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Identifikacija mikro RNK u regionima genoma sa retkim strukturnim varijantama kao
potencijalnih genetiCkih uzroc¢nika za nastanak urodenih anomalija bubrega i urinarnog
trakta coveka

Sazetak

Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta (engl. Congenital anomalies of the kidney and
vodi hemodijalizi i transplantaciji bubrega. Retki CNV regioni su medu najées¢im genetickim
varijantama koje su povezane sa nastankom CAKUT-a. Medutim, uloga miRNK ¢iji su geni
lokalizovani u ovim regionima nije ispitana u kontekstu geneti¢kih uzro¢nika nastanka CAKUT-a.
Glavni cilj ove studije bio je identifikacija i funkcionalna interpretacija miRNK koje su najéesce
lokalizovane u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om. Bioinformatickom analizom
pokazano je da 80% pacijenata sa CAKUT-om ima u identifikovanim retkim CNV regionima bar
jedan gen koji kodira miRNK. Analiza mreze miRNK, koje su najcesce lokalizovane u retkim CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, pokazala je dominantnu regulaciju dve miRNK, hsa-
mMiR-484 i hsa-miR-185-5p. Funkcionalna studija pokazala je znac¢ajnu promenu u ekspresiji ovih
miRNK u HEK293 ¢elijskim linijama sa homozigotnom ili heterozigotnom delecijom gena za
pomenute miRNK u odnosu na WT ¢elijske linije, kao i promenu u ekspresiji njihovih ciljnih gena.
Restitucijom nivoa hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p u ¢elijskim linijama sa uvedenom
homozigotnom ili heterozigotnom delecijom gena za miRNK potvrden je potencijal ublazavanja
efekta retkog CNV regiona na ekspresiju ciljnin gena miRNK koje su lokalizovane u ovim
regionima. Ovo istrazivanje ukazuje da bi izmenjena ekspresija ciljnih gena usled delecije gena za
miRNK izazvane retkim CNV regionima mogla predstavljati jedan od mehanizama nastanka i
fenotipske varijabilnosti CAKUT-a.

Kljuéne redi:
CAKUT, Bioinformatika, Mikro RNK, CNV regioni, miRNK mimike, Ekspresija gena.
Nauéna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Genetika



Identification of micro RNAs in regions of the genome with rare structural variants as
potential genetic drivers of congenital anomalies of the kidney and urinary tract in humans

Abstract

Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) are the most common cause
of end-stage renal disease in children, which leads to hemodialysis and kidney transplantation. Rare
CNV regions are among the most common genetic variants underlying CAKUT. However, the role
of miRNAs located in these regions has not been investigated in the context of genetic drivers of
CAKUT. The main aim of this study was the identification and functional interpretation of miRNAs
located in CNV regions associated with CAKUT. Bioinformatic analysis showed that 80% of
CAKUT patients have at least one miRNA gene in the identified rare CNV regions. Network
analysis of miRNAs, which are most often located in rare CNV regions associated with CAKUT,
showed a dominant regulation of two miRNAs, hsa-miR-484 and hsa-miR-185-5p. A functional
study showed a significant change in the expression of these miRNAs in HEK293 cell lines with
homozygous or heterozygous gene deletion for the mentioned miRNAs compared to WT cell lines,
as well as a change in the expression of their target genes. Restitution of hsa-miR-484 and hsa-miR-
185-5p levels in cell lines with introduced homozygous or heterozygous deletion of miRNA genes
confirmed the potential to alleviate the effect of rare CNV regions on the expression of miRNA
target genes located in these regions. This study indicates that altered expression of miRNA target
genes due to deletion of miRNA genes caused by rare CNV regions could represent one of the
mechanisms of the occurrence and phenotypic variability of CAKUT.

Key words:
CAKUT, Bioinformatics, Micro RNA, CNV regions, miRNA mimics, Gene expression.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Genetics



Skracenice

3°’UTR — (engl. 3’ Untranslated Region) 3’ netranslatirajuci region iRNK
5°UTR - (engl. 5’ Untranslated Region) 5’ netranslatirajuci region iRNK
AB — Anomalije bubrega

AGO - (engl. Argonaute) Argonaut proteini

APAF1 — (engl. Apoptosis protease-activating factor-1) Faktor koji aktivira proteazu apoptoze 1
ATF6 — (engl. Activating transcription factor 6) Aktivirajuci transkripcioni faktor 6

BF-2 — (engl. Brain factor 2) Mozdani faktor

BMP7 — (engl. Bone morphogenetic protein 7) Kostani morfogeneticki protein-7

CAKUT - (engl. Congenital anomalies of the kidney and urinary tract) Urodene anomalije bubrega
i urinarnog trakta

Cas9 — (engl. CRISPR-associated protein 9) CRISPR asociran protein 9

CDC42 — (engl. Cell division cycle 42) Transkripcioni regulator ¢elijskog ciklusa 42
cDNK — (engl. Complementary DNA) Komplementarna DNK

ceRNA — (engl. competing endogenous RNA) Kompetiraju¢e endogene RNK

CNV - (engl. Copy Number Variation) Varijacije u broju kopija

CRISPR — (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) Grupisani kratki
palindromski ponovci na jednakim rastojanjima

dbVar - (engl. database of human genomic structural variation) Baza podataka strukturnih
varijanti humanog genoma

DECIPHER - (engl. Databast of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources) Baza podataka o varijantama genoma i fenotipa kod Coveka koja koristi Ensembl
podatke

DGCRS8 — (engl. DiGeorge syndrome Chromosomal [or Critical] Region 8) Di Dzordz sindrom
kriti¢ni region 8 subjedinica mikroprocesorskog kompleksa

DGV - (engl. Database of Genomic Variants) Baza podataka varijanti genoma
DMEM - (engl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) DMEM medijum
DNaza | — Dezoksiribonukleaza 1

DSS — Duplirani sabirni sistem

EGF — (engl. epidermal growth factor) Epidermalni faktor rasta

ER — Endoplazmati¢ni retikulum

EYAl — (engl. EYA Transcriptional Coactivator and Phosphatase 1) EYA transkripcioni
koaktivator i fosfataza 1

FBS — (eng. Fetal Bovine Serum) Fetalni govedi serum

FC — (engl. Fold Change) pokazuje koliko je puta nivo miRNK ili iRNK visi/nizi u ciljnoj grupi u
poredenju sa referentnom grupom uzoraka.



FGF — (engl. Fibroblast growth factor) Faktor rasta fibroblasta

FGF2 — (engl. Fibroblast growth factor 2) Faktor rasta fibroblasta 2

FIS1 — (engl. Mitochondrial Fission 1 Protein) Protein fisije mitohondrija 1
FoSTeS — (engl. fork stalling and template switching) Mehanizam FoSTeS

FRAS1 — (engl. Fraser Extracellular Matrix Complex Subunit 1) Frejzerova subjedinica 1
kompleksa ekstracelijskog matriksa

GAPDH — (engl. Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase) Gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza

GATAS3 — (engl. Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3) Transkripcioni regulator
specifican za T ¢elije

GDF11 — (engl. Growth differentiation factor 11) Faktor diferencijacije rasta 11

GDNF — (engl. Glial cell line-derived neurotrophic factor) Neurotropni faktor poreklom od
glijalnih ¢elija
GFRal — (engl. GDNF family receptor alpha-1) GDNF familija receptora alfa-1

GUDMAP — (engl. GenitoUrinary Development Molecular Anatomy Project) Projekat razvojne
molekularne anatomije genitourinarnog trakta

HEK?293 — (engl. Human Embryonic Kidney 293) Celijska linija humanog embrionalnog bubrega
HOX11 — (engl. T-cell leukemia homeobox protein 1) Homeobox protein 1

KEGG - (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Kjoto enciklopedija gena i genoma
IncRNA — (engl. long non-coding RNA) Duge nekodiraju¢e RNK

MBP7 — (engl. Myelin basic protein 7) Mijelin osnovni protein 7

MDM2 — (engl. Mouse double minute 2 homolog) Double minute 2 homolog misa

miRBase — (engl. Database of published miRNA sequences and annotation) Baza objavljenih
sekvenci i anotacija miRNK

MiRNK — Mikro RNK

MMEJ - (engl. microhomology-mediated end-joining) Spajanje krajeva zasnovano na maloj
homologiji

MREs — (engl. miRNA response elements) miRNK vezivna mesta

N/A — (engl. not applicable) Nije primenljivo

NGS — (engl. Next-Generation Sequencing) Sekvenciranje nove generacije

NHEJ - (engl. nonhomologous end-joining) Nehomologo spajanje krajeva
NOTCH — (engl. Neurogenic locus notch homolog) Neurogeni notch homolog
NOTCH3 — (engl. Neurogenic locus notch homolog 3) Neurogeni notch homolog 3
NPNT — (engl. Nephronectin) Nefronektin

Ns — (engl. Nonsignificant) Nije zna¢ajno



OSR1 — (engl. Protein odd-skipped-related 1) Protein odd-skipped-related 1

OU - Opstruktivne uropatije

p53 — (engl. Tumor Protein p53) Tumor protein P53

PABPC — (engl. poly(A)-binding protein) Protein koji se u citoplazmi veuje za poli(A) rep
PAX2 — (engl. Paired box 2) Paired Box transkripcioni regulator 2

PAX8 — (engl. Paired box 8) Paired Box transkripcioni regulator 8

PDGF-B — (engl. Platelet-derived growth factor subunit B) Subjedinica B faktora rasta koji potice
od trombocita

PDGF-R — (engl. Platelet-derived growth factor receptor) Receptor faktora rasta koji poti¢e od
trombocita

PKD1 — (engl. Polycystin-1) Policistin-1

Pre-miRNK — Prekursor miRNK

Pri-miRNK — Primarni miRNK transkript

gRT-PCR — Reverzna transkripcija i kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu
RARua — (engl. Retinoic acid receptor alpha) Receptor retionoi¢ne kiseline alfa

RARP2 - (engl. Retinoic acid receptor beta) Receptor retionoi¢ne kiseline beta

RET - (engl. RET Receptor Tyrosine Kinase) Receptor tirozin kinaza za neurotropni faktor
poreklom od glijalnih ¢éelija

RHOA — (engl. Ras homolog family member A) Clan familije Ras proteina A

RISC — (engl. miRNA induced silencing complex) Kompleks za utiSavanje ekspresije gena
indukovano molekulom miRNK

SALL1 - (engl. Spalt-Like Transcription Factor 1) Spalt-sli¢an transkripcioni regulator 1
SgRNA — (engl. single guide RNA) Vode¢a RNK

SIX2 — (engl. Sine Oculis Homeobox Homolog 2) Sine Oculis homolog 2

UUO - (engl. Unilateral ureteral obstruction) Unilateralna opstrukcija uretera

VEGF — (engl. Vascular endothelial growth factor A) Vaskularni endotelni faktor rasta A
VUR — Vezikoureteralni refluks

VZU — Valvula zadnje uretre



Sadrzaj

LU 1Yo o TP TSSO PP RO TPV URURPRURRPIR
1.1. Molekularna osnova razvi¢a bubrega i urinarnog SiSteMA .........ccovververeereeniesisieeseeseneene 1
1.2. Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta...........cccveiivieiiiieiiiiie e 2

1.2.1.  Klinicke karakteristike CAKUT-a .......ccccviiiiieiiiieiiiee e sae e snaee e 3
1.3. Geneticka osnova nastanka CAKUT-8.........coouiiiiiiiiiiiiiese e 5
1.4, VarijaCije U DrOjU KOPIJA.....ccuiiieiiee ettt sttt ettt ae st e beenbe e sreenneenee e 5

1.4.1. Mehanizmi nastanka varijacija u broju KOPIja.........ccccooeieiiiiiiniiieiecccese e 7
1.5. CNV regioni koji su asocirani Sa CAKUT-0M .....ccoiiiiiiiiiiiiesenie e 8
1.6. Biogeneza i funkcija MIRNK ........coiiiiii e 8
1.7. Manipulacija nivoa miRNK korisé¢enjem miRNK mimika...........c.ccoovvviiiiiniiniiniiniccien, 11
1.8. MIKIO RNK U CAKUT U w.vitiiiieieaiiesiiesie e st et ee e sas e s e stessessseesesseesseensesnessseessessessseensens 11

A O | =Y I > T - LSS S SSORTRSPRN 13

3. MALEFTJAL 1 METOUE ...ttt b bbbt e e e e e e 14

3.1. Prikupljanje podataka o retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om ............ 15

3.2. Opterecenje gena koji kodiraju miRNK retkim CNV regionima koji su asocirani sa

(O N (U 1o ] 1 PRSP 15

3.3. Mapiranje 1 identifikacija miRNK koje su najces¢e lokalizovane u retkim CNV regionima

Koji SU @SOCITaNT SA CAKUT-0M......oiiiiiiiiiiiiieie et 16

3.4. Bioinformaticka analiza miRNK i miRNK familija koje su najcesce lokalizovane u retkim

CNV regionima koji su asocirani Sa CAKUT-0M ........cccceiieiieiiiie e 18

3.5, ClIJSKE T .ovvvrvevereceecececeeeeesee e se et ese e snae s st n s sen e 18

3.6, CRIGSKA KUIUTA ......cv.eoveceeeeeeeeese ettt ettt enensneenees 19

3.7. SEKVENCITAN]& NOVE JENEIACIJE ...oveeveerieiectie st ettt te st e ste et be e ae e teeste e steeaeeneennas 20

3.8. Selekcija miRNK kandidata i njihovih ciljnih gena ... 21

3.9. Tranzijentna transfekcija Celija........oovviiiiiiiiiiiiiiii 22

3.10. Ekstrakcija ukupne RNK iz kultivisanih Celija..........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiieieee e 23

3.11. REVEIZNA trANSKIIPCIA ....veuveeiieitisieeiieieeee ettt 24

3.12. Relativna kvantifikacija ekspresije miRNK i iIRNK ciljnih gena..........ccccooeiiiiniinnnnn. 25

3.13. Analiza relativnih nivoa mMiIRNK TIRNK ... 26

A REZUITATE ..ot b bbbt b bbb bbb bt bbb 27
4.1. Procena opterecenja gena koji kodiraju miRNK, retkim CNV regionima koji su asocirani sa
CAKUT-0M bbb bbb bbbt b e b b e e Rt bbb e et e e bt b b 27
4.2. Identifikacija miRNK koje su najceSe lokalizovane u retkim CNV regionima koji su asocirani
SA CAKUT0IM L. b et b e e e 29
4.3. Bioinformatic¢ka analiza miRNK koje su najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima koji
SU @SOCITANT SB CAKUT-0IM ...ttt bbb bbb eneas 32

4.4. Analiza miRNoma primenom metode sekvenciranja NoOVe generacije ........ccccoveevvevvesiveenn. 36



4.5. Kvantifikacija ekspresije miRNK kandidata i IRNK ciljnih gena .........cccooevvevviceineveennne, 38
4.5.1. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-484, hsa-miR-185-5p i iRNK ciljnih gena u

nokaut ¢elijskim linijama i HEK293 WT .......ooi i 38
4.5.2. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-484, hsa-miR-185-5p i iRNK ciljnih gena
nakon tretmana celijskih linija odgovaraju¢im miRNK mimikama............ccccviiniiiiniiiniiinnnns 43
T I 151 QU] | - SO SSSSPSRSPR

5.1. Opterecenje gena koji kodiraju miRNK CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om ..53

5.2. Identifikacija 1 bioinformaticka interpretacija miRNK 1 miRNK familija koje su najcesce

lokalizovane u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-0M .........ccccuviiiiieiinincneneseeen 54

5.3. Analiza miRNoma HEK293 WT, HEK293 MIR484 KOM' i HEK293 MIR185 KQMM

CRISKIN TINTJA 1.ttt bbbttt b ettt et 56

5.4. CNV regioni uti¢u na promenu u ekspresiji miRNK kandidata in vitro i posledi¢no na

promenu u ekspresiji NjINOVIR CHJNIN GBNA ........coi i 56

5.5. Efekat restitucije nivoa hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p na ekspresiju ciljnih gena............... 61
0. ZZAKLJUCCH ..ot nne s
A L =] = 1 (- VOSSOSO PSP PRPRTSRPTS
BIOGRAFIJA AUTORA

Izjava o autorstvu
Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada
Izjava o koris¢enju



1.Uvod

Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta (engl. Congenital anomalies of the kidney and
urinary tract — CAKUT) obuhvataju spektar strukturnih i funkcionalnih poremecaja urinarnog
sistema, koji nastaju tokom intrauterinog fetalnog razvoja (Toka i sar., 2010; Renkema i sar., 2011;
Rodriguez, 2014). CAKUT je najc¢es¢i uzroénik terminalne bubreZne insuficijencije, koja vodi
hemodijalizi i transplantaciji u ranom zivotnom dobu (Ramayani i sar., 2018). Ipak, iako su
posledice znaCajne, molekularna osnova nastanka CAKUT-a je 1 dalje nedovoljno istrazena. To
otezava postavljanje dijagnoze i pruzanje odgovarajuce terapije. Proucavanje molekularnih
mehanizama koji dovode do nastanka CAKUT-a, ne samo da je od suStinskog znacaja za
razumevanje same patogeneze, ve¢ i za identifikaciju novih molekularnih targeta koji bi mogli biti
kljucni za buduce metode predikcije 1 prevencije nastanka CAKUT-a.

Glavni fokus istrazivanja u okviru ove disertacije je bio usmeren na identifikaciju i
funkcionalnu interpretaciju mikro RNK (miRNK) na koje uti¢u retki CNV regioni (engl. Copy
number variation) koji su asocirani sa CAKUT-om. Da bi se utvrdio efekat delecije gena koji kodira
miRNK na ekspresiju ciljnih gena, radena je funkcionalna studija u kojoj su dizajnirani model
sistemi, celijske linije sa heterozigotnom i homozigotnom delecijom selektovanih gena za miRNK,
nakon Cega je radena i restitucija nivoa miRNK u pomenutim modelima za funkcionalnu potvrdu
njihovog efekta na ciljne gene kandidate. Budu¢i da je sve vise klini¢kih studija koje istrazuju
terapijski efekat restitucije nivoa miRNK sa izmenjenom ekspresijom u razli¢itim bolestima,
identifikacija i karakterizacija funkcionalnog efekta broja kopija gena koje kodiraju miRNK na
razvoj CAKUT-a, mogli bi ukazati na nove miRNK kao potencijalne terapeutike.

