
hsa miR 205 AGACTCCGGTGGAATGAAGGAAGACTCCGGTGGAAT | UUCCUUCAUUCCACCGGAG
— 4 85,3 GAAGGA uc
mmu miR 205 AGACTCCGGTGGAATGAAGGAAGACTCCGGTGGAAT UUCCUUCAUUCCACCGGAG
- 4 85,3 GAAGGA uc
o miR 205 AGACTCCGGTGGAATGAAGGAAGACTCCGGTGGAAT UUCCUUCAUUCCACCGGAG
MR ) 85,3 GAAGGA uc
hsa miR 206 CCACACACTTCCTTACATTCCACCACACACTTCCTTA UGGAAUGUAAGGAAGUGUG
- = 44 81,8 CATTCCA UGG
mmu miR 206 CCACACACTTCCTTACATTCCACCACACACTTCCTTA UGGAAUGUAAGGAAGUGUG
- 44 81,8 CATTCCA UGG
o miR 206 CCACACACTTCCTTACATTCCACCACACACTTCCTTA UGGAAUGUAAGGAAGUGUG
- 44 81,8 CATTCCA UGG
hsa miR 208 ACAAGCTTTTTGCTCGTCTTATACAAGCTTTTTGCTC | AUAAGACGAGCAAAAAGCU
- 44 76,9 GTCTTAT UGU
mmu miR_ 208 ACAAGCTTTTTGCTCGTCTTATACAAGCTTTTTGCTC | AUAAGACGAGCAAAAAGCU
- 44 76,9 GTCTTAT UGU
o miR 208 ACAAGCTTTTTGCTCGTCTTATACAAGCTTTTTGCTC | AUAAGACGAGCAAAAAGCU
- 44 76,9 GTCTTAT UGU
hsa miR 20a CTACCTGCACTATAAGCACTTTCTACCTGCACTATAAG | AAAGUGCUUAUAGUGCAGG
- 44 74,4 CACTTT UAG
mmu miR 20 CTACCTGCACTATAAGCACTTTCTACCTGCACTATAAG | AAAGUGCUUAUAGUGCAGG
- = 44 74,4 CACTTT UAG
o miR 20 CTACCTGCACTATAAGCACTTTCTACCTGCACTATAAG AAAGUGCUUAUAGUGCAGG
- = 44 74,4 CACTTT UAG
hsa miR 21 TCAACATCAGTCTGATAAGCTATCAACATCAGTCTGA UAGCUUAUCAGACUGAUGU
- 44 749 TAAGCTA UGA
oy miR 21 TCAACATCAGTCTGATAAGCTATCAACATCAGTCTGA | UAGCUUAUCAGACUGAUGU
- 44 749 TAAGCTA UGA
o miR 21 TCAACATCAGTCTGATAAGCTATCAACATCAGTCTGA | UAGCUUAUCAGACUGAUGU
- 44 74,9 TAAGCTA UGA
hsa miR 210 TCAGCCGCTGTCACACGCACATCAGCCGCTGTCAC UGUGCGUGUGACAGCGGCU
- 4 94,9 ACGCACA GA
mmu miR 210 TCAGCCGCTGTCACACGCACATCAGCCGCTGTCAC UGUGCGUGUGACAGCGGCU
- 4 94,9 ACGCACA GA
o miR 210 TCAGCCGCTGTCACACGCACATCAGCCGCTGTCAC UGUGCGUGUGACAGCGGCU
- 4 94,9 ACGCACA GA
hsa miR 212 GCCGTGACTGGAGACTGTTAGCCGTGACTGGAGACT UAACAGUCUCCAGUCACGG
- = 40 82,8 GTTA C
mmu miR 212 GCCGTGACTGGAGACTGTTAGCCGTGACTGGAGACT UAACAGUCUCCAGUCACGG
- = 40 82,8 GTTA C
o miR 212 GCCGTGACTGGAGACTGTTAGCCGTGACTGGAGACT UAACAGUCUCCAGUCACGG
- = 40 82,8 GTTA C
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hsa miR 213 GGTACAATCAACGGTCGATGGGGTACAATCAACGGT CCAUCGACCGUUGAUUGUA
- = 42 85,5 CGATGG CcC
mmu miR 213 GGTACAATCAACGGTCGATGGGGTACAATCAACGGT CCAUCGACCGUUGAUUGUA
- = 42 85,5 CGATGG CcC
o miR 213 GGTACAATCAACGGTCGATGGGGTACAATCAACGGT CCAUCGACCGUUGAUUGUA
— 4 85,5 CGATGG cc
hsa miR 214 TGCCTGTCTGTGCCTGCTGTTGCCTGTCTGTGCCTG ACAGCAGGCACAGACAGGC
- 40 89,8 CTGT A
mu miR 214 TGCCTGTCTGTGCCTGCTGTTGCCTGTCTGIGCCTG | ACAGCAGGCACAGACAGGC
- 40 89,8 CTGT A
o miR 214 TGCCTGTCTGTGCCTGCTGTTGCCTGTCTGTGCCTG | ACAGCAGGCACAGACAGGC
- 40 89,8 CTGT A
hsa miR 216 CACAGTTGCCAGCTGAGATTACACAGTTGCCAGCTG | UAAUCUCAGCUGGCAACUG
- 4 81,9 AGATTA UG
mmu miR 216 CACAGTTGCCAGCTGAGATTACACAGTTGCCAGCTG UAAUCUCAGCUGGCAACUG
- 4 81,9 AGATTA UG
o miR 216 CACAGTTGCCAGCTGAGATTACACAGTTGCCAGCTG UAAUCUCAGCUGGCAACUG
- = 42 81,9 AGATTA UG
hsa miR 218 ACATGGTTAGATCAAGCACAAACATGGTTAGATCAAG UUGUGCUUGAUCUAACCAU
IR Y} 78,7 CACAA GU
mmu miR 218 ACATGGTTAGATCAAGCACAAACATGGTTAGATCAAG UUGUGCUUGAUCUAACCAU
- 4 78,7 CACAA GU
mo miR 218 ACATGGTTAGATCAAGCACAAACATGGTTAGATCAAG UUGUGCUUGAUCUAACCAU
- 4 78,7 CACAA GU
hsa miR 219 AGAATTGCGTTTGGACAATCAAGAATTGCGTTTGGAC | UGAUUGUCCAAACGCAAUU
— 4 82,5 AATCA cu
mu miR 219 AGAATTGCGTTTGGACAATCAAGAATTGCGTTTGGAC | UGAUUGUCCAAACGCAAUU
— 4 82,5 AATCA cu
o miR 219 AGAATTGCGTTTGGACAATCAAGAATTGCGTTTGGAC | UGAUUGUCCAAACGCAAUU
— 4 82,5 AATCA cu
hsa miR 221 ACAGTTCTTCAACTGGCAGCTTACAGTTCTTCAACTG | AAGCUGCCAGUUGAAGAAC
- 44 80,6 GCAGCTT UGU
oy miR 22 ACAGTTCTTCAACTGGCAGCTTACAGTTCTTCAACTG | AAGCUGCCAGUUGAAGAAC
- = 44 80,6 GCAGCTT uGuU
o miR 22 ACAGTTCTTCAACTGGCAGCTTACAGTTCTTCAACTG | AAGCUGCCAGUUGAAGAAC
- = 44 80,6 GCAGCTT uGuU
hsa miR 222 AGACCCAGTAGCCAGATGTAGAGACCCAGTAGCCAG CUACAUCUGGCUACUGGGU
— 4 78,9 ATGTAG cu
mmu miR 222 AGACCCAGTAGCCAGATGTAGAGACCCAGTAGCCAG CUACAUCUGGCUACUGGGU
- 4 78,9 ATGTAG cu
o miR 222 AGACCCAGTAGCCAGATGTAGAGACCCAGTAGCCAG CUACAUCUGGCUACUGGGU
- 4 789 ATGTAG cu
hsa miR 223 AAACCCAGCAGACAATGTAGCTAAACCCAGCAGACA | AGCUACAUUGUCUGCUGGG
- 4 79.8 ATGTAGCT uuu
mmu miR 221 AAACCCAGCAGACAATGTAGCTAAACCCAGCAGACA | AGCUACAUUGUCUGCUGGG
- 4 79,8 ATGTAGCT uuu
o miR 221 AAACCCAGCAGACAATGTAGCTAAACCCAGCAGACA AGCUACAUUGUCUGCUGGG
- 4 79,8 ATGTAGCT uuu
hsa miR 23a GGGGTATTTGACAAACTGACAGGGGTATTTGACAAAC | UGUCAGUUUGUCAAAUACC
MR ) 858 | TGACA cC