1.1. Molekularna osnova razvi¢a bubrega i urinarnog sistema

Embrionalno razvi¢e bubrega i1 urinarnog trakta je precizno kontrolisan proces od strane
prostorno i vremenski regulisanih kompleksnih mehanizama molekularnih interakcija.
Komunikacija izmedu metanefrickog mezenhima 1 ureterovog pupoljka je kljuc¢an proces za razvoj
bubrega. Tokom razvica, kada ureterov pupoljak dode u kontakt sa metanefricnim mezenhimom,
prolazi kroz kaskadu grananja koja ¢e formirati slozenu mrezu tubula koji ¢e kasnije postati sabirni
kanali, bubrezne ¢aSice, bubrezna Karlica, i ureteri. GDNF (engl. Glial cell line-derived
neurotrophic factor) — RET (engl. RET Receptor Tyrosine Kinase) signalni put ima centralnu ulogu u
pupljenju uretera, a regulisan je od strane mnogobrojnih faktora koji uklju¢uju GFRal (engl. GDNF
family receptor alpha-1), EYAL (engl. EYA Transcriptional Coactivator and Phosphatase 1), HOX11
(engl. T-cell leukemia homeobox protein 1), SALL1 (engl. Spalt-Like Transcription Factor 1), SIX2
(engl. Sine oculis homeobox homolog 2), PAX2 (engl. Paired box 2), OSR1 (engl. Protein odd-
skipped-related 1), GDF11 (engl. Growth differentiation factor 11), FRAS1 (engl. Fraser
extracellular matrix complex subunit 1), NPNT (engl. Nephronectin), GATA3 (engl. Trans-acting T-
cell-specific transcription factor GATA-3), B-katenin (Moore i sar., 1996; Schuchardt i sar., 1994,
Cacalano i sar., 1998; Abdelhak i sar., 1997; Wellik i sar., 2002; Nishinakamura i sar., 2001; Xu i
sar., 2003; Brophy i sar., 2001; Esquela i Lee, 2003; James i sar., 2006; Pitera i sar., 2008; Grote i
sar., 2008; Marose 1 sar., 2008). Istovremeno, recipro¢ne interakcije izmedu metanefrickog
mezenhima i ureterovog pupoljka igraju kljuénu ulogu u indukovanju nefrogeneze, pri ¢emu
odredene mezenhimske celije prolaze kroz tranziciju epitela u mezenhim i formiraju bubrezne
vezikule u blizini vrhova novoformiranih grana uretera, od kojih ¢e se formirati nefroni,
funkcionalne jedinice bubrega (Blake i Rosenblum, 2014). WNT proteini, posebno WNT9b i
WNT4 u okviru WNT signalnog puta imaju kriti€énu ulogu u ovom procesu (Stark i sar., 1994).
Tubulogeneza i vaskularizacija nastalog glomerula regulisane su faktorima poput VEGF (engl.
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Vascular endothelial growth factor), BF-2 (engl. Brain factor 2), BMP7 (engl. Bone morphogenetic
protein 7), PDGF-B (engl. Platelet-derived growth factor subunit B), PDGF-R (engl. Platelet-
derived growth factor receptor), FGF2 (engl. Fibroblast growth factor 2), PAX8 (engl. Paired box
8), NOTCH (engl. Neurogenic locus notch homolog) (Eremina i sar. 2003; Hatini i sar., 1996;
Alpers 1 sar., 1992; Perantoni i sar., 1995). Medutim, ne prolaze sve mezenhimske celije kroz
tranziciju epitela u mezenhim, ve¢ ostaju kao celije strome izmedu tubula u razvoju. Neki faktori
kao $to su MBP7 (engl. Myelin Basic Protein 7) i FGF (engl. Fibroblast growth factor) inhibiraju
apoptozu neindukovanog metanefricnog mezenhima i posledi¢no uti¢u na povecéanje broja celija
strome. Ove celije takode stimuliSu morfogenezu grananja uretera kroz eksprimiranje receptora
retionoi¢ne kiseline RARa (engl. Retinoic acid receptor alpha) i RARB2 (engl. Retinoic acid
receptor beta). Kroz precizno regulisanje ekspresije svih ovih gena i molekularne interakcije
njihovih produkata - proteina obezbeduje se formiranje funkcionalnih bubrega i urinarnog trakta, a
promena u ovim procesima moze dovesti do razvoja CAKUT-a (Vivante i sar., 2014; Schedl, 2007),
$to naglasava vaznost razumevanja geneticke osnove molekularnih mehanizama koji su u osnovi
razvic¢a bubrega 1 urinarnog trakta.

U cilju boljeg razumevanja molekularne osnove razvi¢a bubrega i urinarnog trakta zapocet
je  GUDMAP projekat (engl. GenitoUrinary Development Molecular Anatomy Project)
(https://www.atlas-d2k.org/gudmap/) koji kroz konzorcijum laboratorija radi na generisanju
podataka ekspresije gena tokom razvi¢a bubrega i urogenitalnog sistema misa i ¢oveka. To ¢e biti
osnova za pravljenje repozitorijuma podataka velikog obima i razvoj novih alata za istrazivanje
CAKUT-a i implementaciju GUDMAP4 faze u periodu od 2021. do 2026. godine $to ¢e omoguciti
sveobuhvatno razumevanje gena ukljucenih u razvoj, starenje i regeneraciju organa. lako je dosta
gena koji su ukljuéeni u kontrolu embrionalnog razvica bubrega i urinarnog trakta vec
identifikovano, istrazivanje njihovih medusobnih interakcija i nadina regulacije u nastanku
CAKUT-a je i dalje aktuelno jer se jo§ uvek ne zna koji su geni, odnosno geneticki regulatori glavni
pokretaci razvojnih anomalija (Blake i Rosenblum, 2014; Dressler, 2006). Takode, CAKUT je jedna
od bolesti koja je odabrana kao studija slucaja za Evropski program za retke bolesti (engl. European
Joint Programme on Rare Diseases — EJP RD) (https://www.ejprarediseases.org/what-is-
ejprd/project-structure/). Ovaj program se fokusira na integraciju istrazivanja koja su sprovedena u
viSe od 130 institucija iz 30 zemalja. EJP RD projekat razvija bioinformaticke strategije za
sveobuhvatnu analizu i integraciju prethodno objavljenih podataka 0 miRNomu, proteomu i
peptidomu dobijenih iz amnionskih te¢nosti trudno¢a koje ukljucuju fetuse sa teskim i blazim
oblikom CAKUT-a.

1.2. Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta

Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta pogadaju oko 1 od 500 dece (Lanzoni i sar.,
2017), $to ih €ini najces¢im urodenim anomalijama. Odgovorne su za 34-59% slucajeva terminalne
bubrezne insuficijencije kod dece (Ramayani i sar., 2018) i u osnovi su 41,3% svih transplantacija
bubrega kod dece (Chesnaye i sar, 2014). CAKUT se obi¢no dijagnostikuje ultrazvukom
prenatalno ili kasnije u zivotu zbog komplikacija koje se javljaju. Pacijenti sa CAKUT-om cesto
imaju ucestale infekcije urinarnog trakta. Medicinska nega ovih pacijenata moze biti slozena i
zahteva multidisciplinarni pristup koji je prilagoden pacijentu. Terapijske opcije su ograni¢ene na
simptomatske tretmane koji se fokusiraju na ocuvanje funkcije bubrega, prevenciju infekcija
urinarnog trakta, poboljSanje kvaliteta Zzivota, ublaZzavanje simptoma terminalne bubreZzne
insuficijencije 1 ako je potrebno, obezbedivanje terapije transplatacije bubrega. Zbog toga su
eksperimentalna 1 klinicka istrazivanja neophodna kako bi se ovim pacijentima osiguralo
pravovremeno pracenje bolesti, primena adekvatne terapije, procena rizika od kasnijih komplikacija
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i na kraju postizanje klinicki boljeg ishoda (Song i Yosypiv, 2011; Murugapoopathy i Gupta, 2020) i
pronalazenje novih biomarkera (Stankovi¢, 2021).

1.2.1. Klini¢ke karakteristike CAKUT-a

CAKUT je heterogeno oboljenje koje moze obuhvatati razlicite strukturne i funkcionalne
anomalije bubrega i uretera, kako jednostrano, tako i obostrano. Osim toga, moze obuhvatati vise
pojedina¢nih ili udruzenih poremecaja na gornjim i donjim Segmentima bubreZzno-urinarnog
sistema.

Najcesc¢e koriS¢ena klasifikacija CAKUT-a zashiva se na anatomskim karakteristikama
(Slika U1). Bubrezne anomalije obuhvataju promene u broju, veli¢ini, polozaju ili obliku bubrega,
koje se mogu primetiti na makroskopskom nivou. Mikroskopski, ove anomalije se prepoznaju kroz
smanjen broj nefrona ili prisustvo abnormalne histologije. Promene u broju bubrega ukljucuju
prisustvo viSe bubrega ili potpuno odsustvo bubrega (ageneza). Jednostrana ageneza bubrega je
Cesto asimptomatska, ali oko 50-70% pacijenata moze imati prisustvo drugih urogenitalnih
anomalija kao Sto je displazija, ektopija, refluks i proteinurija. Sa druge strane, obostrana ageneza
(poznata kao Potterov sindrom) je nekompatibilna sa Zivotom. Veli¢ina bubrega je prvenstveno
odredena ukupnim brojem nefrona koji se formiraju tokom razvoja. Hipoplazija bubrega oznacava
smanjenje mase parenhima bubrega usled nedovoljnog broja nefrona, koji su inace intaktni, dok
displasticni bubreg karakteriSu strukture koje se nisu razvile na normalan nacin, poput nezrelih
nefrona, nediferencirane strome i nekompletnog grananja. Displasti¢ni bubrezi mogu biti manji,
normalne veli¢ine ili blago uveéani u poredenju sa zdravim bubrezima. Multicisti¢ni displasti¢ni
bubreg je jedan oblik bubrezne displazije, koga karakteriSu prisustvo cista razli¢itih veli¢ina i
odsustvo normalnog razvi¢a pijelokaliksnog sistema. Defekti poloZaja bubrega nastaju kada su
bubrezi pomereni duz prednje-zadnje osovine u abdomenu ili mediolateralno u odnosu na njihovu
normalnu lokaciju u odnosu na sredinu tela. Svaka promena polozaja bubrega moZze rezultovati
fuzijom bubrega. Potkovic€asti bubreg je stanje u kome bubrezi nemaju normalan pasuljast oblik,
ve¢ je doslo do delimicne fuzije bubrega, gde su oni medusobno spojeni na donjim polovima i
formiraju strukturu u obliku potkovice. Bubrezni parenhim moze biti histoloSki normalan ukoliko
nije oStecen usled prisustva refluksa ili opstrukcije. U slucaju potpune fuzije, javlja se bubreg u
obliku palacinke, koji je smeSten u sredini karlice. Migracija bubrega tokom razvica se odvija
istovremeno sa rotacijom bubrega kada svaki bubreg rotira za 90° ka unutra. Ektopi¢ni bubrezi
nastaju prekidom migracije bubrega ka bubreznoj lozi. Bubreg se moze zaustaviti u polozaju koji je
nizi (karli¢no) ili visi (torakalno) u odnosu na normalan polozaj, a ektopija moze biti jednostavna ili
ukrStena kada se bubreg nalazi na suprotnoj strani od mesta ulaska uretera u beSiku. Malrotirani
bubrezi su abnormalno rotirani duz njihove duZe ose. BubreZni parenhim je jedini deo urinarnog
sistema koji proizvodi urin, a najée$¢e stanje koje pogada ovaj deo su ciste (Jain i Chen, 2019;
Stonebrook i sar., 2019).

Anomalije urinarnog trakta obuhvataju opstruktivne i refluksne anomalije, koje mogu biti
anatomske ili funkcionalne. Opstruktivne anomalije karakteriSe suzenje koje otezava, usporava ili
potpuno prekida protok urina, dok refluksne anomalije podrazumevaju retrogradni tok urina u
manjem 1ili veCem obimu u poredenju sa fizioloSkim protokom. Vrste opstruktivnih anomalija
ukljucuju opstrukciju ureteropelvi¢nog spoja (UPS), opstrukciju ureterovezikalnog spoja (UVZ) i
megaureter. Za razliku od opstruktivnih anomalija koje uzrokuju poteSko¢e u protoku urina,
refluksne anomalije karakteriSe retrogradni tok urina iz mokraéne beSike u ureter, a zatim dalje kroz
pijelokaliksni sistem i bubreznu karlicu, pri cemu moze da dovede do oStecenja parenhima svojim
retrogradnim pritiskom. Kod primarnog veziko-ureteralnog refluksa (PVUR), valvula izmedu izmedu
uretera i mokrac¢ne besike se ne zatvara pravilno, zbog ¢ega dolazi do vra¢anja urina kroz ureter prema
bubrezima. Sa druge strane, sekundarni VUR je prouzrokovan defektima donjeg urinarnog trakta, kao
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Sto su valvula zadnje uretre ili ureterocela. Mnoga deca, posebno ona sa VUR-om niskog stepena,
prerastaju ovu anomaliju tokom rasta, §to je verovatno posledica produZenja submukoznog
segmenta uretera. Medutim, ove anomalije povecavaju rizik od infekcija urinarnog trakta, a neuspeh
da se ispravi anomalija moze dovesti do ostecenja bubrega ili ¢ak do potpunog gubitka funkcije
bubrega. Hidronefroza je stanje u kojem dolazi do dilatacije bubrezne karlice i caSica, obi¢no
uzrokovane prekidom normalnog toka urina. Tako, hidronefroza predstavlja posledicu direktnih i
indirektnih efekata stanja koja uti¢u na tok urina i nije sama po sebi poseban entitet bolesti. Pored
ovih funkcionalnih anomalija sprovodnog sistema, postoje i anatomske: dupliranje, ageneza i
ektopija uretera (Rodriguez, 2014; Jain i Chen, 2019; Stonebrook i sar., 2019).

Defekti donjeg urinarnog trakta (mokra¢ne besike i uretre) obuhvataju agenezu i ekstrofiju
mokraéne besike, valvulu zadnje uretre (VZU) ili agenezu uretre. VZU je opstrukcija prednjeg dela
uretre koji je najblizi izlazu iz mokraéne besike (Jain i Chen, 2019; Stonebrook i sar., 2019).

Varijabilnost ispoljavanja CAKUT-a predstavlja veliki izazov u pedijatrijskoj medicini,
budué¢i da moze uzrokovati Sirok spektar simptoma i komplikacija. Ove anomalije su cesto
povezane sa ¢e$¢im bubreznim infekcijama i oSteCenjem bubrezne funkcije, Sto moze dovesti do
hemodijalize ili transplantacije bubrega kod dece.

Meduzavisnost razli¢itih razvojnih puteva objaSnjava zaSto defekti u razli¢itim genima
mogu dovesti do sli¢cnih fenotipova (Blake i Rosenblum, 2014). Takode, to ilustruje i razlog zbog
kog mutacija u jednom genu moze imati plejotropne efekte, ¢ime se naglasava da sama morfoloska
klasifikacija ne moze precizno predvideti primarnu promenu u genomu (Sanna-Cherchi 1 sar.,
2007).

- Vise bubrega
Ageneza
| Velicina [—Hipoplazija, hiperplazija

Potkovicast bubreg

Ektopija
Malrotacija
Distopija

Cistiéna displazija
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Opstruktivne (UVZ, UPS)
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Slika Ul. Fenotipski spektar urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta. Preuzeto i
adaptirano iz Khan i sar., 2022.



1.3. Geneti¢ka osnova nastanka CAKUT-a

Iako se CAKUT najéescée javlja sporadi¢no, moze biti prisutan i u porodicama. Pacijenti sa
CAKUT-om ¢esto imaju ¢lanove porodice koji takode imaju neku od anomalija urinarnog sistema,
iako mozda bez ikakvih simptoma. Takode fenotipska varijabilnost medu ¢lanovima porodice sa
istom promenom u genomu, varira u rasponu od asimptomatskih strukturnih abnormalnosti do
uznapredovale bubrezne insuficijencije (Schwaderer i sar., 2007; Kerecuk i sar., 2007). Porodi¢ni
oblik CAKUT-a prisutan je u 10-20% sluc¢ajeva, pri ¢emu se nasleduju na autozomno dominatan ili
rede, autozomno recesivan nacin (Sanna-Cherchi i sar., 2005; Sanna-Cherchi i sar., 2007). Takode,
CAKUT se moze javiti u sindromskom i nesindromskom obliku. Nesindromski, izolovani CAKUT
se javlja kao pojedinacna malformacija, ograni¢ena na bubrege i urinarni trakt dok se u
sindromskom obliku bubrezni defekti javljaju u kombinaciji sa defektima drugih organa (Sanna-
Cherchi i sar., 2007). Kada je prisutno vise od jedne anomalije, mogu biti nezavisne ili je uloga
jedne od njih centralna u nastanku fenotipa (Pope i sar., 1999; Hiraoka i sar., 2002).

Autozomno dominantna mutacija u genu PAX2 moze dovesti do sindromskog CAKUT-a
(Sanyanusin 1 sar., 1995). PAX2 ucestvuje u pravilnom razvoju oka, bubrega i centralnog nervnog
sistema (Sanyanusin i sar., 1995). Kada nedostaje jedan funkcionalni alel usled delecije koja menja
okvir ¢itanja, dolazi do razvoja hipoplasti¢nih bubrega, koji se odlikuju smanjenim brojem nefrona.
Medutim, potpuni nedostatak funkcionalnog proteina, dovodi do mortaliteta zbog odsustva
funkcionalnih bubrega (Nishimoto i sar., 2001). Za vise od 50 gena je pokazano da ucestvuju u
patogenezi izolovanog i sindromskog CAKUT-a (Sanyanusin i sar., 1995; Abdelhak i sar., 1997;
Nishimura i sar., 1999; Lindner i sar., 1999; Sanna-Cherchi i sar., 2018), od kojih su najcesce
patogene promene u HNF1B i PAX2, koje objasnjavaju oko 5%-15% slucajeva pacijenata sa
CAKUT-om (Weber i sar., 2006; Heidet i sar., 2010; Thomas i sar., 2011; Madariaga i sar., 2013;
Ahn i sar., 2020). Medutim, iako broj identifikovanih gena koji su asocirani sa CAKUT-om raste,
pokazalo se da je njihov doprinos riziku za razvoj CAKUT-a mnogo manji od ocekivanog
(Nicolaou i sar., 2016) i da su promene u ovim genima identifikovane kod svega 6-20% pacijenata
sa CAKUT-om (Nicolaou i sar., 2015).

Geneticke varijante u genima koji su povezani sa razvi¢em bubrega i urinarnog trakta i/ili sa
gubitkom bubrezne funkcije usled inflamacije i/ili infekcije Cesto su asocirani sa nastankom
CAKUT-a i tezinom bolesti (Kosti¢ i sar., 2004; Stankovi¢ i sar., 2010; Spasojevi¢-Dimitrijeva i
sar., 2010; Djuric i sar., 2014).

vvvvv

genetickim varijantama koje su asocirane sa nastankom ovih anomalija (Capone i sar., 2017).

1.4. Varijacije u broju kopija

Varijacije u broju kopija predstavljaju segmente DNK koji se ponavljaju u genomu u
razli¢itom broju kopija u poredenju sa referentnim genomom (Nakatochi i sar., 2021). Razlikuju se
po veli¢ini, u rasponu od >50 baznih parova (Alkan i sar., 2011) do nekoliko megabaza (Mbp) i
mogu da obuhvataju veéi broj gena (Thapar i Cooper, 2013). CNV regioni mogu biti Cesti, kada je
njihova ucestalost u ops$toj populaciji >1% i retki kada je njihova ucestalost u opstoj populaciji <1%
(Nakatochi i sar., 2021).