mmu miR 223 GGGGTATTTGACAAACTGACAGGGGTATTTGACAAAC | UGUCAGUUUGUCAAAUACC
MR ) 858 | TGACA cC
o miR 223 GGGGTATTTGACAAACTGACAGGGGTATTTGACAAAC | UGUCAGUUUGUCAAAUACC
- 4 85,8 TGACA cc
hsa miR 23b GGTAATCCCTGGCAATGTGATGGTAATCCCTGGCAAT | AUCACAUUGCCAGGGAUUA
- = 42 83,6 GTGAT CcC
mmu miR 23b GGTAATCCCTGGCAATGTGATGGTAATCCCTGGCAAT | AUCACAUUGCCAGGGAUUA
— 4 83,6 GTGAT cc
o miR 23b GGTAATCCCTGGCAATGTGATGGTAATCCCTGGCAAT | AUCACAUUGCCAGGGAUUA
— 4 83,6 GTGAT cc
hsa miR 24 GGAAATCCCTGGCAATGTGATGGAAATCCCTGGCAA | AUCACAUUGCCAGGGAUUU
- 4 86,9 TGTGAT cc
mmu miR 23a GGAAATCCCTGGCAATGTGATGGAAATCCCTGGCAA | AUCACAUUGCCAGGGAUUU
- 4 86,9 TGTGAT cc
o miR 23a GGAAATCCCTGGCAATGTGATGGAAATCCCTGGCAA | AUCACAUUGCCAGGGAUUU
- = 42 86,9 TGTGAT CcC
hsa miR 25 TCAGACCGAGACAAGTGCAATTCAGACCGAGACAAG AUUGCACUUGUCUCGGUCU
MR Y} 84,1 TGCAAT GA
mmu miR 25 TCAGACCGAGACAAGTGCAATTCAGACCGAGACAAG AUUGCACUUGUCUCGGUCU
MR Y} 84,1 TGCAAT GA
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R 25 TCAGACCGAGACAAGTGCAATTCAGACCGAGACAAG | AUUGCACUUGUCUCGGUCU
it 4 841 | TGCAAT GA
her R 26a GCCTATCCTGGATTACTTGAAGCCTATCCTGGATTACT | UUCAAGUAAUCCAGGAUAG
MR 4 772 | TGAA GC
R 268 GCCTATCCTGGATTACTTGAAGCCTATCCTGGATTACT | UUCAAGUAAUCCAGGAUAG
_miR_ 2 772 | TGAA GC
R e GCCTATCCTGGATTACTTGAAGCCTATCCTGGATTACT | UUCAAGUAAUCCAGGAUAG
MR 2 772 | TGAA GC
b iR 265 AACCTATCCTGAATTACTTGAAAACCTATCCTGAATTA | UUCAAGUAAUUCAGGAUAG
sa_miR_26 44 732 | cTTGAA GUU
R 266 AACCTATCCTGAATTACTTGAAAACCTATCCTGAATTA | UUCAAGUAAUUCAGGAUAG
mmu_miR_26l 44 732 | CTTGAA GUU
o iR 268 AACCTATCCTGAATTACTTGAAAACCTATCCTGAATTA | UUCAAGUAAUUCAGGAUAG
Mt 44 732 | CTTGAA GUU
I GCGGAACTTAGCCACTGTGAAGCGGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCC
MR 2 842 | TGTGAA GC
U GCGGAACTTAGCCACTGTGAAGCGGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCC
Mt 4 842 | TGTGAA GC
R T GCGGAACTTAGCCACTGTGAAGCGGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCC
Mt 4 842 | TGTGAA GC
b R 27 GCAGAACTTAGCCACTGTGAAGCAGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCU
Mt 2 80,7 | TGTGAA GC
R b GCAGAACTTAGCCACTGTGAAGCAGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCU
MR 2 80,7 | TGTGAA GC
U GCAGAACTTAGCCACTGTGAAGCAGAACTTAGCCAC | UUCACAGUGGCUAAGUUCU
MR 2 80,7 | TGTGAA GC
ho iR 28 CTCAATAGACTGTGAGCTCCTTCTCAATAGACTGTGA | AAGGAGCUCACAGUCUAUU
sa_mi_ 44 779 | ccTeeTT GAG
e R 28 CTCAATAGACTGTGAGCTCCTTCTCAATAGACTGTGA | AAGGAGCUCACAGUCUAUU
MR 44 779 | GeTCcCTT GAG
o iR 298 CTCAATAGACTGTGAGCTCCTTCTCAATAGACTGTGA | AAGGAGCUCACAGUCUAUU
Mt 44 779 | GeTCCTT GAG
Fo R 296 ACAGGATTGAGGGGGGGCCCTACAGGATTGAGGGG | AGGGCCCCCCCUCAAUCCU
MR 4 90,6 | GGGCCCT GU
R 29 ACAGGATTGAGGGGGGGCCCTACAGGATTGAGGGG | AGGGCCCCCCCUCAAUCCU
Mt 4 90,6 | GGGCCCT GU
o iR 29 ACAGGATTGAGGGGGGGCCCTACAGGATTGAGGGG | AGGGCCCCCCCUCAAUCCU
iR 2 90,6 | GGGCCCT GU
ho2 R 29 AACCGATTTCAGATGGTGCTAAACCGATTTCAGATGG | UAGCACCAUCUGAAAUCGG
Mt 2 814 | TGCTA uu
R 29 AACCGATTTCAGATGGTGCTAAACCGATTTCAGATGG | UAGCACCAUCUGAAAUCGG
_miR_ 2 814 | TGCTA uu
29 AACCGATTTCAGATGGTGCTAAACCGATTTCAGATGG | UAGCACCAUCUGAAAUCGG
rno_min_s-a 2 8l4 | TGCTA uu
hea miR 29 AACACTGATTTCAAATGGTGCTAACACTGATTTCAAA | AGCACCAUUUGAAAUCAGU
sa_mi_ 44 796 | TGGTGCT GUU
o R 29 AACACTGATTTCAAATGGTGCTAACACTGATTTCAAA | AGCACCAUUUGAAAUCAGU
MR 44 796 | TGGTGCT GUU
o iR 29 AACACTGATTTCAAATGGTGCTAACACTGATTTCAAA | AGCACCAUUUGAAAUCAGU
Mt 44 796 | TGGTGCT GUU
A ACCGATTTCAAATGGTGCTAACCGATTTCAAATGGTG | UAGCACCAUUUGAAAUCGG
hsa_miR_29c
MR 40 803 | CTA U
A ACCGATTTCAAATGGTGCTAACCGATTTCAAATGGTG | UAGCACCAUUUGAAAUCGG
mmu_miR_29¢
_miR_ 40 803 | CTA u
, ACCGATTTCAAATGGTGCTAACCGATTTCAAATGGTG | UAGCACCAUUUGAAAUCGG
rno_miR_29¢
—miR_ 40 803 | CTA u
b TR 301 GCTTTGACAATACTATTGCACTGCTTTGACAATACTAT | AGUGCAAUAGUAUUGUCAA
_miR_ 44 76 TGCACT AGC
0] GCTTTGACAATACTATTGCACTGCTTTGACAATACTAT | AGUGCAAUAGUAUUGUCAA
mmu_miR_ 44 76 TGCACT AGC
0] GCTTTGACAATACTATTGCACTGCTTTGACAATACTAT | AGUGCAAUAGUAUUGUCAA
rmo_mit_ 44 76 TGCACT AGC
bea_miR_3023p GCTGCAAACATCCGACTGAAAGCTGCAAACATCCGA | UUUCAGUCGGAUGUUUGCA
_miR_2Ya_ 2 855 | CTGAAA GC
. miR_305.3p GCTGCAAACATCCGACTGAAAGCTGCAAACATCCGA | UUUCAGUCGGAUGUUUGCA
_miR_2ta_ 4 855 | CTGAAA GC
o_olR_30a_3p GCTGCAAACATCCGACTGAAAGCTGCAAACATCCGA | UUUCAGUCGGAUGUUUGCA
—min_>ta_ 4 855 | CTGAAA GC
nsn_miR_30a_5p CTTCCAGTCGAGGATGTTTACACTTCCAGTCGAGGAT | UGUAAACAUCCUCGACUGG
MRt 44 809 | GTTTACA AAG

163




7. Zafaczniki

Dt. Tm
Nazwa sond Sekwencja sond Sekwencja wykrywana
)4 [nt] [°C] ) Yy ) yYkryw
R 301 5 CTTCCAGTCGAGGATGTTTACACTTCCAGTCGAGGAT | UGUAAACAUCCUCGACUGG
mmu_mik_sYa_sp 44 809 | GTTTACA AAG
R 301 5 CTTCCAGTCGAGGATGTTTACACTTCCAGTCGAGGAT | UGUAAACAUCCUCGACUGG
rmo_mir_s%a_sp 44 809 | GTTTACA AAG
L R 308 AGCTGAGTGTAGGATGTTTACAAGCTGAGTGTAGGAT | UGUAAACAUCCUACACUCA
MR 44 764 | GTTTACA GCU
R 30 AGCTGAGTGTAGGATGTTTACAAGCTGAGTGTAGGAT | UGUAAACAUCCUACACUCA
U_MiR 44 764 | GTTTACA GCU
-~ AGCTGAGTGTAGGATGTTTACAAGCTGAGTGTAGGAT | UGUAAACAUCCUACACUCA
rne_mik_ 44 764 | GTTTACA Gcu
b TR 30 GCTGAGAGTGTAGGATGTTTACGCTGAGAGTGTAGGA | GUAAACAUCCUACACUCUC
sa_mif_ste 44 77 TGTTTAC AGC
= 30 GCTGAGAGTGTAGGATGTTTACGCTGAGAGTGTAGGA | GUAAACAUCCUACACUCUC
mmu_miR_ste 44 77 TGTTTAC AGC
3 GCTGAGAGTGTAGGATGTTTACGCTGAGAGTGTAGGA | GUAAACAUCCUACACUCUC
rno_min_s%¢ 44 77 TGTTTAC AGC
ta iR 30 CTTCCAGTCGGGGATGTTTACCTTCCAGTCGGGGAT | GUAAACAUCCCCGACUGGA
sa_mit_ 4 832 | GTTTAC AG
R 304 CTTCCAGTCGGGGATGTTTACCTTCCAGTCGGGGAT | GUAAACAUCCCCGACUGGA
mmu_mit_ 4 832 | GTTTAC AG
o iR 304 CTTCCAGTCGGGGATGTTTACCTTCCAGTCGGGGAT | GUAAACAUCCCCGACUGGA
oMt 42 832 | GTTTAC AG
, GCAACTTAGTAATGTGCAATGCAACTTAGTAATGTGC | AUUGCACAUUACUAAGUUG
hsa_miR_32
iR 40 743 | AAT c
_ GCAACTTAGTAATGTGCAATGCAACTTAGTAATGTGC | AUUGCACAUUACUAAGUUG
mmu_miR_32
40 743 | AAT C
_ GCAACTTAGTAATGTGCAATGCAACTTAGTAATGTGC | AUUGCACAUUACUAAGUUG
rno_miR_32
40 743 | AAT C
b TR 320 TTCGCCCTCTCAACCCAGCTTTTTCGCCCTCTCAAC | AAAGCUGGGUUGAGAGGGC
sa_mif_ 44 88,1 CCAGCTTT GAA
= 320 TTCGCCCTCTCAACCCAGCTTTTTCGCCCTCTCAAC | AAAGCUGGGUUGAGAGGGC
mmu_miR_ 44 88,1 CCAGCTTT GAA
R 320 TTCGCCCTCTCAACCCAGCTTTTTCGCCCTCTCAAC | AAAGCUGGGUUGAGAGGGC
rmo_mit_ 44 88,1 CCAGCTTT GAA
hea iR 323 AGAGGTCGACCGTGTAATGTGAGAGGTCGACCGTGT | CACAUUACACGGUCGACCU
sa_mit_ 4 834 | AATGTG cu
R 323 AGAGGTCGACCGTGTAATGTGAGAGGTCGACCGTGT | CACAUUACACGGUCGACCU
U_MiR ) 834 | AATGTG cu
ST, AGAGGTCGACCGTGTAATGTGAGAGGTCGACCGTGT | CACAUUACACGGUCGACCU
oMt ) 834 | AATGTG cu
, AGCAGCACCTGGGGCAGTAGCAGCACCTGGGGCAG | ACUGCCCCAGGUGCUGCU
hsa_miR_324_3p
36 884 | T
_ AGCAGCACCTGGGGCAGTAGCAGCACCTGGGGCAG | ACUGCCCCAGGUGCUGCU
mmu_miR_324_3p
36 884 | T
_ AGCAGCACCTGGGGCAGTAGCAGCACCTGGGGCAG | ACUGCCCCAGGUGCUGCU
rno_miR_324_3p
36 884 | T
I ACGGAAGGGCAGAGAGGGCCAACGGAAGGGCAGAG | UGGCCCUCUCUGCCCUUCC
sa_mif_ 2 922 | AGGGCCA GU
® 128 ACGGAAGGGCAGAGAGGGCCAACGGAAGGGCAGAG | UGGCCCUCUCUGCCCUUCC
mmu_miR_ 4 922 | AGGGCCA GU
R 328 ACGGAAGGGCAGAGAGGGCCAACGGAAGGGCAGAG | UGGCCCUCUCUGCCCUUCC
rmo_mit_ 4 922 | AGGGCCA GU
A CAATGCAACTACAATGCACCAATGCAACTACAATGCA | GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
hsa_miR 33
Mt 38 797 | C
, CAATGCAACTACAATGCACCAATGCAACTACAATGCA | GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
mmu_miR_33
Mt 38 797 | C
, CAATGCAACTACAATGCACCAATGCAACTACAATGCA | GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
rno_miR_33
iR 38 797 | ¢
_ TTCTAGGATAGGCCCAGGGTTCTAGGATAGGCCCAG | CCCUGGGCCUAUCCUAGAA
hsa_miR_331
38 812 | GG
_ TTCTAGGATAGGCCCAGGGTTCTAGGATAGGCCCAG | CCCUGGGCCUAUCCUAGAA
mmu_miR_33I
38 812 | GG
, TTCTAGGATAGGCCCAGGGTTCTAGGATAGGCCCAG | CCCUGGGCCUAUCCUAGAA
rno_miR_331
Mt 38 812 | GG
b iR 335 ACATTTTTCGTTATTGCTCTTGACATTTTTCGTIATTG | CAAGAGCAAUAACGAAAAA
sa_mif_ 44 77 CTCTTG uGu
R 335 ACATTTTTCGTTATTGCTCTTGACATTTTICGTIATTG | CAAGAGCAAUAACGAAAAA
mmu_mit_ 44 77 CTCTTG uGu
R 335 ACATTTTTCGTTATTGCTCTTGACATTTTICGTIATTG | CAAGAGCAAUAACGAAAAA
rmo_mit_ 44 77 CTCTTG uGu
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hsa miR 338 TCAACAAAATCACTGATGCTGGTCAACAAAATCACT CCAGCAUCAGUGAUUUUGU
- - 44 83,2 GATGCTGG UGA
mmu miR 338 TCAACAAAATCACTGATGCTGGTCAACAAAATCACT CCAGCAUCAGUGAUUUUGU
- = 44 83,2 GATGCTGG UGA
mo miR 338 TCAACAAAATCACTGATGCTGGTCAACAAAATCACT CCAGCAUCAGUGAUUUUGU
- = 44 83,2 GATGCTGG UGA
hsa miR 339 TGAGCTCCTGGAGGACAGGGATGAGCTCCTGGAGG UCCCUGUCCUCCAGGAGCU
- 4 89 ACAGGGA CA
mu miR_ 339 TGAGCTCCTGGAGGACAGGGATGAGCTCCTGGAGG | UCCCUGUCCUCCAGGAGCU