Varijacije u broju kopija se mogu klasifikovati u dva tipa: nebalansirane varijante, poput
delecija, duplikacija i insercija i balansirane varijante kao Sto su inverzije 1 translokacije (Feuk 1 sar.,

2006) (Slika U2). Balansirane varijante na uti¢u na broj kopija odredenog DNK segmenta u
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poredenju sa referentnim genomom, dok nebalansirane varijante menjaju broj kopija odredenog
DNK segmenta u poredenju sa referentnom genomu.

lako varijacije u broju kopija mogu biti neutralne ili ¢ak predstavljati prednost za svog
nosioca (Zhang i sar., 2009), neke od njih mogu biti Stetne jer su odredeni geni posebno osetljivi na
promene u broju kopija. Duplikacije ili delecije ovih gena mogu dovesti do bolesti koje se u ovom
slu¢aju oznacavaju kao genomski poremecaji (Lupski, 1998).

CNV regioni su ¢esto prisutni u genomima zdravih osoba bez ocigledne povezanosti sa
bolestima (Sebat i sar., 2004; Redon i sar., 2006; McCarroll i sar., 2006). Oni objasnjavaju vecu
meduindividualnu varijabilnost izmedu genoma u smislu ukupnog broja ukljuc¢enih baza nego sve
varijante na nivou jednog nukleotida i male insercije-delecije (indel), zajedno (Sudmant i sar., 2015;
Lupski i1 sar., 2015). Medutim, iako postoje CNV regioni koji su benigni u ¢ovekovom genomu,
mnogi su ipak povezani sa etiologijom razli¢itih bolesti (Stankiewicz i Lupski, 2010; Girirajan i
sar., 2011). Zbog toga se CNV regioni sve viSe prepoznaju kao zna¢ajan izvor ne samo geneticke
raznovrsnosti u opstoj populaciji, ve¢ i kao uzro¢ni faktori u mnogim bolestima.

Promena u broju kopija jednog ili viSe gena, uzrokovana velikom delecijom ili
duplikacijom, najc¢es$¢i je mehanizam patogeneze bolesti posredovane CNV regionima. Drugi
mehanizmi ukljuCuju inaktivaciju gena putem intragenskih CNV regiona, S§to dovodi do
haploinsuficijencije (Boone i sar., 2010; Wiszniewska i sar., 2014). CNV regioni takode mogu da
izmene ekspresiju gena koji su uzvodno ili nizvodno od CNV regiona, tako $to ometaju regulatorne
elemente kao §to su pojacivaci ili promotori (Zhang i Lupski, 2015; Chiang i sar., 2017). Jo§ jedan
vazan aspekt je da CNV moze biti znacajan pokazatelj na osnovu kog se mogu otkriti recesivni
poremecaji, kada delecija jednog alela gena uzrokuje ispoljavanje tackaste mutacije na drugom
alelu, Sto dovodi do bolesti.

Sistematizacijom CNV regiona generisane su javne baze podataka, kao $to su dbVar (engl.
database of human genomic structural variation) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/), DGV
(engl. Database of Genomic Variants) (https://www.ebi.ac.uk/dgva/), DECIPHER (engl. DatabaskE
of genomiC varlation and Phenotype in Humans wusing Ensembl Resources)
(https://www.deciphergenomics.org/) i ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), koje
obezbeduju arhiviranje klinicki zna¢ajnih CNV regiona ili onih koji su identifikovani kod zdravih
kontrola.
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Nebalansirani CNV regioni
A. Delecije B. Duplikacije

C. Insercije

Balansirani CNV regioni
D. Inverzije E. Translokacije
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Slika U2. Tipovi varijacija u broju kopija. A) Delecije, B) Duplikacije, C) Insercije, D) Inverzije
I E) Translokacije. Preuzeto i adaptirano iz Nakatochi i sar., 2021.

1.4.1. Mehanizmi nastanka varijacija u broju kopija

Nekoliko molekularnih mehanizama je ukljuc¢eno u formiranje CNV regiona, ukljucujudi i
one vezane za rekombinaciju DNK, reparaciju i replikaciju (Hastings i sar., 2009; Carvalho i
Lupski, 2016). CNV mozZe nastati kao posledica nealelske homologe rekombinacije, kada dolazi do
interhromozomskog 1 intrahromozomskog krosingovera. U slu¢aju nealelske homologe
rekombinacije koja se deSava u okviru jedne hromatide jednog hromozoma, dolazi do delecije
genetickog materijala, a ako se deSava izmedu dve sestrinske hromatide moze do¢i do inverzije.

Jo§ nekoliko molekularnih mehanizama je uklju¢eno u formiranje CNV regiona, kao §to su
nehomologo spajanje krajeva (engl. nonhomologous end-joining — NHEJ), spajanje krajeva
zasnovano na maloj homologiji (engl. microhomology-mediated end-joining — MMEJ), i
mehanizam FoSTeS (engl. fork stalling and template switching). NHEJ je primarni put za popravku
dvolancanih prekida DNK (Lieber, 2010). NHEJ ne zahteva visoku homologiju sekvence, za razliku
od nealelske homologe rekombinacije. MMEJ je alternativni NHEJ mehanizam u kome se
dvolancani prekidi popravljaju koris¢enjem mikrohomologije sekvenci koja obi¢no obuhvata 5-25
bazna para (McVey i Lee, 2008). FoSTeS je mehanizam koji se aktivira kada dode do greske tokom
procesa replikacije DNK. U ovom mehanizmu, kada dode do zaustavljanja replikacione viljuske
usled jednolanc¢anog prekida, zaostajuci lanac prelazi sa originalne na drugu replikacionu viljusku
koja se nalazi u blizini. Ovo je pra¢eno nastavkom replikacije DNK, ali i formiranjem CNV-a (Lee i
sar., 2007).



1.5. CNV regioni koji su asocirani sa CAKUT-om

Veliki broj retkin CNV regiona je asociran sa CAKUT-om, $to ukazuje da su razvoj bubrega
i urinarnog trakta ¢oveka posebno osetljivi na promenu broja kopija gena (Sanna-Cherchi i sar.,
2012; Westland i sar., 2015; Siomou i sar., 2017; Verbitsky i sar., 2019; Ahn i sar., 2020). U velikoj
studiji, koja je obuhvatala 522 pacijenta sa CAKUT-om i 13 000 kontrola, je prijavljeno da skoro
17% pacijenata sa CAKUT-om ima patogene CNV regione (Sanna Cherchi i sar., 2012).

Poznavanje genetickih uzro¢nika nam omogucava da razumemo koji bioloski put je
ukljucen u razvoj bolesti kao i da postavimo ta¢nu dijagnozu. Medutim, Cesto se deSava da iako
identifikovani CNV ispunjava kriterijume da bude okarakterisan kao patogen ili uslovno patogen,
geneticki uzro¢nik koji dovodi do nastanka bolesti obi¢no nije precizno definisan (Verbitsky i sar.,
2019). U dosadasnjim studijama je glavni fokus bio na genima koji kodiraju proteine, dok su geni
za nekodirajuce transkripte, obuhvaceni retkim CNV regionima ostali nedovoljno istrazeni. U
okviru nekodirajucih transkripata, miRNK imaju najveéi potencijal da reguliSu ekspresiju veceg
broja ciljnih gena. Promene u broju kopija ovih gena moze rezultovati izmenjenim funkcionisanjem
kompletnih signalnih puteva, ¢ine¢i ih znacajnim kandidatima za dalja istrazivanja. To podrzava
potrebu za istrazivanjem CNV regiona koji su asocirani sa pojavom CAKUT-a, pored gena koji
kodiraju proteine, jer bi se u ovim regionima moglo sakriti mnoStvo mocnih molekularnih
regulatora. Mikro RNK su jedan od tih potencijalnih regulatora koji imaju sposobnost da
koordinaraju regulatorne mreze genoma (Martinez i Walhout, 2009; Lai i sar., 2016).

1.6. Biogeneza i funkcija miRNK

miRNK su kratke (18-25 nukleotida), evoluciono oc¢uvane, endogeno eksprimirane RNK,
koje pripadaju porodici nekodiraju¢ih RNK molekula (Ha i Kim, 2014). Hiljade novih miRNK se
otkrije svake godine u razli¢itim organizmima (Xie i Steitz, 2014; Baumgart i sar., 2017) i prema
bazi podataka za miRNK, miRbase (https://www.mirbase.org/), oko 2 000 funkcionalno razli¢itih
miRNK je identifikovano kod ¢oveka, do danas. miRNK su modulatori koji reguliSu ekspresiju
gena na post-transkripcionom nivou reguliSuci stabilnost 1 translaciju iRNK, zbog ¢ega su ukljuceni
u skoro svaki bioloski proces kao $to su regulacija deobe ¢elija, diferencijacija, rast i apoptoza
(Friedman i Jones, 2009).

Geni koji kodiraju miRNK se nalaze Sirom genoma 1 mogu biti lokalizovani u intergenskim
ili intragenskim regionima. U nukleusu, geni za miRNK se prepisuju aktivnoSéu enzima RNK
polimeraze Il u primarne miRNK transkripte (pri-miRNK) duzine vise od 1kb (Wahid i sar., 2010).
Pri-miRNK formira dvolanc¢anu strukturu ukosnice, koja se sastoji od drske i petlje i kodira jednu ili
dve zrele miRNK. Drska pri-miRNK se sastoji iz donjeg funkcionalnog dela, dugackog 11 baznih
parova i gornjeg funkionalnog dela, dugackog 22 bazna para. Ovu pri-miRNK prepoznaje
mikroprocesorski kompleks i see je kako bi nastala prekursorska miRNK (pre-miRNK), duzine
oko 70 nukleotida. Mikroprocesorski kompleks ¢ine Drosha i DGCR8. Kompleks prepoznaje pri-
miRNK transkript pomo¢u DGCRS proteina, dok Drosha sece pri-miRNK izmedu donjeg i gornjeg
funkcionalnog dela drske, tj. 11 baznih parova od pocetka dvolan¢ane RNK (Ha i Kim, 2014).

Pre-miRNK se eksportuje u citoplazmu pomocu proteina transportera, eksportin 5. Ovaj
transporter prepoznaje 2 nukleotida koja se nalaze na 3° kraju pre-miRNK, koji je nastao
katalitickom aktivno$¢u enzima Droshe. Eksportin 5 radi samo u prisustvu GTP vezujuceg
nuklearnog proteina Ran-GTP. Ran postoji u dva oblika u zavisnosti od lokacije, RanGTP u
nukleusu i RanGDP u citoplazmi. Kompleks koji se sastoji od eksportina 5, RanGTP-a i pre-
MIRNK, se kasnije transportuje kroz nukleusnu poru (Melo i Esteller, 2014).
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U citoplazmi, dalja obrada pre-miRNK se desava pomocu kompleksa Dicer-TRBP, kako bi
se dobila dvolancana miRNK. Dicer prepoznaje pre-miRNK pomocéu PAZ domena (Lau i sar,
2012) koji stupa u interakciju sa jednolacanim 3’ krajem duZzine 2 nukleotida (Tsutsumi i sar., 2011).
Dicer se zatim vezuje za region petlje pre-miRNK da bi je isekao na fiksnoj lokaciji brojanjem 21-
25 nukleotida od 3’ terminalnog regiona (Ha i Kim, 2014) (Slika U3).

Nekoliko RNK vezujuéih proteina reguli$u funkcije Dicera. TRBP je kofaktor koji pomaze u
vremenski efikasnoj Dicer obradi i prepoznaje i razlikuje pre-miRNK od mesavine RNK molekula
prisutnih u okruzenju (Fareh i sar.,, 2016). Nakon obrade pre-miRNK, dvolan¢ana miRNK ima
jednolancane 3’ krajeve koji su nastali aktivnos¢u Droshe i Dicer-a (Khan i sar., 2019).

Dvolan¢ana miRNK sadrzi dva lanca od kojih ¢e nastati po jedna zrela miRNK, a formira
kompleks sa proteinom Argonaut (Ago) kako bi se formirao utiSavaju¢i kompleks miRISC.
Formiranje miRISC-a ¢ine dva odvojena koraka. U prvom koraku, vezivanje dvolanéane miRNK za
proteine familije Argonaut kako bi se formirao pre-RISC, dok se u drugom koraku, dvolanc¢ana
miRNK odvija unutar Ago proteina, kako bi nastale dve zrele miRNK koje se obelezavaju sufiksom
5p ukoliko poti¢u od 5’ lanca i 3p ukoliko poti¢u od 3’ lanca. Jedan od ova dva lanca je obi¢no
bioloski aktivniji 1 zastupljeniji (engl. guide) od drugog lanca (engl. passenger), a selekcija se vrsi
na osnovu termodinamicke stabilnosti i sastava nukleotida na 5” kraju (Noland i Doudna, 2013).
Lanac koji je manje stabilan i kod koga se uracil nalazi na 5’ kraju se selektuje kao guide lanac, dok
lanac koji je termodinamicki stabilan i sadrzi citozin na 5’ kraju se selektuje kao passenger lanac
(Meijer i sar., 2014).

miRNK reguliSu ekspresiju ciljnih gena indukcijom degradacije ciljne iRNK, deadenilacije
ili translacione represije. Specifi¢nost vezivanja miRISC-a za ciljnu iRNK proizilazi iz interakcije
regiona “semena” (engl. seed region) miRNK sa 3’UTR regionom ciljne iRNK (Song i sar., 2012).
Region semena obuhvata nukleotide od 2. do 8. i kljucan je za interakciju. Medutim, dodatno
sparivanje na 3’ kraju doprinosi stabilnosti i specifi¢nosti interakcije miRNK i ciljne iRNK,
posebno u regionu miRNK od nukleotida 13 do 16 (Broughton i sar., 2016). Region semena je
komplementaran sekvencama na 3’UTR regionu ciljne iRNK, poznatim kao miRNK vezivna mesta
(engl. miRNA response elements — MRESs). Potpuno komplementarna interakcija miRNK i MRE
indukuje aktivnost Ago endonukleaze i dovodi do degradacije iIRNK (Jo i sar., 2015). Vecina
interakcija miRNK i MRE nisu u potpunosti komplementarne, sprecavajuci aktivnost endonukleaze
Ago. Tada, Ago2 deluje kao posrednik interferencije iRNK, a formiranje utisaju¢eg miRISC
kompleksa pocinje regrutovanjem GW182 proteina. Interakcija izmedu GW182 1 proteina koji se u
citoplazmi veuje za poli(A) rep (engl. poly(A)-binding protein — PABPC) dovodi do efikasne
dedenilacije (Jonas i Izaurralde, 2015). Bez obzira kojim mehanizmom miRNK regulisu ciljne gene,
pokazano je da se nivo iRNK sniZava.
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Slika U3. Sematski prikaz biogeneze miRNK. Geni za miRNK se prepisuju od strane RNK
Polimeraze Il u pri-miRNK koju prepoznaje mikroprocesorski kompleks (Drosha i DGCRS8) koji
endonukleoliticki sece i obraduje pri-miRNK u pre-miRNK. Pre-miRNK se eksportuje u citoplazmu
uz pomoc¢ eksportina 5 u kompleksu sa Ran-GTP. Dicer zajedno sa svojim kompleksom prepoznaje
1 seCe pre-miRNK da bi formirao dvolancanu miRNK. Dobijena dvolan€ana miRNK se veZze za
Argonaut proteine koji odmotavaju dvolancanu miRNK da bi selektovao passenger lanac kako bi se
formirao miRISC. Preuzeto i adaptirano iz Rupaimoole i Slack, 2017.
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1.7. Manipulacija nivoa miRNK koriS¢enjem miRNK mimika

Fizioloske promene u ekspresiji miRNK imaju klju¢nu ulogu u finom podeSavanju slozene
regulatorne mreze genoma. Sa druge strane, u mnogim bolestima, izmenjena ekspresija miRNK
takode zauzima centralno mesto u modifikovanju ekspresije proteina tokom patoloskih procesa u
¢eliji (Subramanian i1 Steer, 2019). Osim S§to imaju dijagnosticki potencijal kroz detekciju
izmenjenog nivoa ekspresije mIRNK, miRNK poseduju i terapijski potencijal kroz ciljanu
manipulaciju njihove ekspresije, posebno onih koje su kljucne za fenotip odredene bolesti (Huang,
2017). Za modifikovanje nivoa miRNK, obicno se koriste miRNK mimike i inhibitori. miRNK
mimike se mogu hemijski sintetisati kao oligonukleotidi prema sekvencama endogene miRNK, a
simuliraju povecanje ekspresije miRNK. Ove miRNK mimike funkcioni$u na nacin koji je slican
endogenim miRNK, formiraju¢i miRISC kompleks i uti¢uci na ekspresiju ciljnih gena (Martinez i
sar., 2002). Posto uvodenje miRNK mimika u ¢eliju dovodi do povecanja nivoa molekula koji su
vec prisutni u ¢eliji, smatra se da su bezbedne za ¢eliju i da ne ispoljavaju toksi¢ne efekte.

Za uspesnu terapiju koja je zasnovana na miRNK, neophodno je sveobuhvatno razumevanje
njihovih molekularnih efekata i njihovog funkcionisanja unutar pojedinacnih celija. Plejotropni
efekti miRNK u regulatornim mrezama se smatraju glavnim izazovima za terapiju koja je
zasnovana na miRNK pristupu (Zhang i Zhu, 2021). Detaljna i sveobuhvatna funkcionalna
karakterizacija miRNK kandidata je neophodan preduslov za njihovu terapijsku upotrebu. Pored
identifikacije i potvrde miRNK kandidata za terapijsku modifikaciju, potrebna je implementacija
eksperimentalnih strategija koje omogucavaju efikasnu validaciju njihovih ciljnih gena (Kern i sar.,
2020). Potvrda miRNK ciljnih gena moze se obezbediti analizom ekspresije miRNK i ciljne iRNK,
kao i ciljnog proteina u ¢elijama od interesa (Diener i sar., 2020; Sindhu i sar., 2021). Dalja potvrda
ciljnih gena miRNK moze se dobiti uvodenjem miRNK transfekcijom u ¢elije od interesa i
analizom efekta na nivoe iIRNK ciljnih gena i proteina koje kodiraju ove iRNK (Riolo i sar., 2020).
In vitro manipulacija ekspresijom miRNK pomocu CRISPR/Cas9 tehnologije (engl. Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR - associated protein 9), tj. generisanje
modela celijskih nokaut linija za gene miRNK mogu pomo¢i da se potvrde veze izmedu miRNK,
njenih interakcija sa ciljnim genima i fenotipovima (Jacquet i sar., 2021; lwakawa i Tomari, 2022).
Posebna paznja se mora posvetiti i ¢elijskoj pozadini i regulatornim efektima drugih miRNK
(Gebert i MacRae, 2019).