- 4 89 ACAGGGA CA
o miR 339 TGAGCTCCTGGAGGACAGGGATGAGCTCCTGGAGG | UCCCUGUCCUCCAGGAGCU
- 4 89 ACAGGGA CA
hsa miR 340 GGCTATAAAGTAACTGAGACGGGGCTATAAAGTAACT | CCGUCUCAGUUACUUUAUA
- = 44 76,3 GAGACGG GCC
mmu miR_ 340 GGCTATAAAGTAACTGAGACGGGGCTATAAAGTAACT | CCGUCUCAGUUACUUUAUA
- = 44 76,3 GAGACGG GCC
o miR_ 340 GGCTATAAAGTAACTGAGACGGGGCTATAAAGTAACT | CCGUCUCAGUUACUUUAUA
- = 44 76,3 GAGACGG GCC
hsa miR 342 ACGGGTGCGATTTCTGTGTGAACGGGTGCGATTTCT UCACACAGAAAUCGCACCC
- - 42 88,6 GTGTGA GU
mmu miR 342 ACGGGTGCGATTTCTGTGTGAACGGGTGCGATTTCT UCACACAGAAAUCGCACCC
- = 42 88,6 GTGTGA GU
o miR 342 ACGGGTGCGATTTCTGTGTGAACGGGTGCGATTTCT UCACACAGAAAUCGCACCC
- = 42 88,6 GTGTGA GU
hsa miR 34a AACAACCAGCTAAGACACTGCAACAACCAGCTAAGA GCAGUGUCUUAGCUGGUUG
- 4 80,6 CACTGC uu
mu miR 342 AACAACCAGCTAAGACACTGCAACAACCAGCTAAGA | GCAGUGUCUUAGCUGGUUG
- 4 80,6 CACTGC uu
o miR 34 AACAACCAGCTAAGACACTGCAACAACCAGCTAAGA | GCAGUGUCUUAGCUGGUUG
— = 4 80,6 CACTGC uu
hsa miR 34 CAATCAGCTAACTACACTGCCTCAATCAGCTAACTAC | AGGCAGUGUAGUUAGCUGA
— = 44 78,2 ACTGCCT UuG
E—— CAATCAGCTAACTACACTGCCTCAATCAGCTAACTAC | AGGCAGUGUAGUUAGCUGA
- = 44 782 ACTGCCT UuUG
o miR 34c CAATCAGCTAACTACACTGCCTCAATCAGCTAACTAC AGGCAGUGUAGUUAGCUGA
- - 44 782 ACTGCCT UuUG
hsa miR 365 ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGG UAAUGCCCCUAAAAAUCCU
— 44 74,8 GCATTA UAU
mu miR 365 ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGG | UAAUGCCCCUAAAAAUCCU
- 44 74,8 GCATTA UAU
o miR 365 ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGG | UAAUGCCCCUAAAAAUCCU
- 44 74,8 GCATTA UAU
hsa miR 431 TGCATGACGGCCTGCAAGACATGCATGACGGCCTGC | UGUCUUGCAGGCCGUCAUG
— = 4 92,7 AAGACA CA
iy miR 431 TGCATGACGGCCTGCAAGACATGCATGACGGCCTGC | UGUCUUGCAGGCCGUCAUG
— = 4 92,7 AAGACA CA
o miR 431 TGCATGACGGCCTGCAAGACATGCATGACGGCCTGC | UGUCUUGCAGGCCGUCAUG
- - 4 92,7 AAGACA CA
hsa miR 433 ACACCGAGGAGCCCATCATGATACACCGAGGAGCCC AUCAUGAUGGGCUCCUCGG
- = 44 88,1 ATCATGAT uGuU
mmu_miR_433_3p ACACCGAGGAGCCCATCATGATACACCGAGGAGCCC AUCAUGAUGGGCUCCUCGG
- - 44 88,1 ATCATGAT uGuU
o miR 433 ACACCGAGGAGCCCATCATGATACACCGAGGAGCCC AUCAUGAUGGGCUCCUCGG
- - 44 88,1 ATCATGAT UGU
hsa miR 448 ATGGGACATCCTACATATGCAAATGGGACATCCTACA UUGCAUAUGUAGGAUGUCC
- = 44 80,6 TATGCAA CAU
mmu miR 448 ATGGGACATCCTACATATGCAAATGGGACATCCTACA UUGCAUAUGUAGGAUGUCC
- 44 80,6 TATGCAA CAU
o miR_ 448 ATGGGACATCCTACATATGCAAATGGGACATCCTACA | UUGCAUAUGUAGGAUGUCC
- = 44 80,6 TATGCAA CAU
hsa miR 449 ACCAGCTAACAATACACTGCCAACCAGCTAACAATAC | UGGCAGUGUAUUGUUAGCU
- = 44 8l,l ACTGCCA GGU
mmu miR_ 449 ACCAGCTAACAATACACTGCCAACCAGCTAACAATAC | UGGCAGUGUAUUGUUAGCU
- = 44 8l,l ACTGCCA GGU
o miR 449 ACCAGCTAACAATACACTGCCAACCAGCTAACAATAC | UGGCAGUGUAUUGUUAGCU
- = 44 81,1 ACTGCCA GGU
hsa miR 92 AGGCCGGGACAAGTGCAATAAGGCCGGGACAAGTG UAUUGCACUUGUCCCGGCC
- - 40 86,7 CAATA U
mmu miR 92 AGGCCGGGACAAGTGCAATAAGGCCGGGACAAGTG UAUUGCACUUGUCCCGGCC
- - 40 86,7 CAATA U
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Nazwa sondy Dt. 1 Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana
[ne] | [C]
o miR 92 AGGCCGGGACAAGTGCAATAAGGCCGGGACAAGTG UAUUGCACUUGUCCCGGCC
MR 40 86,7 CAATA u
hsa miR 93 CTACCTGCACGAACAGCACTTCTACCTGCACGAACA AAGUGCUGUUCGUGCAGGU
- - 42 83,4 GCACTT AG
mmu miR 93 CTACCTGCACGAACAGCACTTCTACCTGCACGAACA AAGUGCUGUUCGUGCAGGU
- 2 83,4 GCACTT AG
o miR 93 CTACCTGCACGAACAGCACTTCTACCTGCACGAACA AAGUGCUGUUCGUGCAGGU
- 2 83,4 GCACTT AG
hsa miR 98 AACAATACAACTTACTACCTCAAACAATACAACTTACT | UGAGGUAGUAAGUUGUAUU
- 44 70,1 ACCTCA GUU
mmu miR 98 AACAATACAACTTACTACCTCAAACAATACAACTTACT | UGAGGUAGUAAGUUGUAUU
- 44 70,1 ACCTCA GUU
o miR 98 AACAATACAACTTACTACCTCAAACAATACAACTTACT | UGAGGUAGUAAGUUGUAUU
- 44 70,1 ACCTCA GUU
hsa miR 99b CAAGGTCGGTTCTACGGGTCAAGGTCGGTTCTACGG | ACCCGUAGAACCGACCUUG
- 38 83,5 GT
. CAAGGTCGGTTCTACGGGTCAAGGTCGGTTCTACGG | ACCCGUAGAACCGACCUUG
mmu_miR_99b
- - 38 83,5 GT
. CAAGGTCGGTTCTACGGGTCAAGGTCGGTTCTACGG | ACCCGUAGAACCGACCUUG
rno_miR_99b 38 835 P

Sondy podobne u cztowieka,myszy i szczura, zawierajace | r6znice w sekwencji
wykrywanej (I mismatch)

o R 1SS CCCCTATCACGATTAGCATTAACCCCTATCACGATTAG | UUAAUGCUAAUCGUGAUAG
MR 44 779 | cATTAA GGG
. CCCCTATCACAATTAGCATTAACCCCTATCACAATTAG | UUAAUGCUAAUUGUGAUAG
MR 44 759 | CATTAA GGG
Fr R 199 GAACAGATAGTCTAAACACTGGGAACAGATAGTCTA | CCAGUGUUUAGACUAUCUG
iR 44 741 | AACACTGG uuc
R 19 GAACAGGTAGTCTAAACACTGGGAACAGGTAGTCTA | CCAGUGUUUAGACUACCUG
_miR_ 44 762 | AACACTGG uuc
hea iR 215 GTCTGTCAATTCATAGGTCATGTCTGTCAATTCATAG | AUGACCUAUGAAUUGACAG
sa_mi_ 2 76,1 | GTCAT AC
a1 GTCTGTCAAATCATAGGTCATGTCTGTCAAATCATAG | AUGACCUAUGAUUUGACAG
mmu_miR_ 2 76,1 | GTCAT AC
b TR 330 TCTCTGCAGGCCGTGTGCTTTTCTCTGCAGGCCGT | AAAGCACACGGCCUGCAGA
iR 2 895 | GTGCTTT GA
o TR 330 TCTCTGCAGGCCCTGTGCTTTTCTCTGCAGGCCCTG | AAAGCACAGGGCCUGCAGA
iR 2 884 | TGCTTT GA
R TCTCTGCAGGCCCTGTGCTTTTCTCTGCAGGCCCTG | AAAGCACAGGGCCUGCAGA
iR 2 884 | TGCTTT GA
o R 337 AAAGGCATCATATAGGAGCTGGAAAGGCATCATATAG | CCAGCUCCUAUAUGAUGCC
MR 44 802 | GAGCTGG uuu
R 337 AAAGGCATCATATAGGAGCTGAAAAGGCATCATATAG | UCAGCUCCUAUAUGAUGCC
_miR_ 44 786 | GAGCTGA Ul
3 AAAGGCATCATATAGGAGCTGAAAAGGCATCATATAG | UCAGCUCCUAUAUGAUGCC
iR 44 786 | GAGCTGA Ul
b iR 34 CAATCAGCTAATGACACTGCCTCAATCAGCTAATGAC | AGGCAGUGUCAUUAGCUGA
iR 44 8l6 | ACTGCCT uuG
3 CAATCAGCTAATTACACTGCCTCAATCAGCTAATTAC | AGGCAGUGUAAUUAGCUGA
mmu_miR_ 44 776 | ACTGCCT uuG
o R 3 CAATCAGCTAATTACACTGCCTCAATCAGCTAATTAC | AGGCAGUGUAAUUAGCUGA
iR 44 776 | ACTGCCT uuG
b iR 376n ACGTGGATTTTCCTCTATGATACGTGGATTTTCCTCT | AUCAUAGAGGAAAAUCCAC
MR- 2 765 | ATGAT GU
. ACGTGGATTTTCCTCTACGATACGTGGATTTTCCTCT | AUCGUAGAGGAAAAUCCAC
MR- 2 786 | ACGAT GU
R 805 AAGATGTGGACCATATTACATAAAGATGTGGACCATA | UAUGUAAUAUGGUCCACAU
MBS0 44 73 TTACATA cuu
. AAGATGTGGACCATACTACATAAAGATGTGGACCATA | UAUGUAGUAUGGUCCACAU
_MiR_>80_ 44 735 | CTACATA cuu
, AACAAAATCACAAGTCTTCCAACAAAATCACAAGTC | GGAAGACUUGUGAUUUUGU
mmu_miR_7b
== 40 76 TTCC U
, AACAAAATCACAAGTCTTCCAACAAAATCACAAGTC | GGAAGACUUGUGAUUUUGU
rno_miR_7b
_miR_ 40 76 TTCC U
7 AACAAAATCACTAGTCTTCCAACAAAATCACTAGTC | GGAAGACUAGUGAUUUUGU
rmo_mit_ 40 725 | TTCC U

Sondy podobne u cztowieka,myszy i szczura, zawierajace 2 r6znice w sekwencji
wykrywanej (2 mismatch’e)
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Dt. Tm . .

Nazwa sondy [nt] [-C] Sekwencja sondy Sekwencja wykrywana

hsa miR 325 ACACTTACTGGACACCTACTAGACACTTACTGGACA CUAGUAGGUGUCCAGUAAG
- = 44 72,9 CCTACTAG uUGU

mmu miR 325 ACACTTACTGAGCACCTACTAGACACTTACTGAGCA CUAGUAGGUGCUCAGUAAG

- = 44 73,1 CCTACTAG uUGU

o miR 325 ACACTTACTGAGCACCTACTAGACACTTACTGAGCA CUAGUAGGUGCUCAGUAAG
- 44 73,1 CCTACTAG UGU

hsa miR 346 AGAGGCAGGCATGCGGGCAGAAGAGGCAGGCATG UCUGCCCGCAUGCCUGCC
- 42 94,6 CGGGCAGA ucu

mmu miR 346 AGAGGCAGGCACTCAGGCAGAAGAGGCAGGCACT UCUGCCCGAGUGCCUGCC

- 42 92,4 CAGGCAGA ucu

o miR 346 AGAGGCAGGCACTCGGGCAGAAGAGGCAGGCACT UCUGCCCGAGUGCCUGCC
- 42 92,4 CGGGCAGA ucu

Sondy kontrolne

Alexa 5 Test Feature 44 77,3 N/A N/A

Alexa 5 Test Feature 44 77,3 N/A N/A

Alexa 5 Test Feature 44 77,3 N/A N/A

Alexa 5 Test Feature 44 77,3 N/A N/A

Alexa 5 Test Feature 44 80,5 N/A N/A

NcodeControl | 42 739 N/A N/A

NcodeControl 2 42 79,7 N/A N/A

NcodeControl 3 40 85,9 N/A N/A

NcodeControl 4 40 88,3 N/A N/A

NcodeControl 5 40 91,7 N/A N/A

NcodeControl 6 40 78,4 N/A N/A

NcodeControl 7 40 82,8 N/A N/A

NcodeControl 8 40 81,7 N/A N/A

NcodeControl 9 40 83,1 N/A N/A

NcodeControl 10 40 87,7 N/A N/A
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Zatacznik 2. .Lista sond ,,predicted’’ walidowanych w MiRBase