Nekoliko lekova koji su zasnovani na miRNK mimicima je, do sada, uSlo u fazu klinickog
ispitivanja (Reid i sar., 2016; Beg i sar., 2017; Gallant-Behm i sar., 2019). Sva ova ispitivanja su
pokazala odredena poboljSanja u klinickom ishodu lecenih pacijenata, ali su joS uvek u toku da se
proceni njihova dugorocna efikasnost i posebno bezbednost miRNK interferencije (Rupaimoole i
Slack, 2017). Manipulacija nivoa miRNK koris¢enjem miRNK mimika predstavlja mocan alat u
istrazivanju bioloskih procesa i razvoju terapijskih strategija za razlicite bolesti. Pre nego §to se ova
tehnika primeni u klinickoj praksi, potrebna su dalja istraZivanja kako bi se bolje razumeli njeni
mehanizmi delovanja i rizici.

1.8. Mikro RNK u CAKUT-u

Do danas, samo nekoliko studija je istrazivalo miRNK u CAKUT-u (Bartram i sar., 2013;
Medrano i sar., 2014; Jovanovi¢ i sar., 2016; Macak i sar., 2023). Na misjim modelima kod kojih je
nokautiran gen za Dicer demonstriran je znacaj miRNK u CAKUT-u. Poremecaj biogeneze miRNK
kod ovih miSeva rezultirao je anomalijama u razvoju slicnim CAKUT-u 1 bubreznom
insuficijencijom (Bartram i sar., 2013). Medrano i saradnici (2014) su takode na misjem modelu
pokazali da delecija miR-143/145 klastera dovodi do promene u ekspresiji 108 gena i hidronefroze
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kod miseva. U integrativnoj studiji, kod pacijenata sa CAKUT-om ekspresija 78 gena je bilo
promenjena (Jovanovi¢ i sar., 2018), a koriS¢enjem bioinformaticke analize kompletnog
transkriptoma, identifikovana je i eksperimentalno validirana poviSena ekspresija hsa-miR-144 u
tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-om u odnosu na tkivo uretera zdravih kontrola (Jovanovi¢ i sar.,
2016). Iako je pokazano da miRNK ima ulogu u razvoju bubrega i urinarnog sistema, istrazivanje
uloge miRNK u CAKUT-u je jos uvek na pocetku.

Na osnovu podataka iz literature poznato je da CNV regioni zna¢ajno uti¢u na nivo miRNK
ukoliko je gen za miRNK lokalizovan u okviru CNV regiona sto miRNK ¢ini funkcionalnim
varijantama i kandidatima za dalje funkcionalne studije (Marcinkowska i sar., 2011). Opisano je da
se oko 30% gena koji kodiraju miRNK nalazi u humanim CNV regionima, §to moze znacajno
uticati na nivoe miRNK i naknadno uticati i na nivoe ekspresije nizvodno regulisanih gena
(Marcinkowska i sar., 2011). Prethodno je pokazano da promene u ekspresiji gena za miRNK mogu
modifikovati ispoljavanje kompleksnih bolesti kao Sto su kancer i neurokognitivni poremecaji
(Vaishnavi i sar., 2013; Qiao i sar., 2013; Xia i sar., 2018; Vischioni i sar., 2022). Varijacije u
ekspresiji gena ovih funkcionalno relevantnih miRNK mogu da moduliSu fenotip ili da
predstavljaju predispoziciju za neki od navedenih fenotipova.

Do sada nijedna studija nije imala za cilj da istrazi miRNK u kontekstu geneti¢kih uzro¢nika
koji su lokalizovani u CNV regionima. Potencijal CNV regiona da regulisu nivo miRNK i relativno
visok procenat pacijenata sa CAKUT-om kod kojih je identifikovan retki CNV region zahteva dalje
istrazivanje efekta promene u ekspresiji miRNK na ciljne gene, kljuéne za razvoj bubrega i
urinarnog sistema. Zbog toga je glavni fokus istrazivanja u okviru ove disertacije bio izucavanje
mIiRNK u retkim CNV regionima koji su asocirani sa nastankom CAKUT-a. Kao rezultat toga,
problem koji ¢e ova teza resiti jeste nedostatak razumevanja kako promene u ekspresiji miRNK
koje su povezane sa CNV regionima uti¢u na procese kljune za normalan razvoj bubrega i
urinarnog trakta i kako na taj nacin doprinose nastanku CAKUT-a. Takode, imaju¢i u vidu da je sve
viSe klini¢kih studija u kojima se ispituje terapeutski efekat restitucije nivoa miRNK sa izmenjenom
ekspresijom u razli¢itim bolestima, rezultati ove studije bi mogli da ukaZzu na nove miRNK kao
potencijalne ciljne molekule predikcije, dijagnostike i leenja CAKUT-a, u cilju prevencije gubitka
funkcije bubrega koja je glavni oteZavajuci faktor u Zivotu dece i odraslih pacijenata sa CAKUT-
om.
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2. Ciljevi rada

Na osnovu podataka iz literature, da retke strukturne varijante u genomu dovode do razvoja
CAKUT-3, kao i da ove varijante mogu znacajno uticati na nivo miRNK ¢iji su geni lokalizovani u
njima, postavljena je slede¢a hipoteza:

Retki CNV regioni koji su asocirani sa nastankom CAKUT-a sadrze gene za miRNK, §to
moze uticati na nivo miRNK koje mogu modifikovati ekspresiju gena u kljuénim bioloSkim
procesima odgovornim za normalno razvi¢e bubreZno-urinarnog sistema, a $to moze rezultovati
nastankom CAKUT-a.

Potvrda ove hipoteze ukazala bi na, do sada neistrazene potencijalne geneticke uzroc¢nike u
okviru CNV regiona i dala moguénost da se molekuli miRNK koriste kao dijagnosticki biomarkeri i
terapeutski agensi u tretmanu CAKUT-a.

U ovoj disertaciji postavljeni su slede¢i ciljevi:

1. Generisanje baze svih opisanih retkih CNV regiona identifikovanih kod pacijenta sa CAKUT-om,
koriS¢enjem literature i javno dostupnih baza podataka.

2. Deskriptivna karakterizacija CNV regiona i mapiranih miRNK kroz protokole za analizu
podataka velikog obima.

3. Bioinformaticka karakterizacija miRNK i odabir miRNK koje potencijalno regulisu klju¢ne
procese u razvi¢u bubrezno-urinarnog sistema.

4. Utvrdivanje nivoa odabranih miRNK kandidata nakon promene doze miRNK gena in vitro u
¢elijskim linijjama kod kojih je vestacki generisan CNV region koji je asociran sa nastankom
CAKUT-a.

5. Karakterizacija funkcionalnog efekta doze gena za miRNK na nivo transkripta gena koje
odabrane miRNK reguliSu, a koji ucestvuju u kljuénim bioloSkim procesima odgovornim za
nastanak urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta.

6. Validacija patogenog efekta izmenjenog nivoa odabranih miRNK na promenu ekspresije gena
koje regulisu kroz ponovno uspostavljanje nivoa miRNK transfekcijom miRNK mimika in vitro.
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3. Materijal i metode

Dizajn i metodologija studije koja se bavi identifikacijom i karakterizacijom miRNK u CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i funkcionalnom validacijom efekta retkog CNV regiona

na ekspresiju miRNK kandidata i posledicno na ekspresiju njihovih ciljnih gena asociranih sa
CAKUT-om, su predstavljeni Sematski (Slika M1).

A) Svi literaturno prikupljeni CNV regioni koji su
asocirani sa CAKUT-om

Mapiranje pre-miRNK sekvenci na CNV regione
UCSC genome browser
Tool: Table Browser

v

Baza miRNK lokalizovanih u CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om

Analiza opterecenja

v
Frakcione duZine miRNK sekvenci 1 CNV
regiona koji su asocirani sa CAKUT-om u
odnosu na duzinu hromozoma

Korelaciona analiza
Spirmanov test koreleacije
v
Identifikacija hromozoma sa relativno velikim
ili relativno malim brojem miRNK gena koji
su lokalizovani u retkim CNV regionima koji
su asocirani sa CAKUT-om

B)

CNYV regioni koji su asocirani sa CAKUT-om
prikupljeni iz studije Verbitsky i sar., 2019
Mapiranje pre-miRNK sekvenci na CNV regione
UCSC genome browser
Tool: Table Browser

Baza miRNK koje su lokalizovane u CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om

Deskriptivna statisticka analiza

\ R programski jesik +

miRNK najéesce lokalizovane u CNV miRNK familije najéesce lokalizovane u CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om regionima koji su asocirani sa CAKUT-om
Analiza mreze
miRkNet v2.0; mikTarBase v8.0

v v
Mreza potvrdenih interakcija miRNK i MreZa potvrdenih interakcija miRNK i ciljnih
ciljnih gena u bubregu gena
. A Odabir miRNK kandidata Analiza obogaéenja
<
miRNK kandidati 2a funkcionalnu studiju J miRPathDE 2.0 I
Dizajn ¢elijskog modela sa . . PR . . .
n celljskog model Molekularni putevi obogaceni u ciljnim Molekularni putevi obogaceni u ciljnim
odgovarajuéim delecijama i e . g P A g
genima najéeiée pogodenih miRNK genima najéedce pogodenih miRNK familija

Diferencijalna ekspresija miRNK i njihovih
ciljnih gena u geneticki modifikovanim
éelijskim linijjama u poredenju sa WT
celijskim linijama

Tretman éelijskih linija sa
odgovarajuéim miRNK mimicima !

Validacija patogenog efekta izmenjenog
nivoa miRNK na promenu ekspresije gena
koje regulisu

Slika M1. Dizajn studije A) Sema analize optere¢enja gena koji kodiraju miRNK retkim CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om B) Sema analize identifikacije najces¢ih miRNK i
miRNK familija u retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om
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3.1. Prikupljanje podataka o retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om

Podaci o svim retkim CNV regionima koji su asocirani sa nastankom CAKUT-a prikupljeni
su sistemati¢cnom pretragom literature, nakon ¢ega je generisana baza gde su podaci harmonizovani
1 uniformno organizovani kako bi dalja analiza podataka velikog obima bila moguca. U literaturi,
koordinate retkih CNV regiona su bile izraZzene u odnosu na dva referentna genoma NCBI36/hg18 i
GRCh37 (hgl9). Upotrebom Liftover alata, USCS genome browser platforme izvrSena je
harmonizacija koordinata CNV regiona u GRCh37 (hg19) koordinate.

Tokom procesa prikupljanja podataka, primeceno je da su neke studije koje su uklju¢ene u
analizu imale odredene grupe pacijenata koji se preklapaju. U analizi koja je bila usmerena na
identifikaciju miRNK koje su naj¢esc¢e lokalizovane u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-
om, ova preklapanja bi mogla dovesti do prividno veceg broja gena koji kodiraju miRNK u retkim
CNV regionima. Kako bi se prevazisSla ova vrsta greske, studija identifikacije miRNK koje su
najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima je sprovedena na najkompleksnijoj studiji analize
CNV regiona u CAKUT-u (Verbitsky i sar., 2019), koja je obuhvatala oko 3 000 pacijenata i oko 20
000 kontrola. Sa druge strane, analiza usmerena na procenu optere¢enja gena koji kodiraju miRNK
retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, pokazala je visok stepen robustnosti u
kontekstu redundantnih informacija. Naime, u ovoj analizi CNV regioni istog pacijenta tretirani su
kao jedinstven CNV region buduc¢i da obuhvataju istu lokaciju na hromozomu. Na taj nacin, podaci
iz svih klju¢nih studija koje su istrazivale retke CNV regione u CAKUT-u (Sanna-Cherchi i sar.,
2012; Westland i sar., 2015; Verbitsky i sar., 2015; Caruana i sar., 2015; Verbitsky i sar., 2019; Cai i
sar., 2020) su bili ukljuc¢eni u analizu optere¢enja miRNK retkim CNV regionima koji su asocirani
sa CAKUT-om.

3.2. Opterecenje gena koji kodiraju miRNK retkim CNV regionima koji su asocirani sa
CAKUT-om

U svrhu ove analize, svi retki CNV regioni koji su asocirani sa CAKUT-om, iz studija koje
su istrazivale retke CNV u CAKUT-u su bili ukljuéeni (Sanna-Cherchi i sar., 2012; Westland i sar.,
2015; Verbitsky i sar., 2015; Caruana i sar., 2015; Verbitsky i sar., 2019; Cai i sar., 2020). Analiza je
obavljena odvojeno za dva tipa retkin CNV regiona, delecije i duplikacije. Obrada podataka je
podrazumevala rac¢unanje sledec¢ih parametara, kao $to je prethodno opisano (Marrale i sar., 2014):

(a) ukupna duzina svih poznatih pre-miRNK po hromozomu (Lmir) i kumulativna duzZina svih
retkih CNV regiona koji su asocirani sa CAKUT-om po hromozomu (Lcnv)

(b) racunanje odnosa Rmir (Rmir = Lmir/duzina hromozoma) i Renv (Renv = Lenv/duzina
hromozoma)

(c) broj jedinstvenih miRNK lokusa ukljuc¢enih u pojedinacne i preklapajuce retke CNV regione u
CAKUT-u

Za racunanje kumulativne duzine svih retkih CNV regiona koji su asocirani sa CAKUT-om
(Lenv) po hromozomu, tri moguca scenarija su uzeta u obzir. U prvom scenariju, CNV region se ne
preklapa ni sa jednim drugim CNV regionom i stoga je uzet u obzir u celini. U drugom scenariju,
postoji preklapanje vise CNV regiona, pa je uzet region izmedu minimuma i maksimuma regiona
koji se preklapaju. U trecem scenariju, jedan CNV region se potpuno preklapa sa drugim CNV
regionom te su koordinate veceg CNV regiona ukljucene u jednacinu dok su se koordinate manjeg,
preklopljenog CNV regiona iskljucene iz jednacine. Ukupna kumulativna duZzina CNV regiona po
hromozomu (Lcnv) bila je zbir odgovaraju¢in DNK regiona definisanih u prethodno opisanim
scenarijima (Slika M2). Koris¢enjem USCS genome browser platforme, alata Table browser,
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izvrSeno je bioinformati¢ko mapiranje miRNK sekvenci na ove retke CNV regione. Ovim procesom
je dobijen broj jedinstvenih miRNK lokusa koji oslikava ukupno optere¢enje gena koji kodiraju
miRNK CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om.

——
Retki CNV regioni asocirani [:]' —
sa CAKUT-om o | i
(I i i ‘ ‘ ‘_I ‘ )
— [ I I ) Ref hromozom

Slika M2. Sematski prikaz tri moguéa scenarija tokom rafunanja kumulativne duZine retkih
CNV regiona identifikovanih kod pacijenata sa CAKUT-om. Prvi scenario (obelezen plavom
bojom), CNV region se ne preklapa ni sa jednim drugim CNV regionom. Drugi scenario (obelezen
narandzastom bojom), postoji preklapanje vise CNV regiona, pa se u obzir uzima region izmedu
minimuma i maksimuma regiona koji se preklapaju. Tre¢i scenario (obelezen zelenom bojom),
jedan CNV region se potpuno preklapa sa drugom CNV regionom i tako su samo koordinate veceg
CNV regiona uklju€ene u jednacinu.

Korelacija izmedu broja jedinstvenih gena za miRNK koji se preklapaju sa retkim CNV
regionima i duzine CNV regiona u odnosu na duzinu hromozoma (Rcnv odnos) je uradena da bi se
ispitalo da li broj jedinstvenih gena koji kodiraju miRNK u okviru CNV regiona prati linearni trend
u funkciji kumulativne duzine CNV regiona. Za svaki hromozom, analizirana je korelacija broja
mapiranih gena koji kodiraju miRNK u odnosu na Rcnv odnos da bi se izracunali koeficijenti
korelacije. Analize su radene posebno za delecije i duplikacije kori§¢enjem neparametrijskog
Spirmanovog (engl. Spearman) testa korelacije. Statisticka analiza i generisanje grafikona uradene
su koris¢enjem softvera Prism v8 (GraphPad Softvare, Inc.).

3.3. Mapiranje i identifikacija miRNK koje su najéesce lokalizovane u retkim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om

Kako bi se detektovale miRNK koje su najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima koji
su asocirani sa CAKUT-om, koris¢eni su retki patogeni i uslovno patogeni CNV regioni
identifikovani kod 153 pacijenta sa CAKUT-om (Verbitsky i sar., 2019). Bioinformaticko
mapiranje MiRNK sekvenci na retke CNV regione ovih pacijenata radeno je pomo¢u USCS genome
browser platforme, alata Table browser po slede¢im parametrima: clade: mammal; genome:
human; assembly: hg19; group: genes and gene predictions; track: sno/miRNA; table: wgRna. Na
ovaj nacin je na osnovu ve¢ opisanih CNV regiona kod pacijenata sa CAKUT-om i mapiranja
miRNK na ove regione formirana baza podataka tj. set miRNK koje su lokalizovane u CNV
regionima koji su asocirani sa pacijentima sa CAKUT-om. Primer ove baze je prikazan u Tabeli
M1. Nakon mapiranja miRNK, izvrSena je deskriptivna statisticka analiza generisane baze
mapiranih miRNK pomocu R programskog jezika, koriste¢i sqldf paket za izvrSavanje SQL upita.
Uzimajuéi u obzir da geni za miRNK koje pripadaju istoj miRNK familiji imaju sufikse u svojoj
anotaciji (npr. hsa-mir-548ar, hsa-mir-548e, hsa-mir-548f-2), stringr paket je koris¢en za uklanjanje
anotacionih sufiksa u cilju identifikacije familija miRNK koje su najceS¢e lokalizovane u retkim
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om. Ovakav pristup omogucava identifikaciju
obogacenja familija miRNK koje su najces¢e lokalizovane u retkim CNV regionima koji su
asocirani sa CAKUT-om, gde su razliéiti ¢lanovi familije potencijalno prisutni kod malog broja
pacijenata. Rezultati svih izvrSenih selekcija su izvezeni u Excel fajl radi dalje analize.
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Tabela M1. Prikaz klju¢nih parametara za deo baze retkih CNV regiona koji su asocirani sa CAKUT-om i mapiranih miRNK

B o ] Klini¢ki znacaj y Pocetak Kraj ] Tip CNV
Studija Pacijenti Fenotip Hromozom Duzina (Mbp) miRNK ;

CNV regiona CNV regiona  CNV regiona regiona

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT135 AB Uslovno patogen Hromozom 11 8,246296 80715794 88962090 hsa-mir-4300 Delecija

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT135 AB Uslovno patogen Hromozom 11 8,246296 80715794 88962090 hsa-mir-6755 Delecija

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT135 AB Uslovno patogen Hromozom 11 8,246296 80715794 88962090 hsa-mir-3166 Delecija

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT135 AB Uslovno patogen Hromozom 11 2,055945 93023382 95079327 hsa-mir-1304 Delecija
Sanna-Cherchi i sar., 2012 MCD_3 AB Uslovno patogen Hromozom 12 7,62 126104047 133779461 hsa-mir-4419b  Duplikacija
Sanna-Cherchi i sar., 2012 MCD_3 AB Uslovno patogen Hromozom 12 7,62 126104047 133779461 hsa-mir-3612  Duplikacija
Sanna-Cherchi i sar., 2012 MCD_3 AB Uslovno patogen Hromozom 12 7,62 126104047 133779461 hsa-mir-6763  Duplikacija

Cai i sar., 2020 G9727 AB Patogen Hromozom 17 1,4 34822465 36311009 hsa-mir-2909 Delecija

Cai i sar., 2020 G9727 AB Patogen Hromozom 17 1,4 34822465 36311009 hsa-mir-378;j Delecija

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT13 AB Patogen Hromozom 1 2,446708 145394955 147841663 hsa-mir-6736 Delecija

Verbitsky i sar., 2019 CAKUT13 AB Patogen Hromozom 1 2,446708 145394955 147841663 hsa-mir-5087 Delecija

Koordinate CNV regiona su harmonizovane u GRCh37 (hg19) koordinate. U cilju lakse analize, podaci pacijenta u tabeli su ponavljani za svaku
miRNK. AB — Anomalije bubrega.
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3.4. Bioinformatic¢ka analiza miRNK i miRNK familija koje su najceS¢e lokalizovane u retkim
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om

U cilju funkcionalne interpretacije miRNK 1 familija miRNK koje su najcesc¢e lokalizovane
u retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, uradena je bioinformaticka analiza
mreza molekularnih interakcija. Arbitrarna granica je postavljena za prvih deset miRNK i familija
miRNK koje su najées¢e lokalizovane u retkim CNV regionima. Koris¢enjem miRNet v2.0 alata
(Chang i sar., 2020) konstruisana je mreza interakcija miRNK sa ciljnim genima Kkoristeci
miRTarBase v8.0 kao resurs validiranih interakcija miRNK i ciljnih gena. U sluc¢aju miRNK koje su
najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima mreZa je generisana uzimajuci u obzir interakcije
koje su opisane u tkivu bubrega. Generisanje mreze interakcija ¢lanova familija kod kojih je uoceno
obogacenje je uradeno uzimajuci u obzir sve opisane interakcije.