Nazwa di.[nt] | Tm Sekwencja sondy
HMP_PREDICTED_MIR 100 44 78,2 GAGAAATTTTCAGGGCTACTGAGAGAAATTTTCAGGGCTACTGA
HMP_PREDICTED_MIR102 - hsa-miR-502 ) 888 | TGAATCCTTGCCCAGGTGCATTGAATCCTTGCCCAGGTGCAT
HMP_PREDICTED_MIR103 £y) 85 GAGCTGAGTGGAGCACAAACAGAGCTGAGTGGAGCACAAACA
HMP_PREDICTED_MIR104 - hsa-miR-582 44 724 | TTGTTCAACCAGTTACTAATCTTTGITCAACCAGTTACTAATCT
HMP_PREDICTED_MIR105 44 865 | AGCTGCCGGCATTAAAGGGCTAAGCTGCCGGCATTAAAGGGCTA
HMP_PREDICTED_MIR108 44 69,6 | CCAAATTAGCTTTTTAAATAGACCAAATTAGCTTTTTAAATAGA
HMP_PREDICTED_MIRT09 - hsa-miR-190b 44 753 | AACCCAATATCAAACATATCACAACCCAATATCAAACATATCAC
HMP_PREDICTED_MIR1 10 - hsa-miR-488 44 785 | CCAAGAAATAGCCTTTCAAACACCAAGAAATAGCCTTTCAAACA
HMP_PREDICTED_MIRI 12 34 87,3 ACCCCGTGCCACTGTGTACCCCGTGCCACTGTGT
HMP_PREDICTED_MIRT T3 44 758 | CATGTCATAAGCCATTTATTTCCATGTCATAAGCCATTIATTTC
HMP_PREDICTED_MIR1 14 - hsa-miR-504 44 89, | TTGGGAGACCCTGGTCTGCACTTTGGGAGACCCTGGTCTGCACT
HMP_PREDICTED_MIRI 19 44 83,1 CTAATGACCGCAGAAAGCCATTCTAATGACCGCAGAAAGCCATT
HMP_PREDICTED_MIRI2 44 765 | AAACATCACTGCAAGTCTTAACAAACATCACTGCAAGTCTTAAC
HMP_PREDICTED_MIR120 - rno-miR-421 44 752 | CATTCAACAAACATTTAATGAGCATTCAACAAACATTTAATGAG
HMP_PREDICTED_MIRI21 - hsa-miR-146b 44 79,2 AGCCTATGGAATTCAGTTCTCAAGCCTATGGAATTCAGTTCTCA
HMP_PREDICTED_MIR 124 - hsa-miR-495 44 794 | AAGAAGTGCACCATGTTTGTTTAAGAAGTGCACCATGTTTGTTT
HMP_PREDICTED_MIR127 £y) 83,6 | TGCCTGGCACCTACACACTAATGCCTGGCACCTACACACTAA
HMP_PREDICTED_MIR28 42 85,7 TGCTAAATGATCCCCTGGTGCTGCTAAATGATCCCCTGGTGC
HMP_PREDICTED_MIR129 44 67,5 | CCAATTAAGTCTTTTAAATAAACCAATTAAGTCTTTTAAATAAA
HMP_PREDICTED_MIRI31 £y) 862 | CACTTCACTGCCTGCAGACAACACTTCACTGCCTGCAGACAA
HMP_PREDICTED_MIRT32 44 743 | CGTTCCTGATAAGTGAATAAAACGTTCCTGATAAGTGAATAAAA
HMP_PREDICTED_MIR135 44 714 | GCAGTTCAGAAAATTAAATAGAGCAGTTCAGAAAATTAAATAGA
HMP_PREDICTED_MIR137 44 79,1 | GTTCTCCAATACCTAGGCACAAGTTCTCCAATACCTAGGCACAA
HMP_PREDICTED_MIRT39 44 81,9 | TAGGGTCACACAGGATGTGAATTAGGGTCACACAGGATGTGAAT
HMP_PREDICTED_MIR140 - hsa-miR-802 44 73,1 | ACAAGGATGAATCTTTGTTACTACAAGGATGAATCTTTGITACT
HMP_PREDICTED_MIRI41 - hsa-miR-503 40 84,2 CAGAACTGTTCCCGCTGCTACAGAACTGTTCCCGCTGCTA
HMP_PREDICTED_MIR 142 - hsa-miR-409 ) 843 | AGGTTACCCGAGCAACTTTGCAGGTTACCCGAGCAACTTTGC
HMP_PREDICTED_MIR143 44 793 | GAGGGGAGTTTTCTTTCAAAAGGAGGGGAGTTTTCTTTCAAAAG
HMP_PREDICTED_MIR 144 - hsa-miR-362 44 81,2 ATCCTTGAATAGGTGTGTTGCAATCCTTGAATAGGTGTGTTGCA
HMP_PREDICTED_MIRT45 44 81,4 | TTTACAGGGTGGCCCATTTAAATTTACAGGGTGGCCCATTTAAA
HMP_PREDICTED_MIR146 44 782 | CAAAGAGCATGATATTTGACAGCAAAGAGCATGATATTTGACAG
HMP_PREDICTED_MIR 149 44 75,9 GGTCAATATTTACCTCTCAGGTGGTCAATATTTACCTCTCAGGT
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Nazwa di.[nt] | Tm Sekwencja sondy
HMP_PREDICTED_MIRT50 44 87,6 | TCAGGCCATCAGCAGCTGCTATTCAGGCCATCAGCAGCTGCTAT
HMP_PREDICTED_MIRIS5| 42 86,6 CCAGGAATTGATGACCAGCTGCCAGGAATTGATGACCAGCTG
HMP_PREDICTED_MIR152 42 81,9 | AGGACCCAGAGAACAACTCAGAGGACCCAGAGAACAACTCAG
HMP_PREDICTED_MIRT53 2 833 | ACCTAGGGATCGTCAAAGGGAACCTAGGGATCGTCAAAGGGA
HMP_PREDICTED_MIR54 - hsa-miR-452 44 78,5 TTTCCTCTGCAAACAGTTGTAATTTCCTCTGCAAACAGTTGTAA
HMP_PREDICTED_MIRT55 44 664 | TTTAGTCAATATCAAGATTTATTTTAGTCAATATCAAGATTTAT
HMP_PREDICTED_MIRI56 34 86,3 AAGCTTCCCGGGCAGCTAAGCTTCCCGGGCAGCT
HMP_PREDICTED_MIRI57 - gga-miR-455 44 938 | TGCCCATGGACTGCATGGTGCTTGCCCATGGACTGCATGGTGCT
HMP_PREDICTED_MIRT58 ) 878 | GCIGATTGCCTCTGTGCCAATGCTGATTGCCTCTGTGCCAAT
HMP_PREDICTED_MIR160 44 93,5 AACGCCGGGGCCACGTTGCTAAAACGCCGGGGCCACGTTGCTAA
HMP_PREDICTED_MIRI6[ - hsa-miR-496 44 83,6 | CGAAAGGAGATTGGCCATGTAACGAAAGGAGATTGGCCATGTAA
HMP_PREDICTED_MIR162 44 756 | TTCCTACTGAAATCTGACAATCTTCCIACTGAAATCTGACAATC
HMP_PREDICTED_MIRI63 44 77,4 GAAAGACCCCATTTAACTTGAAGAAAGACCCCATTTAACTTGAA
HMP_PREDICTED_MIR164 44 775 | TGAACAATCCAGATAATTGCTTTGAACAATCCAGATAATTGCTT
HMP_PREDICTED_MIR165 36 87,9 | TCCCCTGCAAGTGGTGCTTCCCCTGCAAGTGGTGCT
HMP_PREDICTED_MIR|66 - hsa-miR-532-3p | 40 91,5 TCCCACACCCAAGGCTTGCATCCCACACCCAAGGCTTGCA
HMP_PREDICTED_MIR167 - hsa-miR-551b 42 844 | GAAACCAAGTATGGGTCGCCTGAAACCAAGTATGGGTCGCCT
HMP_PREDICTED_MIR168 44 777 | TGTGTGCAATTACCCATTTIATTGIGTGCAATTACCCATTTTAT
HMP_PREDICTED_MIRI70 - oan-miR-1327 44 69,6 ATTTAAAAGGCTTTTAAATGATATTTAAAAGGCTTTTAAATGAT
HMP_PREDICTED_MIRI7T - hsa-miR-411 44 738 | ATAGTAGACCGTATAGCGTACGATAGTAGACCGTATAGCGTACG
HMP_PREDICTED_MIR172 2 929 | ACTGGGGCTGCATGCTGCTCAACTGGGGCTGCATGCTGCTCA
HMP_PREDICTED_MIRI73 44 68,9 CTACTGTTAATGACCTATTTCTCTACTGTTAATGACCTATTTCT
HMP_PREDICTED_MIR174 44 733 | CCTAAATACCTGGTATTTGAGACCTAAATACCTGGTATTTGAGA
HMP_PREDICTED_MIR176 44 69,7 | CTTTGACAGCATTTTAATTATACTTTGACAGCATTTTAATTATA
HMP_PREDICTED_MIRI77 - hsa-miR-539 44 77 GAACACACCAAGGATAATTTCTGAACACACCAAGGATAATTTCT
HMP_PREDICTED_MIRI79 44 709 | AGTTATGAAATGTCATCAATAAAGTTATGAAATGTCATCAATAA
HMP_PREDICTED_MIR180 ) 82,1 | CACAGGAAGTGGCCTTCAATACACAGGAAGTGGCCTTCAATA
HMP_PREDICTED_MIRI81 - mmu-miR-759 | 44 81,6 | ATTGTTTGCACTCTGCCAGTTTATTGTTTGCACTCTGCCAGTTT
HMP_PREDICTED_MIR182 44 81,2 | GAGCTGAACTCAAAACCAAATGGAGCTGAACTCAAAACCAAATG
HMP_PREDICTED_MIR83 44 73,8 TCTTTATTGCAAAGTCAGTATGTCTTTATTGCAAAGTCAGTATG
HMP_PREDICTED_MIR184 44 837 | AACCCTAGGAGAGGGTGCCATTAACCCTAGGAGAGGGTGCCATT
HMP_PREDICTED_MIR186 2 834 | ATTCTGCCCCTGGATATGCATATTCTGCCCCTGGATATGCAT
HMP_PREDICTED_MIR 87 38 89,2 AACCAAGCAGCCGGGCAGTAACCAAGCAGCCGGGCAGT
HMP_PREDICTED_MIR 189 42 92,4 AGCAGGGCTCCCTCACCAGCAAGCAGGGCTCCCTCACCAGCA
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Nazwa di.[nt] | Tm Sekwencja sondy
HMP_PREDICTED_MIRI90 - hsa-miR-365 44 748 | ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGGGCATTA
HMP_PREDICTED_MIRI9I 40 10,9 | CGCCGCCCCGCACCTGCTGCCGCCGCCCCGCACCTGCTGC
HMP_PREDICTED_MIR192 - hsa-miR-542-5p | 42 84,1 | ACATCTCGGGGATCATCATGTACATCTCGGGGATCATCATGT
HMP_PREDICTED_MIR194 44 80,2 | GGGCCCTATATTAATGGACCAAGGGCCCTATATTAATGGACCAA
HMP_PREDICTED_MIR196 44 78 AGTAAAGCCAAGTAGTGCATGAAGTAAAGCCAAGTAGTGCATGA
HMP_PREDICTED_MIR197 44 69,7 | AAGAAGGACCTTGTAATAAATAAAGAAGGACCTTGTAATAAATA
HMP_PREDICTED_MIR198 2 832 | CCAGATGCTAAGCACTGGAAGCCAGATGCTAAGCACTGGAAG
HMP_PREDICTED_MIR199 44 773 | TAACCACTCTCCAAGTACCAAATAACCACTCTCCAAGTACCAAA
HMP_PREDICTED_MIR200 44 80,7 | TTAACAGGCAGTTCTGCTGCTATTAACAGGCAGTTCTGCTGCTA
HMP_PREDICTED_MIR201 - hsa-miR-429 44 74 ACGGTTTTACCAGACAGTATTAACGGTTTTACCAGACAGTATTA
HMP_PREDICTED_MIR202 - hsa-miR-543 42 849 | AGAAGTGCACCGCGAATGTTTAGAAGTGCACCGCGAATGTTT
HMP_PREDICTED_MIR203 40 856 | TTAAGAGCCCGGCTTTGCCTTTAAGAGCCCGGCTTTGCCT
HMP_PREDICTED_MIR205 44 753 ATCCACGTTTTAAATACCAAAGATCCACGTTTTAAATACCAAAG
HMP_PREDICTED_MIR206 - gga-miR-1586 42 859 | TGCCTCCCACACACAGCTTTATGCCTCCCACACACAGCTTTA
HMP_PREDICTED_MIR207 44 92 TTCCCCGGCACCAGCACAAAGTTTCCCCGGCACCAGCACAAAGT
HMP_PREDICTED_MIR208 44 85,5 CAATCAGAGGCAATCAAGCACACAATCAGAGGCAATCAAGCACA
HMP_PREDICTED_MIR209 44 72,7 | TAATTCTAAAGACAAAGCACAATAATTCTAAAGACAAAGCACAA
HMP_PREDICTED_MIR210 2 845 | GGTTGTCAGGAACAGAAGTGCGGTTGICAGGAACAGAAGTGC
HMP_PREDICTED_MIR2I | - hsa-miR-363 44 80,5 TACAGATGGATACCGTGCAATTTACAGATGGATACCGTGCAATT
HMP_PREDICTED_MIR212 44 80,6 | ACTTGATCAAACAGAGCACAACACTTGATCAAACAGAGCACAAC
HMP_PREDICTED_MIR213 44 80,9 | TTTTCTCCTGACTGATTGCACTTTTTCTCCTGACTGATTGCACT
HMP_PREDICTED_MIR214 44 76,3 TTAAAATGACATGGATAATGCATTAAAATGACATGGATAATGCA
HMP_PREDICTED_MIR2IS5 - hsa-miR-1251 40 856 | AGAAGCGCCTTTGGCAGCTAAGAAGCGCCTTTGGCAGCTA
HMP_PREDICTED_MIRZ216 - hsa-miR-20b 44 798 | TACCTGCACTATGAGCACTTTGTACCTGCACTATGAGCACTTTG
HMP_PREDICTED_MIR218 44 80 GTCATGATCATCCCACACTAATGTCATGATCATCCCACACTAAT
HMP_PREDICTED_MIR219 ) 924 | TGGCACCTATGCCCACCAGCATGGCACCTATGCCCACCAGCA
HMP_PREDICTED_MIR220 - hsa-miR-301b 44 793 | GCTTTGACAATATCATTGCACTGCTTTGACAATATCATTGCACT
HMP_PREDICTED_MIR222 42 84,1 | GTCGGCATCTACACTTGCACTGTCGGCATCTACACTTGCACT
HMP_PREDICTED_MIR223 ) 87,3 | ACCTGCTGCCACTGGCACTTAACCTGCTGCCACTGGCACTTA
HMP_PREDICTED_MIR224 - mmu-miR-1902 | 44 78 GGCATGAATTTATTGTGCAATAGGCATGAATTTATTGTGCAATA
HMP_PREDICTED_MIR225 36 83 GCTGGCAGGGAAGTAGTGGCTGGCAGGGAAGTAGTG
HMP_PREDICTED_MIR226 2 82,1 | ATAACACCTACGAGCACTGCCATAACACCTACGAGCACTGCC
HMP_PREDICTED_MIR227 44 753 AGTCACAGCATCCATTAATAAAAGTCACAGCATCCATTAATAAA
HMP_PREDICTED_MIR228 44 783 | ATGAGAAGACTGTCACAATCAAATGAGAAGACTGTCACAATCAA
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Nazwa di.[nt] | Tm Sekwencja sondy
HMP_PREDICTED_MIR229 44 787 | CTGCCAAACCAATTAATACCTCCTGCCAAACCAATTAATACCTC
HMP_PREDICTED_MIR23 - hsa-miR-485 42 80 AGAGGAGAGCCGTGTATGACTAGAGGAGAGCCGTGTATGACT
HMP_PREDICTED_MIR230 44 743 | TCATATTTTAGTTCTGCACTGATCATATTTTAGTTCTGCACTGA
HMP_PREDICTED_MIR23[ - hsa-miR-1264 44 769 | CACATAACAGGTGCTCAAATAACACATAACAGGTGCTCAAATAA
HMP_PREDICTED_MIR232 - hsa-miR-653 44 74,7 TAGAGATTGTTTCAACACTGAATAGAGATTGTTTCAACACTGAA
HMP_PREDICTED_MIR234 44 81,2 | GTCTCCACAGAAACTTTTGICCGICTCCACAGAAACTTTIGTCC
HMP_PREDICTED_MIR235 44 90,4 ACCCGGTCTGCCAGAAGCTGCTACCCGGTCTGCCAGAAGCTGCT
HMP_PREDICTED_MIR236 - hsa-miR-192* 44 83,3 | TTCAATAGGGCATAGGTGCCAATTCAATAGGGCATAGGTGCCAA
HMP_PREDICTED_MIR237 44 759 | CTCCAAAGAACATTACTGTGATCTCCAAAGAACATTACTGTGAT
HMP_PREDICTED_MIR239 44 788 | ATCAATGCTATGIGATCTGCATATCAATGCTATGTGATCTGCAT
HMP_PREDICTED_MIR240 44 85 TCACCCCAAAGTTGTGGCAATATCACCCCAAAGTTGTGGCAATA
HMP_PREDICTED_MIRZ24T - hsa-miR-96 44 852 | ATGTGACAGAGCCAAGCACAAAATGTGACAGAGCCAAGCACAAA
HMP_PREDICTED_MIR242 44 79,9 ACCTACACTGAAACTGCCAAAAACCTACACTGAAACTGCCAAAA
HMP_PREDICTED_MIR243 40 86,7 | TTACCAAGGGCGACTCGCATTTACCAAGGGCGACTCGCAT
HMP_PREDICTED_MIR245 hsa-miR-365 44 748 | ATAAGGATTTTTAGGGGCATTAATAAGGATTTTTAGGGGCATTA
HMP_PREDICTED_MIR246 44 74,7 CCCGTATGTAATAAATGTGCTACCCGTATGTAATAAATGTGCTA
HMP_PREDICTED_MIR247 44 66,9 | TTAAGTTTTGAAAAGTACATAGTTAAGTTTTGAAAAGTACATAG
HMP_PREDICTED_MIR249 44 81,4 | AAAGCATACCAGCTGAACCAAAAAAGCATACCAGCTGAACCAAA
HMP_PREDICTED_MIR250 - mmu-miR-466f 44 86,4 CACAAGTTCCTGCAAATGCACACACAAGTTCCTGCAAATGCACA
HMP_PREDICTED_MIR252 44 764 | AAAAGAGACCTTCATATGCAAAAAAAGAGACCTTCATATGCAAA
HMP_PREDICTED_MIR253 - hsa-miR-18b 44 764 | TAACTGCACTAGATGCACCTTATAACTGCACTAGATGCACCTITA
HMP_PREDICTED_MIR254 44 80,2 AAGCATATTTCTCCCACTGTGAAAGCATATTTCTCCCACTGTGA
HMP_PREDICTED_MIR255 ) 883 | TCCTGATGGTCGAAGTGCCAATCCTGATGGTCGAAGTGCCAA
HMP_PREDICTED_MIR256 44 728 | CATAATTACAGAAAATTGCACTCATAATTACAGAAAATTGCACT
HMP_PREDICTED_MIR257 - hsa-miR-374b 44 69,8 ACACTTAGCAGGTTGTATTATAACACTTAGCAGGTTGTATTATA
HMP_PREDICTED_MIR258 36 87,6 | TCACCCGAGGCGCACTTATCACCCGAGGCGCACTITA
HMP_PREDICTED_MIR26 - hsa-miR-410 44 78,1 | ACAGGCCATCTGTGTTATATTCACAGGCCATCTGTGTTATATTC
HMP_PREDICTED_MIR30 - hsa-miR-92b 38 89,4 AGGCCGGGACGAGTGCAATAGGCCGGGACGAGTGCAAT
HMP_PREDICTED_MIR43 - hsa-mir-497 ) 845 | GTACAAACCACAGTGTGCTGCGTACAAACCACAGTGTGCTGC
HMP_PREDICTED_MIR52 - hsa-miR-493* 44 77,3 AATGAAAGCCTACCATGTACAAAATGAAAGCCTACCATGTACAA
HMP_PREDICTED_MIR54 - hsa-miR-449a 44 81,1 | ACCAGCTAACAATACACTGCCAACCAGCTAACAATACACTGCCA
HMP_PREDICTED_MIR56 - hsa-miR-216b 44 829 | AAAATCTCTGCAGGCAAATGTGAAAATCTCTGCAGGCAAATGTG
HMP_PREDICTED_MIR6! - hsa-miR-494 44 78,7 AAGAGGTTTCCCGTGTATGTTTAAGAGGTTTCCCGTGTATGTTT
HMP_PREDICTED_MIR64 - hsa-miR-448 44 80,6 | ATGGGACATCCTACATATGCAAATGGGACATCCTACATATGCAA
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Nazwa di.[nt] | Tm Sekwencja sondy
HMP_PREDICTED_MIR65 - hsa-miR-451 44 71 AGAGAACCATTACCAT TACTAAAGAGAACCAT TACCATTACTAA
HMP_PREDICTED_MIR74 - hsa-miR-181d 44 85,9 CCCACCGACAACAATGAATGTTCCCACCGACAACAATGAATGTT
HMP_PREDICTED_MIR78 34 88,2 GCTCCAGGCAGCCCAAAGCTCCAGGCAGCCCAAA
HMP_PREDICTED_MIR88 34 868 | CCCACGCACCAGGGTAACCCACGCACCAGGGTAA
HMP_PREDICTED_MIR89 44 71,7 ATGTTCAAATAAGCTTTTGTAAATGTTCAAATAAGCTTTTGTAA
HMP_PREDICTED_MIR90 44 743 | TTTTTTTTCAACTTGITACAGCTTTTTTTTCAACTTGTTACAGC
HMP_PREDICTED_MIR92 44 80,3 | AAACAAAGCACCTCTCCAAAAAAAACAAAGCACCTCTCCAAAAA
HMP_PREDICTED_MIR93 44 83,6 | GCTAACAAGGAATGCTGCCAAAGCTAACAAGGAATGCTGCCAAA
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Zatacznik 3. Lista pacjentow cierpiacych na AML, od ktérych