Pored vizuelizacije slozenih odnosa molekula miRNK i njihovih ciljnih gena, izvrSena je i
analiza obogacenja (engl. enrichment) ciljnih gena, korisé¢enjem KEGG (engl. Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) baze podataka i hipergeometrijskog testa kao algoritma za izraGunavanje
obogacenja. Analiza centralnosti za identifikaciju centralnih ¢vorova u mrezi izvrSena je
koris¢enjem mera centralnosti:

- Degree centrality koja se odreduje kao broj direktnih suseda svakog ¢vora u mrezi.

- Betweenness centrality odredenog ¢vora je proporcionalna broju najkracih puteva izmedu
dva ¢vora u mrezi koji prolaze kroz taj ¢vor, u odnosu na ukupan broj najkrac¢ih puteva koji
povezuje sve ostale ¢vorove.

3.5. Celijske linije

U okviru ove studije kori$¢ena je permanentna celijska linija humanog embrionalnog
bubrega HEK293 (engl. Human Embryonic Kidney 293) (ATCC br. CRL-1573). Ova linija
pokazuje epitelnu morfologiju, a éelije su obi¢no nepravilnog oblika i ¢esto imaju strukture koje
podsecaju na dendrite.

Da bi se uspostavio in vitro model u okviru ove studije, dizajnirana su dva modela éelijskih
linija koje oslikavaju deleciju gena koji kodiraju miRNK koje su najcesce lokalizovane u retkim
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om (MIR484 i MIR185):

1. HEK293 ¢elijska linija sa heterozigotnim nokautom gena MIR484 (GenelD: 619553)
(HEK293 MIR484 KO"")

2. HEK293 celijska linija sa homozigotnim nokautom gena MIR185 (GenelD: 406961)
(HEK293 MIR185 KO"M)

Oba in vitro modela ¢elijskih linija (HEK293 MIR484 KO"™ i HEK293 MIR185 KO™"™M) su
generisani od strane kompanije Creative Biogene (Shirley, NY, SAD). Navedene ¢elijske linije su
generisane primenom tehnologije CRISPR/Cas9, koja podrazumeva ciljanu modifikaciju odredene
sekvence DNK u ¢eliji. CRISPR/Cas9 sistem sastoji se od dve komponente, Cas9 enzima i
specificnog molekula RNK koji se naziva vode¢a RNK (engl. single guide RNA — sgRNA) koja
specifi¢cno prepoznaje deo molekula DNK od interesa. Vodeca RNK se vezuje za enzim Cas9 i
navodi ga da sece DNK na specificnom genomskom lokusu na osnovu komplementarnosti
sekvenci, §to dovodi do prekida dvolanc¢ane DNK. Vodeca RNK je dizajnirana prema sekvenci
MIR484 i MIR185 od strane Creative Biogene-a (Shirley, NY, SAD), nakon ¢ega je zajedno sa
enzimom Cas9 transfekcijom uvedena u celije HEK293. Tri vode¢e RNK su dizajnirane tokom
dizajniranja eksperimenta utiSavanja gena za miRNK, medutim samo jedna od njih je koriS¢ena za
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postizanje nokauta. U slucaju da prva ne omoguci uspeh, eksperiment se izvodi sa narednom
vodec¢om RNK iz seta od 3 sintetisane (Slika M3).

Tri dana nakon transfekcije, sakupljen je pul ¢elija za ekstrakciju genomske DNK da bi se
potvrdila uspe$nost nokaut gena za MIR484 i MIR185. Pul ¢elija je serijski razblazen u ploce sa 96
bunara kako bi svaka ¢elija prosla kroz monoklonalni rast. Na ovaj nacin svaka ¢elijska linija potice
iz jedne ¢elije sa identi¢nim genetiCkim modifikacijama. Monoklonske populacije ¢elija su uspesno
dobijene nakon 2-3 nedelje inkubacije. Koris¢enjem metoda PCR i sekvenciranja po Sangeru
potvrdeno je uspesno generisanje monoklonskih ¢elijskih linija HEK293 MIR484 KO" i HEK293
MIR185 KO™™ Za dalju analizu koridéeni su pozitivni heterozigotni HEK293 MIR484 KO
klonovi, sa jednim alelom divljeg tipa i drugim alelom sa delecijom od 157bp i pozitivni
homozigotni klonovi HEK293 MIR185 KO™™ sa dva alela sa delecijom od 212bp (Creative
Biogene, Shirley, NY, SAD).

A)

Sekvenca MIR484:
gactccgcagctccecgceccgecgecgccaagcecgcacecttecacttecgettecgcaccgcaccgeccctgtegcaaaa
ccgacgcccttctctcctcttcgccccgccccttcctcgccccgcctccgccgccgcgtcctgt-cgcggggcat
gctgggaaccccggggggggcggggcctecgeggecctgcagectecgtcaggectcagtecccctecccgataaacccecta
aatagggactttcccggggggtgaccctggcttttttggcgaaaacccccagtttaaggaggccttc-ctggctt
cacgttgtggagtcgaaaggaaccttgaagcggagaatgagctcgtgacgtggacccgaggaaaaaacctgccaacc
aggatttaatagaattcagct

MIR484-sgRNA1: GGTTCCCAGCATGCCCCGCG

MIR484-sgRNA2: ACTCCACAACGTGAAGCCAG

B)
Sekvenca MIR185:
ggcttggcttagggagcacac-ggc c caggcaaaggcaaggtcacaggt-gggaggt gaagctggcaggggga

gggggagacctgctggctagagectgggttgggggecggtgggcagtgggecectggetcgagcagggggecgagggattyg
gagagaaaggcagttcctgatggtcccctccccaggggctggctttcctctggtccttccctcccaatga-cgtc

ttcgtcgaggccacagcccttggctctgecgecccacacctceccagtgeccaggectgteccggagatctgtttatggectte
ccttggaccatggagccctceccecctgceccactggtgectggagggctggtectgetgececctgcaccctggeccagectaggatgg
tggggtcctgcagctgaactgggggtgceccttt

MIR185-sgRNAL: GCTTGGCTTAGGGAGCACAC

MIR185-sgRNA2: GCAAAGGCAAGGTCACAGGT

MIR185-sgRNA3: CTGTGGCCTCGACGAAGACG

Slika M3. Sekvence vodeé¢e RNK. A) Sekvence vode¢ih RNK koje su dizajnirane prema sekvenci
MIR484. Sekvenca sgRNAI je oznacena zelenom bojom, a sekvenca sgRNA?2 je oznacena plavom
bojom. B) Sekvence vode¢ih RNK koje su dizajnirane prema sekvenci MIR185. Sekvenca sgRNA1
je oznaCena zelenom bojom, sekvenca sgRNA2 je oznaCena plavom, a sekvenca sgRNA3 je
oznacena Zutom. Preuzeto i adaptirano iz izvestaja projekta kompanije Creative Biogene-a.

3.6. Celijska kultura

Celije su gajene u odgovarajuéim sterilnim posudama, u inkubatoru sa automatskim
protokom 5% CO., na temperaturi od 37°C. Za gajenje ¢elijskih linija koris¢en je DMEM medijum
(engl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) obogacen sa 10% fetalnog govedeg seruma (eng. Fetal
Bovine Serum — FBS) i 1% penicilina/streptomicina.

Celije su pasazirane pri konfluentnosti od priblizno 80%, tako &to se stari medijum

kompletno zameni novim. Nakon ispiranja ¢elija sa puferom PBS, dodavan je tripsin, koji je
ostavljen da deluje 2 min, a reakcija je zaustavljana dodavanjem medijuma sa serumom. Celije su
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resuspendovane i1 prebrojane pomocu hemocitometra, a broj zivih ¢elija odredivan je po sledecoj
formuli:

Prosecan broj izbrojanih celija
5 (broj polja u kojima su ¢elije prebrojane)

x 5 (korekcija za dodavanje 1:5 razblaZenja Trypan Blue) x 10*= Broj ¢elija/ml

Nakon brojanja, ¢elije su zasejavane u odgovaraju¢em razblazenju.

3.7. Sekvenciranje nove generacije

Sinteza biblioteka malih RNK za sekvenciranje nove generacije (engl. Next-Generation
Sequencing — NGS) uradena je koris¢enjem SMARTer smRNA-Seq kit-a (Takara Bio Inc., CA,
SAD) na uzorcima RNK koja je izolovana iz dve replike sve tri Celijske linije (HEK293 WT,
HEK?293 MIR484 KO"™ i HEK293 MIR185 KO"™M). Ukratko, 500 ng ukupne RNK je ukljuéeno u
korak poliadenilacije nakon ¢ega je usledila sinteza cDNK. Kontrolna RNK - miR163s je koriS¢ena
kao pozitivna kontrola uspesne sinteze biblioteke. Negativna kontrola, tj. reakcija sinteze biblioteke
koja nije sadrzala RNK, je takode uvedena u cilju identifikacije potencijalne kontaminacije usled
velikog broja PCR ciklusa tokom sinteze biblioteke.

Koncentracija RNK koja je koris¢ena za sintezu biblioteka je pazljivo odabrana kako bi broj
PCR ciklusa koji su preporuéeni za pripremu biblioteke kontrolne RNK - miR163s (12 ciklusa
amplifikacije) i broj ciklusa za sintezu biblioteke ispitivanih uzoraka bio jednak. Indeksiranje je
radeno po preporukama Illumina TruSeq® CD dual index pooling guide priru¢nika (Illumina Index
Adapters Pooling Guide). Nakon $to je cDNK amplifikovana, adapteri su dodati kroz PCR reakciju
u skladu sa prethodno isplaniranom strategijom indeksiranja. Produkti PCR reakcije su preciséeni
koriséenjem NucleoSpin Gel i PCR Clean-Up kit-a (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Nemacka).
Validacija uspeSnosti sinteze biblioteka uzoraka, pozitivne i1 negativne kontrole je uradena
koris¢enjem Qubit 3 fluorometra i Qubit dsSDNA HS Assay Kit-a.

Nakon validacije uspeSne sinteze biblioteka, izvrSena je selekcija frakcije biblioteke koja
sadrzi male RNK koris¢enjem AMPure XP Beads reagensa (Beckman Coulter). Nakon vise koraka
selekcije frakcije malih RNK, biblioteke su resuspendovana u Tris puferu i ¢uvane na —20°C do
sekvenciranja. Koncentracija biblioteka je izraGunata koris¢enjem Illumina Nanomolar Conversion
calculator koriste¢i parametar od 300bp kao prosecnu veli¢inu biblioteke. Biblioteke su razblazene
i zdruzene u finalnoj koncentraciji od 70 pM.

Zdruzene biblioteke su sekvencirane KkoriS¢enjem Illumina iSeql00™ sistema sa
konfiguracijom sekvenciranja od 1 x 51 bp, i projekcijom od oko 3 000 000 sirovih read-ova po
uzorku. Tokom sekvenciranja, vrSen je monitoring parametara primarne analize koriS¢enjem
Illumina Sequencing Analysis (SAV) softvera kako bi se utvrdilo da su performanse sekvenciranja u
skladu sa SMARTer smRNA-Seq Kit for lllumina (Takara Bio, Shiga, Japan) protokolom. Nakon
zavrSenog procesa sekvenciranja, ispitan je kvalitet indeksiranja (engl. indexing QC) u cilju provere
ravnomernog zdruzivanja biblioteka. Generisanje FASTQ datoteka izvrSeno je na Illumina
BaseSpace cloud platformi.

Za kontrolu kvaliteta sirovih podataka dobijenih sekvenciranjem koriS¢en je mirnaQC alat
za komparativnu kontrolu kvaliteta miRNA-seq podataka (Aparicio-Puerta i sar., 2020) kako bi se
utvrdio prinos sekvenciranih podataka sa zadovoljavaju¢im kvalitetom, 1 prisustvo kontaminacije
drugim RNK fragmentima koji ne poticu od miRNK. mirnaQC alat zaobilazi postavljanje
arbitrarnih parametara, uporeduju¢i podatke uradenog eksperimentima sa podacima dobijenim u
vise od 36 000 sekvenciranih uzoraka miRNK.
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Nakon uspesne kontrole kvaliteta sekvenciranih podataka sekundarna i tercijarna analiza su
izvrSene koris¢enjem sRNA toolbox alata (https://arn.ugr.es/srnatoolbox/) (Aparicio-Puerta i sar.,
2022). Ukratko, FASTQ datoteke su iskoriS¢ene za preprocesuiranje i poravnanje read-ova. Za
anotaciju miRNK, kao referentna baza, koriS¢ena je miRBase release 22.1. Obrada read-ova je
izvrSena u skladu sa preporukama protokola SMARTer™ metode koja ukljucuje iterativno secenje
5" kraja i iterativno poravnanje read-ova prema sekvenci genoma u maksimum 4 turnusa.
Adapterska sekvenca koju je bilo neophodno identifikovati je glasila AAAAAAAAAAAA, dok je
minimalna duzina poravnate adapterske sekvence 10. Minimalni prihvatljiv broj odstupanja od
poravnanja adapterske sekvence je bio 1. Poravnanje je izvrSeno koriS¢enjem osnovnih parametara
sRNAbench alata.

sRNAbench vrsi identifikaciju diferencijalno eksprimiranih miRNK na osnovu konsenzusa
viSe algoritama za odredivanje diferencijalne ekspresije. U ovoj studiji, bilo je neophodno da bar
dva od 4 upotrebljena algoritma budu u skladu, tj. identifikuju diferencijalnu ekspresiju iste mMiRNK
izmedu ispitivanih grupa: DESeq (Anders i Huber, 2010), DESeq2 (Love i sar., 2014), edgeR
(Robinson i sar., 2010), NOISeq (Tarazona i sar., 2015).

3.8. Selekcija miRNK kandidata i njihovih ciljnih gena

Na osnovu analize mreze interakcija miRNK na koje najc¢esce utiu retki CNV regioni koji
su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena, kao i na osnovu molekularnih puteva koji su
obogaceni u ciljnim genima miRNK, hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p su odabrane kao miRNK
kandidati.

Po pet ciljnih gena kandidata sa potencijalnom ulogom u CAKUT-u je odabrano za
validaciju efekta retkog CNV regiona na izmenjenu ekspresiju hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p.

Na osnovu analize mreZe interakcija miRNK na koje najceSc¢e uticu retki CNV regioni koji
su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena, kao i na osnovu istrazivanja literature odredeni
su geni kandidati za funkcionalnu studiju. Ciljni geni hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p, koji su bili
ukljuceni u najvec¢i broj znaajno obogacenih puteva (Celijski ciklus, putevi u kancerogenezi,
signalni put neurotrofina) su bili od prioriteta, prema topologiji mreZe i istraZivanju literature.

Sto se ti¢e topologije mreze, istrazivani su geni kandidati koji su ciljni geni obe odabrane
miRNK. MDM2 je ukljucen u najveci broj prethodno opisanih obogacenih puteva, pa je odabran
kao ciljni gen i hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p. CDC42 koji je takode uklju¢en u veliki broj
prethodno opisanih obogacenih puteva, odabran je kao ciljni gen hsa-miR-185-5p. RHOA je bio
tre¢i gen odabran iz mreZe interakcija miRNK 1 njihovih ciljnih gena. RHOA je bio ukljucen u vise
opisanih puteva ukljucujuci signalni put neurotrofina gde igra klju¢nu ulogu u prenosu signala
vaznom u ranoj nefrogenezi (Fedou i sar., 2020), pa je odabran kao ciljni gen hsa-miR-185-5p.
Pored toga, istrazivanjem da li mreza sadrzi ranije povezane, visoko penetrantne gene koji dovode
do nastanka CAKUT-ga, identifikovan je PKD1, koji je odabran kao ciljni gen obe miRNK.

Dodatna cetiri ciljna gena (APAF1, FIS1, ATF6 i NOTCH3) odabrana su kroz istrazivanje
literature kao geni kandidati ukljuceni u procese asocirane sa CAKUT-om van znac¢ajno obogacéenih
puteva identifikovanih u analizi mreze interakcija miRNK i njihovih ciljnih gena (Lee i sar., 2004;
Alirol i sar., 2006; Chiang i sar., 2011; Djudjaj i sar., 2012; Chung i sar., 2016; Shakeri i sar., 2017;
Mukherjee i sar., 2019; Yuan i sar., 2020).

Apoptoza ima vaznu ulogu u razvicu bubrega 1 urinarnog trakta (Stewart 1 sar., 2011), dok je
izmenjena funkcija apoptotskih procesa primecena kod odredenih fenotipova CAKUT-a
(Kajbafzadeh i sar., 2006). [Izmenjena ekspresija gena ukljucenih u apoptotske procese moze dovesti
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do ¢itavog fenotipskog spektra CAKUT-a tokom ranog razvoja. Tako je APAF1 izabran zbog
njegove centralne uloge u procesu apoptoze (Shakeri i sar., 2017), kao ciljni gen hsa-miR-484.
Mitohondrije mogu da ucestvuju u procesu apoptoze kao odgovor na stres endoplazmati¢nog
retikuluma (ER). Interakcija izmedu ER i mitohondrija ukazuje na kljuénu ulogu njihove interakcije
u kontroli apoptoze (Giamogante i sar., 2021). FISI, protein koji kontroliSe deobu mitohondrija,
takode je ukljucen u apoptozu (Lee i sar., 2004; Alirol i sar., 2006). FunkcioniSe tako §to prenosi
apoptotske signale od ER do mitohondrija (Iwasawa 1 sar., 2011), zbog ¢ega je odabran kao ciljni
gen hsa-miR-484. ATF6 je odabran kao ciljni gen hsa-miR-185-5p zbog svoje povezanosti sa ER
stresom i disfunkcijom bubrega (Chiang i sar., 2011; Yuan i sar., 2020). Kada dode do ER stresa, on
pokrece aktivaciju ATF6 koji regulise ekspresiju CHOP, centralnog posrednika apoptoze izazvane
ER stresom (Lenna i Trojanowska, 2012).