pobrano aspiraty krwi i szpiku uzyte w eksperymentach

mikromacierzowych.
Leuk * | Diagnostyka | Diagnostyka Remisja
Lp. | wiek | pte¢ | Rozp. Wznowa
10¢/ml | genetyczna cytogen. catkowita
I 40 M M2 40,0 b/d t(3:5) TAK NIE
2 53 K MI 49,7 FLT3-ITD. b/d TAK TAK
3 36 K M2 86,1 b/d del(16q)(g22) TAK TAK
4 64 K M2 93,1 b/d b/d TAK TAK
5 62 M M2 15,4 ETO+ b/d TAK TAK
6 64 M M2 74,4 b/d b/d NIE NIE
7 45 M M2 354 b/d chr9,22-2,7% TAK TAK
8 25 M Ml 157,0 b/d b/d NIE NIE
9 19 M M2 26,4 b/d b/d TAK TAK
10 55 K M2 11,6 b/d t8 21 NIE NIE
I 21 M M2 13,7 ETO+ t8 21 TAK NIE
12 53 K MI 574 b/d inv3 NIE NIE
13 65 K Mi 395,0 b/d t8 21 NIE NIE
14 52 K Ml 145,0 b/d b/d NIE NIE
I5 51 M MI 11,8 b/d b/d NIE NIE
16 44 K MI 12,0 b/d b/d NIE NIE
17 6l M M2 147,0 FLT3-ITD b/d NIE NIE
18 31 M M2 12,6 b/d Addlé NIE NIE
19 53 M M2 44,7 ETO+ b/d TAK TAK
20 78 M M2 17,1 b/d 45XY -7(16) NIE NIE
21 59 M M2 3,96 b/d addycja 8 TAK TAK
22 58 K M2 10,6 b/d 15,17,8 NIE NIE
23 36 M M2 41,1 b/d del6, del7 NIE NIE
24 54 K M2 1,2 b/d del6, t8_21 B/D B/D
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Zatacznik 4. Lista probek niskoczasteczkowych RNA

Lp. | Wiek | Pte¢ | Rozp. Pochodzenie Czas cRNA [ng/pl] llos¢ RNA [pg]
| 40 M M2 Krew TO 54 54
| 40 M M2 Szpik TO 47 4,7
2 53 K Ml Krew TO 32 32
2 53 K MI Szpik TO 46 4,6
3 36 K M2 Krew TO 74 74
3 36 K M2 Szpik TO 108 10,8
4 64 K M2 Krew TO 56 5,6
4 64 K M2 Szpik TO 77 7,7
5 62 M M2 Krew TO 62 6,2
5 62 M M2 Krew T2 79 7,9
6 64 M M2 Krew TO 55 55
6 64 M M2 Szpik TO 69 6,9
7 45 M M2 Krew TO 59 59
7 45 M M2 Szpik TO 78 78
8 25 M MI Szpik TO 22 22
8 25 M Ml Szpik T2 26 2,6
9 19 M M2 Krew TO 99 9,9
9 19 M M2 Szpik TO 124 12,4
10 55 K M2 Krew TO 77 7,7
10 55 K M2 Szpik TO 89 8,9
I 21 M M2 Krew TO 52 52
I 21 M M2 Szpik TO 69 6,9
12 53 K Ml Krew TO 17 1,7
12 53 K MI Szpik TO 26 2,6
13 65 K Ml Szpik TO 24 24
13 65 K Ml Szpik T2 31 3,1
14 52 K MI Krew TO 35 3,5
14 52 K MI Szpik TO 44 4,4
15 51 M Ml Krew TO 29 2,9
15 51 M MI Szpik TO 32 32
16 44 K MI Krew TO 45 4,5
16 44 K Ml Szpik TO 55 55
17 6l M M2 Krew TO 18 1,8
17 6l M M2 Szpik TO 37 3,7
18 31 M M2 Krew TO 47 4,7
18 31 M M2 Szpik TO 59 59
19 53 M M2 Krew TO 101 10,1
19 53 M M2 Szpik TO 98 9,8
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20 78 M M2 Krew TO 56 5,6
20 78 M M2 Krew T2 68 6,8
21 59 M M2 Krew TO Il Il
21 59 M M2 Szpik TO 98 9,8
22 58 K M2 Krew TO 56 5,6
22 58 K M2 Szpik TO 64 6,4
23 36 M M2 Krew TO 21 2,1
23 36 M M2 Krew T2 29 2,9
24 54 K M2 Krew TO 38 38
24 54 K M2 Szpik TO 44 4,4
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