Notch signalizacija ima znacajnu ulogu u nefrogenezi (Djudjaj i sar., 2012; Chung i sar.,
2016; Mukherjee i sar., 2019) i brojne studije ukazuju na uklju¢enost NOTCH3 u razli¢itim
bolestima bubrega (EI Machhour i sar., 2015; Huang i sar., 2018; Idowu i sar., 2018), zbog ¢ega je
NOTCHS3 odabran kao ciljni gen hsa-miR-484.

3.9. Tranzijentna transfekcija Celija

Nakon uspostavljanja ¢elijskih kultura, izvrSena je in vitro transfekcija miRNK mimika u
cilju analize efekta ponovnog uspostavljanja nivoa miRNK na ekspresiju ciljnih gena kandidata.
Jedan dan pre transfekcije, ¢elije su zasejane u medijumu bez antibiotika, na gustini od 1,5x10°
¢elija po bunaricu na plo¢u koja je imala 6 bunarica. Nakon toga, 50nM miRNK mimike je
transfekcijom uvedeno u c¢elije koris¢enjem Lipofectamine RNAiMax reagensa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, SAD) prema protokolu proizvodaca. Nakon 24h, medijum sa reagensom za
transfekciju je zamenjen svezim DMEM medijumom. Celije su sakupljene 24h nakon zamene
medijuma.

Tretman miRNK mimikama je izvrSen po slede¢im postavkama:

-hsa-miR-185-5p mimika (mirVana™ miRNA Mimic; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
SAD) je transfekcijom uvedena u HEK293 MIR185 KO™™ i HEK293 WT ¢elijske linije.

-hsa-miR-484 mimika (mirVana™ miRNA Mimic; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, SAD)
je transfekcijom uvedena u HEK293 MIR484 KO" i HEK293 WT ¢elijske linije.

-miRNK mimika za koju je poznato da ne uti¢e na ekspresiju gena u humanim ¢elijama (engl. Non-
targeting miIRNA mimic) (NT miRNK kontrola) (mirVana™ miRNA Mimic; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, SAD) je transfekcijom uvedena u sve istrazivane celijske linije (HEK293
MIR484 KO, HEK293 MIR185 KO™™ i HEK293 WT) u svojstvu kontrolnog tretmana (Slika
M4).

-miRNK mimika ¢iji je ciljni gen GAPDH (Pozitivna kontrola) (mirVana™ miRNA Mimic,
Positive Control #2; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, SAD) je transfekcijom uvedena u sve
ispitivane celijske linije u svojstvo pozitivne kontrole i potvrde uspesne procedure transfekcije.

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu.
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Slika M4. Sematski prikaz tretmana éelijskih linija sa odgovaraju¢im miRNK mimikama.
HEK293 celijska linija sa heterozigotnim nokautom gena MIR484 (HEK293 MIR484 KO j
HEK293 éelijska linija sa homozigotnim nokautom gena MIR185 (HEK293 MIR185 KO™"™)
koris¢ene su kao modeli efekta retkih CNV regiona na aktivnost miRNK. Celijske linije su tretirane
sa odgovaraju¢im miRNK mimikama (hsa-miR-484 ili hsa-miR-185-5p mimika) i mimikom koji
nema target u humanim c¢elijama (NT miRNK kontrola). Dva gena, MDM2 i PKD1, su odabrana
kao ciljni geni i hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p. Dodatna tri gena kandidata sa potencijalnom
ulogom u CAKUT-u su odabrana za svaku pojedina¢nu miRNK. Kao ciljni geni kandidati za hsa-
miR-484 odabrani su FIS1, APAF1 i NOTCHS3, dok su kao ciljni geni kandidati za hsa-miR-185-5p
odabrani CDC42, RHOA i ATF6. Oba tretmana miRNK mimikama takode su izvedena na c¢elijskoj
liniji HEK293 WT. Ekspresija ciljnih gena za tretmane miRNK mimikama je uporedena sa
odgovaraju¢im tretmanima NT miRNK kontrole u okviru istih ¢éelijskih linija kako bi se istrazio
odgovor ekspresije ciljnih gena na tretman hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p mimikama.

3.10. Ekstrakcija ukupne RNK iz kultivisanih éelija

Pre same izolacije ukupne RNK, medijum je uklonjen iz flaskova, a Celije su isprane
hladnim PBS-om i sakupljene pomocu strugalica (engl. scrapers). Ukupna RNK je ekstrahovana iz
tri replike, tri ¢elijske linije sa TRI-Reagentom po protokolu proizvodac¢a (Ambion, Austin, SAD).
Uzorci RNK rastvoreni su u vodi bez nukleaza (Ambion Nuclease Free Water) i ¢uvani na -80°C.

Koncentracija izolovane RNK je merena na NanoDrop ND-1000 spektrofotometru (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, SAD). Osim koncentracije, oitavan je i odnos apsorbanci
izmerenih na 260 i 280nm (A260/A280) 1 260nm 1 230nm (A260/A230) koji ukazuju na cCistocu
uzorka. Vrednosti u opsegu 1.8-2.2 ukazuju na ¢istocu RNK koja je prihvatljiva za dalji rad.
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3.11. Reverzna transkripcija

Pre reverzne transkripcije svih RNK sa poliA repom, radena je digestija genomske DNK iz
uzoraka enzimom dezoksiribonukleaza 1 (DNaza I) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, SAD) po uputstvu proizvodaca, kako bi se uklonili eventualni ostaci genomske DNK.
Ovaj enzim ima endonukleaznu aktivnost i hidrolizuje fosfodiestarske veze jednolancane i1
dvolanc¢ane DNK. Nakon dodavanja enzima DNaze 1 i 10X Reaction Buffer with MgCl,, smesa je
inkubirana 30min na 37°C. Inaktivacija enzima se postize dodavanjem EDTA, a reakciona smesa se
inkubira 10min na 65°C.

Prevodenje svih RNK sa poliA repom u ¢cDNK uradeno je pomocu RevertAid First strand
cDNA synthesis kit-a sa oligo-dT1g prajmerima po uputstvu proizvodaca (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, SAD). Kolic¢ina RNK koja je koris¢ena u reakciji reverzne transkripcije bila je 1pug.
Sastav reakcione smeSe i temperaturni profil reakcije reverzne transkripcije su prikazani u Tabeli
M2.

Reverzna transkripcija miRNK u jednolan¢anu ¢cDNK je izvedena koris¢éenjem TagMan®
microRNA Reverse Transcription Kit-a prema protokolu proizvodaca (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, SAD). Koli¢ina RNK koja je kori§¢ena u reakciji bila je 100ng. Za reakciju reverzne
transkripcije (RT) konstruisana je meSavina (engl. pool) prajmera, u kojoj se nalaze prajmeri za
reverznu transkripciju iz TagMan® eseja za svaku miRNK ¢ija je ekspresija merena: hsa-miR-185-
5p (ID 002271), hsa-miR-484 (ID 001821) i RNU44 (ID 001094). Finalno razblazenje svakog
prajmera je 0,05x. Sintetisana c¢cDNK je skladistena na —20°C. Sastav reakcione smeSe i
temperaturni profil reakcije reverzne transkripcije miRNK su prikazani u Tabeli M3.

Tabela M2. Sastav reakcione smeSe i temperaturni uslovi za reverznu transkripciju RNK sa
poliA repom koris¢enjem RevertAid First strand cDNA synthesis Kit-a

Sastav i volumen smese Teperaturni uslovi
1uL Oligo (dT)18 prajmera

4uL 5X Reaction pufera

0,5uL RiboLock RNase inhibitora (20U/uL) 42°C/60min

2ul 10mM dNTP Mix 70°C/10min

1uL RevertAid M-MuLV reverzne transkrptaze (200U/uL)

0,5uL vode bez Rnaza

11uL smeSe DNK digestije

Tabela M3. Sastav reakcione smese i temperaturni uslovi za reverznu transkripciju miRNK
koris¢enjem TagMan® microRNA Reverse Transcription Kit-a

Sastav 1 volumen smese Teper_aturnl
uslovi

6ul Mesavine prajmera

1,5ul 10x RT pufera 16°C/30min

0,19ul Rnase inhibitora (20U/ul) 42°C/30min

0,3uL 100mM dNTP Mix 85°C/5min

3ul MultiScribe reverzne transkriptaze 4°C/o

100ng RNK
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3.12. Relativna kvantifikacija ekspresije miRNK i iRNK ciljnih gena

Nivoi ekspresije miRNK 1 iRNK odabranih ciljnih gena odredeni su kvantitativnim PCR-om
u realnom vremenu na ABI 7500 Fast Real Time PCR sistemu (Applied Biosistems, Inc., Foster
Citi, SAD) koris¢enjem TagMan® ekspresionih eseja. Ovaj esej sastoji se od para neobelezenih
PCR prajmera i TagMan® probe obelezene fluorescentnom bojom koja je komplementarna delu
sekvence koja se umnozava. Na svom 5’ kraju TagMan® proba je obelezena bojom tj. reporterom,
dok se na 3’ kraju nalazi utiSavac¢. Kada se tokom amplifikacije proba nade na putu Taq polimeraze
biva degradovana njenom 5’ egzonukleaznom aktivnoS¢u, nakon cega utiSavac¢ prestaje da
apsorbuje signal reportera i dolazi do emisije signala. Na taj nacin se signal detektuje samo pri
specificnom umnozavanju. U pocetnim ciklusima PCR reakcije signal se ne moze detektovati, ¢ime
se definiSe osnovni nivo signala amplifikacione krive. Tacka u kojoj intenzitet signala PCR reakcije
doseze intenzitet fluorescentnog signala iznad baznog nivoa oznacen je kao prag (engl. threshold)
signala i definisan je parametrom Ct.

Za relativnu kvantifikaciju nivoa iRNK ciljnih gena koriS¢eni su slede¢i TagMan®
ekspresioni eseji: Hs00947377_m1 za PKD1 (engl. Polycystin-1), Hs00540450_s1 za MDM2 (engl.
Mouse double minute 2 homolog), Hs00211420 ml za FIS1 (engl. Mitochondrial Fission 1
Protein), Hs01128537_ml1 za NOTCH3 (engl. Neurogenic locus notch homolog 3),
Hs00559441 m1 za APAF1 (engl. Apoptosis protease-activating factor-1), Hs00232586 m1 za
ATF6 (engl. Activating transcription factor 6), Hs00918044_g1 za CDC42 (engl. Cell division cycle
42) i Hs00357608_m1 za RHOA (engl. Ras homolog family member A). Nivoi ekspresije izucavanih
miRNK odredeni su koris¢enjem TagMan mikro RNK ekspresionih eseja: ID 001821 za hsa-miR-
484 i 1D 002271 za hsa-miR-185-5p. Relativni nivoi iRNK i miRNK su normalizovani koris¢enjem
stabilno eksprimiranin  endogenih kontrola, GAPDH (engl. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) (Hs02786624 g1) i RNU44 (001094). U Tabeli M4 prikazani su sastav smese i
uslovi za kvantifikaciju nivoa iIRNK, dok su u Tabeli M5 prikazani sastav smeSe i uslovi za
kvantifikaciju nivoa miRNK.

Razlika u relativnom nivou miRNK ili iRNK ciljnog gena izmedu grupa uzoraka
predstavljena je kao stepen promene (engl. Fold Change — FC), koji pokazuje koliko je puta nivo
mIRNK ili iRNK visi/nizi u ciljnoj grupi u poredenju sa referentnom grupom uzoraka.

Tabela M4. Sastav reakcione smeSe i temperaturni uslovi za relativnu kvantifikaciju
ekspresije iRNK ciljnih gena

Sastav i volumen smese Teperaturni uslovi

6,25uL TagMan™ Universal PCR Master Mix 50°C/2min 1 ciklus

0,625uL TagMan® ekspresioni esej 95°C/10min 1 ciklus

4,625uL vode bez Rnaza 95°C/15s 40 ciklusa
60°C/1min
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Tabela Mb5. Sastav reakcione smeSe i temperaturni uslovi za relativnu kvantifikaciju

ekspresije miRNK

Sastav i volumen smese

Teperaturni uslovi

6,25uL TagMan™ Universal Master Mix 11, no UNG
0,625uL. TagMan® ekspresioni esej

4,625uL vode bez Rnaza

95°C/10min 1 ciklus
95°C/15s

60°C/1min

40 ciklusa

3.13. Analiza relativnih nivoa miRNK i iRNK

Relativna ekspresija ciljnih gena je dobijena pomoc¢u 2t metode (Livak i sar., 2001).
Analiza razlike u relativnim nivoima iRNK i miRNK izmedu grupa je uradena koris¢enjem
Studentovog t testa. Smatralo se da vrednosti p<0,05 ukazuju na znacajnu razliku izmedu
ispitivanih grupa. Sve statisti¢ke analize i grafic¢ki prikaz rezultata obavljeni su koris¢enjem softvera

Prism v8 (GraphPad Softvare, Inc.).
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4. Rezultati

4.1. Procena optereéenja gena koji kodiraju miRNK, retkim CNV regionima koji su asocirani
sa CAKUT-om

Za procenu opterecenja gena koji kodiraju miRNK, retkim CNV regionima koji su asocirani
sa CAKUT-om bile su ukljucene sve kljuéne studije u kojima su istrazivani retki CNV regioni u
CAKUT-u (Sanna-Cherchi i sar., 2012; Westland i sar., 2015; Verbitsky i sar., 2015; Caruana i sar.,
2015; Verbitsky i sar., 2019; Cai i sar., 2020). Inicijalno je izvrSeno izra¢unavanje udela duZzina svih
poznatih prekursorskih miRNK sekvenci u odnosu na duzine odgovaraju¢eg hromozoma. Udeo
duzine miRNK prekursora u odnosu na duzinu hromozoma (Rmir odnos) bio je relativno
konstantan, reda veli¢ine 10> za sve hromozome osim za hromozome 17 i 19, gde je odnos bio reda
veli¢ine 10 (Tabela R1), §to ukazuje na ravnomernu rasporedenost gena za miRNK po
hromozomima. lako se broj identifikovanih miRNK povecao od trenutka kada je ovaj parameter
inicijalno procenjen (Marrale i sar., 2014), udeo duzine gena za miRNK u odnosu na duZine
hromozoma i dalje ostaje veoma slican. Sa druge strane, frakciona duzina retkih CNV regiona koji
su asocirani sa CAKUT-om u odnosu na duzinu hromozoma (Rcnv odnos), koja je procenjena
nezavisno za delecije i duplikacije (Tabela R1), znacajno se razlikuje medu hromozomima, od
vrednosti 0,0012 (hromozom 9; delecija) do vrednosti 0,6691 (hromozom 22; duplikacija). Pored
toga, nakon izvrSenog mapiranja miRNK sekvenci na kumulativnu duzinu svih retkih CNV regiona,
broj jedinstvenih prekursora miRNK koje su lokalizovane u ovim CNV regionima je takode varirao
u razli¢itim hromozomima. Zbog toga je izvrSena korelaciona analiza izmedu broja jedinstvenih
gena za miRNK koji se preklapaju sa retkim CNV regionima i Rcnv odnosa kako bi ispitali da li
broj gena za miRNK prati linearni trend kao funkciju kumulativne duzine retkih CNV regiona
(Slika R1).

Dobijene vrednosti koeficijenata korelacije izmedu broja gena za miRNK koji se preklapaju
sa retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i Rcnv odnosa su ukazale na statisti¢ki
znacajnu pozitivnu korelaciju kako u slucaju delecija tako i u sluc¢aju duplikacija (p <0,0001,
Spirmanov test korelacije). Vrednosti koeficijenta korelacije su bile (r=0,8885, 95%CI=0,7505—
0,9522) za retke duplikacije i (r=0,8498, 95%CI=0,6724-0,9349) za retke delecije. Retke
duplikacije su pronadene na svim hromozomima osim na hromozomu Y kod pacijenata sa CAKUT-
om, dok retke delecije nisu identifikovane na hromozomima 14, 19, 20 i Y. Odredeni hromozomi ne
prate linearni trend i karakteriSe ih relativno veliki ili relativno mali broj gena za miRNK koji su
lokalizovani u retkim CNV regionima koji su povezani sa CAKUT-om (Tabela R1, Slika R1). Na
primer, hromozom 16 se moze smatrati pomenutim izuzetkom, budu¢i da je u retkim delecijama i
duplikacijama koje su u CAKUT-u identifikovane na ovom hromozomu, lociran relativno veliki
broj gena za miRNK. Suprotno tome, na hromozomima 21 i 20 je lociran relativno manji broj gena
za miRNK u retkim delecijama i duplikacijama koje su u CAKUT-u identifikovane na ovim
hromozomima.
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Slika R1. Grafik korelacije izmedu broja gena za miRNK Kkoje su lokalizovane u retkim CNV
regionima i frakcione duZine CNV regiona (odnos Rcnv) za delecije i duplikacije. Brojevi
pored krugova predstavljaju brojeve hromozoma. Grafici objavljeni u Mitrovié i sar., 2022.
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Tabela R1. Duzina prekursorskih miRNK sekvenci i retkih CNV regiona koji su asocirani sa
CAKUT-om u odnosu na duZinu hromozoma.

Hromozom Duplikacije Delecije

# Duzina (bp) #miRNK  Rmirodnos Rcnvodnos #miRNK Rcnvodnos # miRNK
1 249250621 161 5,22E-05 0,0133 4 0,0865 7
2 243199373 113 3,73E-05 0,1623 33 0,0341 3
3 198022430 93 3,84E-05 0,0113 0 0,1045 13
4 191154276 61 2,65E-05 0,0408 6 0,1116 12
5 180915260 73 3,38E-05 0,0693 11 0,1395 6
6 171115067 67 3,21E-05 0,0086 1 0,0351 1
7 159138663 78 4,22E-05 0,0174 3 0,1473 9
8 146364022 91 5,01E-05 0,0282 6 0,0471 16
9 141213431 84 4,91E-05 0,0240 11 0,0012 0
10 135534747 70 4,30E-05 0,0045 0 0,0049 1
11 135006516 102 6,02E-05 0,0101 0 0,1934 13
12 133851895 76 4,83E-05 0,0589 3 0,0677 1
13 115169878 40 2,85E-05 0,0254 1 0,0591 5
14 107349540 98 7,43E-05 0,0637 4 N/A N/A
15 102531392 67 5,56E-05 0,0952 10 0,1171 9
16 90354753 76 6,71E-05 0,2044 34 0,2170 29
17 81195210 108 0,0001077 0,1639 24 0,1415 17
18 78077248 35 3,40E-05 0,0193 1 0,0361 0
19 59128983 142 0,0001941 0,0037 0 N/A N/A
20 63025520 47 5,95E-05 0,4317 9 N/A N/A
21 48129895 22 3,84E-05 0,0224 3 0,1518 5
22 51304566 46 7,15E-05 0,6691 46 0,2016 17
X 155270560 118 6,46E-05 0,0101 1 0,0126 2
Y 59373566 2 2,34E-06 N/A N/A N/A N/A

Rmir odnos — odnos izmedu zbira duzina svih sekvenci prekursora miRNK na hromozomu i ukupne
duzine hromozoma; Rcnv 0dnos — odnos izmedu zbira duzina svih retkih CNV regiona na
hromozomu i ukupne duzine hromozoma; # miRNK - za svaki hromozom, ukupan broj
jedinstvenih prekursorskih miRNK sekvenci lokalizovanih u svim retkim CNV regionima koji su
detektovani kod pacijenata sa CAKUT-om; N/A — (engl. not applicable). Tabela objavljena u
Mitrovi¢ i sar., 2022.

4.2. Identifikacija miRNK koje su najcese lokalizovane u retkim CNV regionima koji su
asocirani sa CAKUT-om

Nakon $to je generisana baza podataka o patogenim i uslovno patogenim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om (Verbitsky i sar., 2019), izvrSeno je mapiranje sekvenci miRNK na
ove regione. Za razliku od baze podataka koja je koriS¢ena za procenu opterec¢enja gena za miRNK
retkim CNV regionima, baza koja je koris¢ena za identifikaciju miRNK koje su najcesce
lokalizovane u retkim CNV regionima je obuhvatala 153 pacijenta sa CAKUT-om ¢iji su fenotipovi
prikazani u Tabeli R2. Veli¢ina retkih CNV regiona se kretala od 0,01Mbp do 34,11Mbp.
Aneuploidije, iako su prijavljene za X hromozom u CAKUT-u, nisu ukljucene u dalju analizu jer se
smatralo da su neinformativne u kontekstu funkcionalne interpretacije, dok su retki CNV regioni
koji ne obuhvataju ceo X hromozom zadrzani. Nakon mapiranja miRNK sekvenci, identifikovano je
da u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om mapira 316 gena koji kodiraju miRNK.
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Uklanjanje sufiksa iz anotacije identifikovanih miRNK ukazalo je da one oslikavaju 276
jedinstvenih miRNK i miRNK familija. Retki CNV regioni identifikovani kod 31 pacijenta sa
CAKUT-om nisu sadrzali gene koji kodiraju miRNK. U cilju dalje bioinformaticke i funkcionalne
interpretacije, zadrzano je prvih deset miRNK i familija miRNK koje su najcesce lokalizovane u
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om (Tabela R3).

Analiza familija miRNK koje su najc¢e$¢e lokalizovane u retkim CNV regionima kod
pacijenata sa CAKUT-om je ukazala na obogacenje familije miR-548 (Tabela R3). Posto nijedan
¢lan familije miR-548 nije bio medu prvih deset miRNK koje su najces¢e lokalizovane u retkim
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om (Tabela R3), uporedeni su rezultati sa uticajem
polimorfnih CNV regiona na ¢lanove familije miR-548 u kontrolama, koriste¢i podatke preuzete iz
baze podataka kontrola gnomAD SV. Od c¢ak 73 prekursora familije miR-548 koji su locirani na
skoro svim hromozomima, samo je jedan prekursor (hsa-mir-548i-3) mapiran u polimorfnom CNV
regionu kod kontrola. Ovo podrzava rezultate da ¢lanovi familije miR-548 pokazuju obogacenje u
retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om. Jos$ jedna obogaéena familija miRNK bila
je miR-378, identifikovana u retkim CNV regionima 30 pacijenata (Tabela R3). hsa-mir-378j je bila
dominantni ¢lan ove familije u pogledu uticaja retkog CNV regiona, koja je prethodno takode
identifikovana kao jedna od miRNK koje su najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima koji su
asocirani sa CAKUT-om, pre uklanjanja anotacionog sufiksa (Tabela R3).
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Tabela R2. Fenotipovi pacijenata kod kojih su identifikovani retki patogeni ili uslovno patogeni CNV regioni koji su ukljuceni u analizu
identifikacije miRNK koje su najceSce lokalizovane u retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om.

Kategorije CAKUT-a Fenotipovi Broj pacijenata

Anomalije bubrega (AB) Ageneza bubrega, bubrezna hipoplazija/displazija i multicisti¢na displazija 99

Urodena hidronefroza, opstrukcije na uretero-pelvi¢nom spoju (UPS), opstrukcije
Opstruktivne uropatije (OU) 17
na uretero-vezikularnom spoju (UVZ), opstruktivni megaureter (OMU)

Valvula zadnje uretre (VZU)  Valvula zadnje uretre 9
Vezikoureteralni refluks (VUR) Vezikoureteralni refluks 19
Duplirani sabirni sistem (DSS) Kompletne ili parcijalne duplikacije uretera i bubrega 9

Podaci preuzeti iz Verbitsky i sar., 2019.
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Tabela R3. Deset miRNK i familija miRNK koje su najcesc¢e lokalizovane u retkim CNV
regionima Kkoji su asocirani sa CAKUT-om.

Fenotipovi CAKUT-a
MiRNK N AB ou VZU
hsa-mir-378j 24 20
hsa-mir-2909 23 19
hsa-mir-649 17 13
hsa-mir-484
hsa-mir-6506
hsa-mir-5087
hsa-mir-1306
hsa-mir-
3680-2
hsa-mir-185
hsa-mir-3618
Familije miIRNK
hsa-mir-378 30 26
hsa-mir-2909 23 19
hsa-mir-649 17 13
hsa-mir-548 13 11
hsa-mir-484 9
hsa-mir-6506 9
hsa-mir-1306 8
8
7
7
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N — broj pacijenata koji imaju redak CNV region Kkoji sadrzi specificnu miRNK ili familiju miRNK.
CAKUT kategorije: AB — anomalije bubrega, OU — opstruktivne uropatije, VZU — valvula zadnje
uretre, VUR — vezikoureteralni refluks, DSS — duplirani sabirni sistem. Tabela objavljena u
Mitrovié 1 sar., 2022.

4.3. Bioinformati¢ka analiza miRNK koje su najcesée lokalizovane u retkim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om

U cilju bioloske interpretacije miRNK koje su najces¢e lokalizovane u retkim CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, konstruisana je mreza interakcija miRNK i njihovih
ciljnih gena (Slika R2). Od deset miRNK koje su koris¢ene kao ulazni podatak za kreiranje mreze
(Tabela R3), samo su 3 zadrzane od strane algoritma mreze koji dozvoljava samo interakcije u tkivu
bubrega (hsa-miR-484, hsa-miR-185 i hsa-miR-1306). Algoritam je automatski prepoznao zrele
forme miRNK i njihove specificne interakcije. Dva glavna modula interakcija karakterisu
generisanu mrezu i grupisu se oko hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p. Pored toga $to ove dve miRNK
imaju najveci broj interakcija sa ciljnim genima u mrezi, uocen je i relativno veliki broj zajednickih
ciljnih gena. Za dalju funkcionalnu studiju, hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p su odabrane kao
miRNK kandidati.

Zbog uofenog obogacenja familije miR-548 medu najces¢e lokalizovanim familijama u
retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om (Tabela R3), dodatno je generisana mreza
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interakcija miRNK i ciljnih gena ¢lanova ove familije koji su lokalizovani u retkim CNV regionima
(hsa-mir-548ar, hsa-mir-548e, hsa-mir-548f-2, hsa-mir-548f-3, hsa-mir-548f-4, hsa-mir-548h-2,
hsa-mir-548i-1, hsa-mir-548i-2, hsa-mir-548j, hsa-mir- 548l, hsa-mir-548p, hsa-mir-548i). Posto je
u ovom slucaju cilj bio da se funkcionalno okarakteriSu miRNK iz jedne familije, nije koriS¢en filter
za interakcije u tkivu bubrega. Algoritam je automatski prepoznao zrele forme miRNK, ukljucujuci
12 miRNK ¢vorova u mrezi (Slika R3). Analiza centralnosti je ukazala na GPC4 kao gen koji je
regulisan najve¢im brojem miRNK iz familije miR-548.

Analizom obogacenja ciljnih gena miRNK koje su zadrZane od strane algoritma mreze i
ciljnih gena ¢lanova familije miR-548 lokalizovanih u CNV regionima kod pacijenata sa CAKUT-
om (Slike R2 i R3) identifikovani su znacajni molekularni KEGG putevi kojima ti ciljni geni
pripadaju (Tabela R4).
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Slika R2. Mreza interakcija miRNK koje su najéesce lokalizovane u retkim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena. Kvadrati predstavljaju miRNK dok
krugovi predstavljaju gene regulisane od strane tih miRNK. Veli¢ina kvadrata i krugova prikazuje
broj interakcija miRNK i ciljnih gena na osnovu podataka iz miRTarBase v8.0 baze podataka.
Zelenom bojom su markirani geni ukljuceni u znacajno obogacene puteve, pri ¢emu je veli¢ina
kruga proporcionalna broju znacajno obogacenih puteva u kojima specificni gen ucestvuje. Slika
objavljena u Mitrovi¢ i sar., 2022.
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Slika R3. Mreza interakcija miRNK, ¢lanova familije miR-548 koje su najcesce lokalizovane u
retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena. Kvadrati
predstavljaju miRNK dok krugovi predstavljaju gene regulisane od strane tih miRNK. Veli¢ina
kvadrata i krugova prikazuje broj interakcija miRNK i ciljnih gena na osnovu podataka iz
miRTarBase v8.0 baze podataka. Zelenom bojom su markirani geni ukljuceni u znacajno obogacene
puteve, pri ¢emu je veli¢ina kruga proporcionalna broju znacajno obogacenih puteva u kojima
specifi¢ni gen ucestvuje. Slika objavljena u Mitrovi¢ i sar., 2022.

34



Tabela R4. Molekularni putevi obogaéeni u ciljnim genima miRNK Kkoje su najcesce
lokalizovane u retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i €lanova familije miR-
548.

Brojgena  Broj gena p Korigovana
u putu umrezi  vrednost*  pvrednost?

Obogaceni putevi ciljnih gena miRNK koje su najéesce lokalizovane u retkim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om

Celijski ciklus 124 23 0,000227 0,0227
Put kvaliteta kontrole iRNK 82 16 0,00116 0,03275
Putevi u kancerogenezi 310 42 0,0012 0,03275
Signalni put neurotrofina 123 21 0,00131 0,03275
Obogaceni putevi Ciljnih gena ¢lanova miR-548 familije

Erb-B signalni put 87 14 0,000107 0,0098
Formiranje dorzo-ventralne ose 12 5 0,000196 0,0098
Meducelijske veze 70 11 0,000727 0,02135
Regulacija aktinskog citoskeleta 182 20 0,000854 0,02135

* — hipergeometrijski test; # — Korigovana p vrednost na visestruko testiranje. Tabela objavljena u
Mitrovic 1 sar., 2022.
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4.4. Analiza miRNoma primenom metode sekvenciranja nove generacije

U ovoj studiji, upotrebom NGS tehnologije analizirane su sve tri Celijske linije (HEK293
WT, HEK293 MIR484 KO™ i HEK293 MIR185 KO™™), kako bi se utvrdile razlike u nivou
najvise eksprimiranih miRNK. Kontrolom kvaliteta je utvrdeno da su rezultati sekvenciranja
uniformni, u skladu sa propozicijama SMARTer™ metode i da ne postoji kontaminacija.

Nakon obrade i poravnanja read-ova, u analiziranim uzorcima je detektovano izmedu 95 i
126 razli¢itih miRNK. Koris¢enjem dijagrama za multidimenziono skaliranje (MDS dijagram) na
podacima iz DeSeq2 algoritma, utvrdeno je jasno razdvajanje izmedu grupa Celijskih linija (Slika
R4).

Na osnovu definisanog uslova da bar dva od 4 upotrebljena algoritma identifikuju
diferencijalnu ekspresiju iste miRNK izmedu ispitivanih grupa identifikovan je znacajno visi nivo
hsa-miR-130a-3p u HEK293 MIR484 KO ¢elijskim linijama u odnosu na HEK293 WT (Tabela
R5) i zna¢ajno visi nivo hsa-miR-1246 u HEK293 MIR185 KO"™M ¢elijskim linijama u odnosu na
HEK293 WT (Tabela R6).

hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p nisu identifikovane kao diferencijalno eksprimirane miRNK
izmedu nokaut ¢elijskih linija 1 HEK293 WT C¢elijske linije. Razlog je Sto ove dve miRNK ne
pripadaju grupi najvise eksprimiranih miRNK i za njihovu detekciju neophodna je veca dubina
¢itanja. Podaci koji su generisani u ovom eksperimentu su deponovani u javnoj bazi podataka pod
identifikacionim brojem E-MTAB-130009.

logFC dim2

® HEK 293 MIR484 KOt 1

® HEK293 MIR484 KOb:2
T . : ] |
-1.0 s T - .

logFC diml

Slika R4. Projekcija sekvenciranih uzoraka na MDS dijagramu. Distanca izmedu uzoraka
ukazuje na vecu ili manju razliku u profilu ekspresije identifikovanih miRNK.
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Tabela R5. Diferencijalno eksprimirane miRNK izmedu HEK293 MIR484 KOt i HEK293 WT éelijskih linija, identifikovane na osnovu
konsenzusa algoritama.

DeSeq?2 algoritam edgeR algoritam NOISeq algoritam DESeq
: - Kori Kori
MIRNK log2 FC Korigovana Korigovana loa? EC origovana loa2 EC origovana
p vrednost# p vrednost# p vrednost# p vrednost#
hsa-miR-130a-3p 3,94 <0,01 3,62 0,02 3,77 0,04 N/A ns

FC — pokazuje koliko je puta nivo miRNK vi$i/niZi u ciljnoj grupi u odnosu na referentnu grupu uzoraka; # — Korigovana p vrednost na visestruko
testiranje; N/A — (engl. not applicable); ns — (engl. nonsignificant).

Tabela R6. Diferencijalno eksprimirane miRNK izmedu HEK293 MIR185 KO™" i HEK293 WT ¢elijskih linija, identifikovane na osnovu
konsenzusa algoritama.

DeSeq?2 algoritam edgeR algoritam NOISeq algoritam DESeq
. Korigovana Korigovana Korigovana Korigovana
miRNK log2 FC log2 FC log2 FC log2 FC
p vrednost# p vrednost# p vrednost# p vrednost#
hsa-miR-1246 2,2 <0,01 1,84 0,04 N/A NS N/A ns

FC — pokazuje koliko je puta nivo miRNK vi$i/niZi u ciljnoj grupi u odnosu na referentnu grupu uzoraka; # — Korigovana p vrednost na visSestruko
testiranje; N/A — (engl. not applicable); ns — (engl. nonsignificant).
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4.5. Kvantifikacija ekspresije miRNK kandidata i IRNK ciljnih gena

Funkcionalna studija je uradena kako bi se potvrdio efekat retkog CNV regiona na
ekspresiju miRNK, a posledi¢no i na nivoe njenih ciljnih gena.

Na osnovu analize topologije mreze kuplovano sa analizom obogacenja ciljnih gena i
istrazivanjem literature, odabrani su ciljni geni kandidati sa potencijalnom ulogom u CAKUT-u.
Dva gena, MDM2 i PKD1, su odabrana kao ciljni geni i hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p (Slika R2).
Za obe miRNK su odabrana jos tri dodatna gena (kao ciljni geni kandidati za hsa-miR-484 odabrani
su FIS1, APAF1 i NOTCHS3, dok su kao ciljni geni kandidati hsa-miR-185-5p odabrani CDC42,
RHOA i ATF6).

4.5.1. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-484, hsa-miR-185-5p i iRNK ciljnih gena u
nokaut ¢elijskim linijama i HEK293 WT

Identifikovan je zna¢ajno nizi nivo hsa-miR-484 u HEK293 MIR484 KO u poredenju sa
HEK293 WT ¢elijskom linijom (FC=0,37; Studentov t test, p=0,007) (Slika R5). Ispitivanjem nivoa
IRNK ciljnih gena kandidata za hsa-miR-484 uoceno je znafajno povecanje nivoa iRNK gena
MDM2 (FC=7,36; Studentov t test, pmom2=0,005) i APAF1l (FC=4,28; Studentov t test,
parar1<0.0001) i smanjenje nivoa iRNK gena NOTCH3 (FC=0,41; Studentov t test, pnoTcHz=0,014)
u HEK293 MIR484 KO™ y poredenju sa HEK293 WT ¢elijskom linijom (Slika R6). Nivo iRNK
FIS1 i PKD1 se nije razlikovao izmedu HEK293 MIR484 KO i HEK293 WT ¢elijskih linija
(Studentov t test, prisi=0,081 i prkp1=0,742) (Slika R6).

Ekspresija hsa-miR-185-5p nije detektovana u HEK293 MIR185 KO™™ ¢elijskoj liniji u
poredenju sa HEK293 WT ¢celijskom linijom gde je ekspresija ove miRNK identifikovana
(FC=0,006; Studentov t test, p=0,0045) (Slika R7). Ispitivanjem nivoa iRNK ciljnih gena kandidata
za hsa-miR-185-5p uoceno je povecanje nivoa iIRNK MDM2 (FC=12,77; Studentov t test,
pmpom2=0,0004) i smanjenje nivoa iIRNK RHOA (FC=0,62; Studentov t test, prroa=0,0008) u
HEK?293 MIR185 KO"™™ u poredenju sa HEK293 WT ¢elijskom linijom (Slika R8). Sa druge
strane, nivo iRNK ATF6, CDC42 i PKD1 se nije razlikovao izmedu HEK293 MIR185 KOMom j
HEK293 WT ¢elijskih linija (Studentov t test, parre=0,344, pcpcs2=0,063 i prkp1=0,494) (Slika R8).
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Slika R5. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-484 u ¢éelijskim linijama
HEK?293 MIR484 KOMt j HEK293 WT. Na dijagramu su prikazane srednje vrednosti 24t sa
opsegom standardne greSke za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole RNU44
koriS¢en je za normalizaciju rezultata, p vrednost je odredena pomocu Studentovog t testa, p=0,007.
** _ postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01. Grafik objavljen u Mitrovi¢ i sar.,
2022.

39



A) B) C) D) E)
MDM?2 PKDI NOTCH3 FiS1 APAFI
*k ns * ns ok okok
0.3 0.006— ® 0.025 | 0.20— 1 0.04 |¥
- [ ]
T % = 0.020 . 015 0.03
0.2 0.004 . - %
- - - _ 0.015+ _ '3 . 5
0.010 []
0.1 0.002+ 0,01
0.005 i. 0.057 ' e
ot-e-
0.0 T T 0.000 T T 0.000 I 0.00 | 0.00 T R
A & & & A & & & & N
_5$ Q n;\k O q;‘:\ O '5$ %6 q"3$ T;L_’O
D > A o L Q¥ s - ‘:3' &
& & & & & & & & & ¢
& S & § S ﬂ
> > > 9 o
& & & & &
& & & & $

Slika R6. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-484 u HEK293 MIR484 KOt i HEK293 WT éelijskoj liniji. Na
dijagramima su prikazane srednje vrednosti 24" sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole GAPDH
koriS¢en je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2, Studentov t test, pmom2=0,005 B) Relativna ekspresija PKD1, Studentov t test,
prkp1=0,742 C) Relativna ekspresija NOTCH3, Studentov t test, pnotcHz=0,014 D) Relativna ekspresija FIS1, Studentov t test, pris1=0,081 E) Relativna
ekspresija APAF1, Studentov t test, papari< 0,0001. * — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,05; ** — postoji znacajna razlika
izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01; **** — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,0001; ns —ne postoji znacajna razlika izmedu
ispitivanih grupa. Grafici objavljeni u Mitrovi¢ i sar., 2022.
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Slika R7. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-185-5p u éelijskim linijama HEK293
MIR185 KO"™ j HEK293 WT. Na dijagramu su prikazane srednje vrednosti 22 sa opsegom
standardne greSke za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole RNU44 kori$éen je za
normalizaciju rezultata, p vrednost je odredena pomo¢u Studentovog t testa, p=0,0045. ** — postoji
znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01. Grafik objavljen u Mitrovi¢ i sar., 2024.
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Slika R8. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-185-5p u HEK293 MIR185 KOM"™ i HEK293 WT ¢elijskoj liniji. Na
dijagramima su prikazane srednje vrednosti 22¢* sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole GAPDH
kori$éen je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2, Studentov t test, pmpm2=0,0004 B) Relativna ekspresija PKD1, Studentov t test,
prkp1=0,494 C) Relativna ekspresija RHOA, Studentov t test, prroa=0,0008 D) Relativna ekspresija ATF6, Studentov t test, patre=0,344 E) Relativna
ekspresija CDC42, Studentov t test, pcocs2=0,063. *** — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,001; ns —ne postoji znacajna razlika
izmedu ispitivanih grupa. Grafici objavljeni u Mitrovi¢ 1 sar., 2024.
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4.5.2. Relativna kvantifikacija ekspresije hsa-miR-484, hsa-miR-185-5p i IRNK ciljnih gena
nakon tretmana ¢elijskih linija odgovaraju¢im miRNK mimikama

Kako bi potvrdili uspesnu proceduru transfekcije, ¢elijske linije (HEK293 MIR484 KO,
HEK293 MIR185 KO"™™ j HEK293 WT) su tretirane miRNK mimikom ¢&iji je ciljni gen GAPDH
(pozitivna kontrola). Primetnim povec¢anjem Ct vrednosti GAPDH u ¢elijama koje su tretirane
pozitivnom kontrolom u poredenju sa ¢elijama koje su tretirane NT miRNK kontrolom, za koju je

poznato da ne utie na ekspresiju gena u humanim c¢elijama potvrdena je uspesSnost transfekcije
(Tabela R7).

Uspesna transfekcija hsa-miR-185-5p mimike u ¢éelijske linije HEK293 MIR185 KOMM
(Tabela R8) i HEK293 WT (Tabela R9), kao i transfekcija hsa-miR-484 mimike u HEK293
MIR484 KO (Tabela R10) i HEK293 WT (Tabela R11) su potvrdene razlikom u ekspresiji u
¢elijama koje su tretirane mimikama u odnosu na celije tretirane NT miRNK kontrolom. Za
normalizaciju rezultata koriS¢ena je endogena kontrola RNU44, koja je u svim celijskim linijama
bila stabilno eksprimirana.
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Tabela R7. Ct vrednosti za GAPDH nakon tretmana ¢éelijskih linija (HEK293 MIR484 KO™!, HEK293 MIR185 KOM™ i HEK293 WT),

Weeoeo

het hom
Tretman HEK293 MIR484 KO Tretman HEK293 MIR185 KO Tretman HEK293 WT éelijske linije
¢elijske linije ¢elijske linije
NT miRNK Pozitivna NT miRNK Pozitivna NT miRNK Pozitivna
kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
19,425 21,345 18,911 24,382 17,83 22,699
18,964 20,624 18,84 24,126 17,648 22,421
/ / 18,776 24,199 17,719 23,257

[ — Tredi replikat nije ukljucen u studiju zbog odstupanja nastalih usled tehnickih razloga.
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Tabela R8. Razlika u relativnoj ekspresiji RNU44 i hsa-miR-185-5p nakon tretmana HEK293
MIR185 KOMm éelijske linije mimikom hsa-miR-185-5p.

RNU44 hsa-miR-185-5p

Uzorak Ct vrednosti 24¢t
NT miRNK kontrola 1 27,138 Nije detektovano /

NT miRNK kontrola 2 26,115 37,861 0,000291
NT miRNK kontrola 3 26,411 Nije detektovano /
hsa-miR-185-5p mimika 1 26,327 20,84 44,84888
hsa-miR-185-5p mimika 2 26,21 21,92 19,56224
hsa-miR-185-5p mimika 3 25,861 19,153 104,5464

Na osnovu ujednacenih Ct vrednosti endogene kontrole RNU44 i detektovanih razlika u Ct
vrednostima hsa-miR-185-5p u ¢elijama HEK293 MIR185 KO™™ koje su tretirane hsa-miR-185-5p
mimikom u odnosu na ¢elije tretirane NT miRNK kontrolom, uspesna transfekcija hsa-miR -185-5p
mimikom je potvrdena. Ve¢a vrednost 272! odgovara veéoj ekspresiji miRNK. Tabela objavljena u
Mitrovic¢ 1 sar., 2024.

Tabela R9. Razlika u relativnoj ekspresiji RNU44 i hsa-miR-185-5p nakon tretmana HEK?293
WT ¢elijske linije mimikom hsa-miR-185-5p.
RNU44 hsa-miR-185-5p

Uzorak Ct vrednosti 2ACt

NT miRNK kontrola 1 25,613 32,083 0,011281
NT miRNK kontrola 2 25,363 32,207 0,008705
NT miRNK kontrola 3 25,467 31,734 0,012985
hsa-miR-185-5p mimika 1 25,171 18,771 84,44851
hsa-miR-185-5p mimika 2 25,202 18,934 77,06479
hsa-miR-185-5p mimika 3 25,454 18,973 89,32549

Na osnovu ujednacenih Ct vrednosti endogene kontrole RNU44 i detektovanih razlika u Ct
vrednostima hsa-miR-185-5p u ¢elijama HEK293 WT koje su tretirane hsa-miR-185-5p mimikom u
odnosu na ¢elije tretirane NT miRNK kontrolom, uspesna transfekcija hsa-miR-185-5p mimikom je
potvrdena. Veéa vrednost 22! odgovara veéoj ekspresiji miRNK. Tabela objavljena u Mitrovié i
sar., 2024.

45



Tabela R10. Razlika u relativnoj ekspresiji RNU44 i hsa-miR-484 nakon tretmana HEK293
MIR484 KOMt éelijske linije mimikom hsa-miR-484.

RNU44 hsa-miR-484

Uzorak Ct vrednosti 27A¢

NT miRNK kontrola 1 26,371 28,067 0,308641
NT miRNK kontrola 2 25,881 27,443 0,338681
NT miRNK kontrola 3 26,36 27,624 0,416388
hsa-miR-484 mimika 1 26,28 16,386 951,4605
hsa-miR-484 mimika 2 25,754 16,571 581,244
hsa-miR-484 mimika 3 25,915 16,862 531,159

Na osnovu ujednacenih Ct vrednosti endogene kontrole RNU44 i detektovanih razlika u Ct
vrednostima hsa-miR-484 u c¢elijama HEK293 MIR484 KOM! koje su tretirane hsa-miR-484
mimikom u odnosu na celije tretirane NT miRNK kontrolom, uspesna transfekcija hsa-miR-484
mimikom je potvrdena. Ve¢a vrednost 272! odgovara veéoj ekspresiji miRNK. Tabela objavljena u
Mitrovic¢ 1 sar., 2024.

Tabela R11. Razlika u relativnoj ekspresiji RNU44 i hsa-miR-484 nakon tretmana HEK?293
WT ¢elijske linije mimikom hsa-miR-484.

RNU44 hsa-miR-484

Uzorak Ct vrednosti 2ACt

NT miRNK kontrola 1 25,613 25,308 1,235419
NT miRNK kontrola 2 25,363 25,158 1,152686
NT miRNK kontrola 3 25,467 24,934 1,446935
hsa-miR-484 mimika 1 25,484 15,458 1042,622
hsa-miR-484 mimika 2 25,337 15,037 1260,692
hsa-miR-484 mimika 3 25,669 15,194 1423,276

Na osnovu ujednacenih Ct vrednosti endogene kontrole RNU44 i detektovanih razlika u Ct
vrednostima hsa-miR-484 u celijama HEK293 WT koje su tretirane hsa-miR-484 mimikom u
odnosu na celije tretirane NT miRNK kontrolom, uspesna transfekcija hsa-miR-484 mimikom je
potvrdena. Veéa vrednost 272! odgovara veéoj ekspresiji miRNK. Tabela objavljena u Mitrovi¢ i
sar., 2024.
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Identifikovano je smanjenje nivoa iRNK NOTCH3 u HEK293 MIR484 KO"™! ¢elijama koje
su tretirane hsa-miR-484 mimikom u poredenju sa HEK293 MIR484 KO"™ ¢elijama koje su
tretirane NT miRNK kontrolom (FC=0,82; Studentov t test, pnotcrz=0,035). Nisu detektovane
znadajne razlike u nivoima iRNK MDM2, FIS1, APAF1 i PKD1 izmedu HEK293 MIR484 KQ"t
éelija koje su tretirane hsa-miR-484 mimikom i HEK293 MIR484 KO ¢elija koje su tretirane NT
miRNK kontrolom (Studentov t test, pmpm2=0,378, pris1=0,941, parar1=0,198 i prkp1=0,759) (Slika
R9; Tabela R12).

Identifikovano je povecanje nivoa iIRNK ATF6 (FC=1,89; Studentov t test, patre=0,008) i
poveéanje nivoa iRNK RHOA (FC=1,39; Studentov t test, prioa=0,03) u HEK293 MIR185 KQ"™
éelijama koje su tretirane hsa-miR-185-5p mimikom u poredenju sa HEK293 MIR185 KOM™
¢elijama koje su tretirane NT miRNK kontrolom. Nisu detektovane znacajne razlike u nivoima
iRNK CDC42, MDM2 i PKD1 izmedu HEK293 MIR185 KO"™™ ¢elija koje su tretirane hsa-miR-
185-5p mimikom i HEK293 MIR185 KO"™M ¢elija koje su tretirane NT miRNK kontrolom
(Studentov t test, pcpc42=0,107, pmpom2= 0,563 i prkp1=0,496) (Slika R10; Tabela R12).

HEK293 WT c¢elijska linija tretirana je odvojeno sa dve miRNK mimike, hsa-miR-484 i hsa-miR-
185-5p mimikom.

Kada je HEK293 WT Celijska linija tretirana hsa-miR-484 mimikom, identifikovano je
smanjenje nivoa iIRNK MDM2 (FC=0,69 puta; Studentov t test, pmpm2=0,058), smanjenje nivoa
iIRNK NOTCH3 (FC=0,75; Studentov t test, pnotchs=0,003) i povecanje nivoa IRNK FIS1
(FC=1,29; Studentov t test, pris1=0,032) u HEK293 WT celijama koje su tretirane hsa-miR-484
mimikom u poredenju sa HEK293 WT ¢elijama koje su tretirane NT miRNK kontrolom. Nisu
detektovane znacajne razlike u nivoima iRNK APAF1 i PKD1 izmedu HEK293 WT c¢elija koje su
tretirane hsa-miR-484 mimikom i HEK293 WT c¢elija koje su tretirane NT miRNK kontrolom
(Studentov t test, parar1=0,235 i prkp1=0,164) (Slika R11; Tabela R12).

Kada je HEK293 WT c¢elijska linija tretirana hsa-miR-185-5p mimikom, identifikovano je
smanjenje nivoa iRNK MDM2 (FC=0,60; Studentov t test, pmom2=0,019) i povecanje nivoa iRNK
ATF6 (FC=1,77; Studentov t test, patre= 0,008) u HEK293 WT ¢elijama koje su tretirane hsa-miR-
185-5p mimikom u poredenju sa HEK293 WT c¢elijama koje su tretirane NT miRNK kontrolom.
Nisu detektovane znacajne razlike u nivoima iRNK RHOA, CDC42 i PKD1 izmedu HEK293 WT
¢elija koje su tretirane hsa-miR-185-5p mimikom i HEK293 WT ¢elija koje su tretirane NT miRNK
kontrolom (Studentov t test, prroa=0,055, pcpca2=0,169 and pekp1=0,307). (Slika R12; Tabela R12).
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Slika R9. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-484 nakon tretmana HEK293 MIR484 KOt ¢elijske linije hsa-miR-
484 mimikom. Na dijagramima su prikazane srednje vrednosti 2"2“* sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene
kontrole GAPDH koris¢en je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2 gena, Studentov t test, pmom2=0,377 B) Relativna ekspresija
PKD1 gena, Studentov t test, prkp1=0,759 C) Relativna ekspresija NOTCH3 gena, Studentov t test, pnotchz=0,035 D) Relativna ekspresija FIS1 gena,
Studentov t test, pris1z=0,940 E) Relativna ekspresija APAF1 gena, Studentov t test, papar1=0,198. * — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa
pri p<0,05; ns —ne postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa. Grafici objavljeni u Mitrovi¢ i sar., 2024.
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Slika R10. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-185-5p nakon tretmana HEK293 MIR185 KOM™ ¢elijske linije hsa-
miR-185-5p mimikom. Na dijagramima su prikazane srednje vrednosti 24" sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije
endogene kontrole GAPDH koris¢en je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2 gena, Studentov t test, puom2= 0,563 B) Relativna
ekspresija PKD1 gena, Studentov t test, prkp1=0,496 C) Relativna ekspresija RHOA gena, Studentov t test, prroa=0,03 D) Relativna ekspresija ATF6
gena, Studentov t test, patre=0,007 E) Relativna ekspresija CDC42 gena, Studentov t test, pcpcs2=0,107. * — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih
grupa pri p<0,05; ** — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01; ns —ne postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa. Grafici

objavljeni u Mitrovi¢ 1 sar., 2024.
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Slika R11. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-484 nakon tretmana HEK293 WT ¢elijske linije hsa-miR-484
mimikom. Na dijagramima su prikazane srednje vrednosti 22! sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole
GAPDH koriséen je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2 gena, Studentov t test, pmom2=0,057 B) Relativna ekspresija PKD1
gena, Studentov t test, prkp1=0,164 C) Relativna ekspresija NOTCH3 gena, Studentov t test, pnotcH3=0,003 D) Relativna ekspresija FIS1 gena,
Studentov t test, pris1z=0,032 E) Relativna ekspresija APAF1 gena, Studentov t test, papar1=0,235. * — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa
pri p<0,05; ** — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01; ns —ne postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa. Grafici
objavljeni u Mitrovi¢ i sar., 2024.
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Slika R12. Relativna kvantifikacija ekspresije iRNK ciljnih gena hsa-miR-185-5p nakon tretmana HEK293 WT ¢elijske linije hsa-miR-185-5p
mimikom. Na dijagramima su prikazane srednje vrednosti 22' sa opsegom standardne greske za analizirane grupe. Nivo ekspresije endogene kontrole
GAPDH koris¢en je za normalizaciju rezultata. A) Relativna ekspresija MDM2 gena, Studentov t test, pmom2=0,019 B) Relativna ekspresija PKD1
gena, Studentov t test, prkp1=0,306 C) Relativna ekspresija RHOA gena, Studentov t test, prHoa=0,055 D) Relativna ekspresija ATF6 gena, Studentov t
test, patre= 0,008 E) Relativna ekspresija CDC42 gena, Studentov t test, pcocs2=0,169. * — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri
p<0,05; ** — postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pri p<0,01; ns —ne postoji zna¢ajna razlika izmedu ispitivanih grupa. Grafici objavljeni
u Mitrovi¢ i sar., 2024.
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Tabela R12. Relativna kvantifikacija ekspresije iIRNK ciljnih gena hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p nakon tretmana ¢elijskih linija miRNK

mimikama.
Efekat tretmana Efekat tretmana Efekat tretmana Efekat tretmana
hsa-miR-484 mimikom hsa-miR-185-5p mimikom hsa-miR-484 mimikom hsa-miR-185-5p mimikom
na ekspresiju ciljnih gena na ekspresiju ciljnih gena na ekspresiju ciljnih gena na ekspresiju ciljnih gena
u HEK293 MIR484 KOt u HEK293 MIR185 KQ"m u HEK293 WT u HEK293 WT
¢elijskoj liniji ¢elijskoj liniji ¢elijskoj liniji ¢elijskoj liniji
Geni FC p vrednost FC p vrednost FC p vrednost FC p vrednost
MDM2 1,21 0,378 1,13 0,563 0,69 0,058 10,60 0,019
PKD1 1,14 0,759 0,79 0,496 1,32 0,164 0,74 0,307
NOTCH3 10,82 0,035 N/A N/A 10,75 0,003 N/A N/A
FIS1 1,01 0,941 N/A N/A 11,29 0,032 N/A N/A
APAF1 1,86 0,198 N/A N/A 1,4 0,235 N/A N/A
RHOA N/A N/A 11,39 0,03 N/A N/A 1,17 0,055
ATF6 N/A N/A 11,89 0,008 N/A N/A 1,77 0,008
CDC42 N/A N/A 0,69 0,107 N/A N/A 0,83 0,169

FC — pokazuje koliko je puta nivo ispitivane iRNK visi kod ¢elija koje su tretirane miRNK mimikom u poredenju sa odgovaraju¢im ¢elijama koje su
tretirane NT miRNK kontrolom. N/A — (engl. not applicable). Zatamnjenim brojevima su oznaéeni zna¢ajni rezultati. Tabela objavljena u Mitrovi¢ i

sar., 2024.
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5. Diskusija

Budu¢i da je poznato da su miRNK lokalizovane u retkim CNV regionima orijentisane ka
regulaciji osnovnih bioloskih procesa kao §to su rast, razvice i diferencijacija (Wu i sar., 2012; Qiao
I sar., 2013) i da su ovi procesi osetljivi na promene u ekspresiji gena koji su ukljuéeni u iste tj. da
njihova radikalna fluktuacija smanjuje fitnes organizma, glavni fokus istrazivanja u okviru ove
disertacije bio je izucavanje miRNK koje su lokalizovane u retkim CNV regionima koji su asocirani
sa nastankom CAKUT-a i njihov funkcionalni uticaj na ekspresiju gena uklju¢enih u nastanak
CAKUT-a. U okviru ove teze, procenjeno je globalno optere¢enje gena za miRNK, retkim CNV
regionima Kkoji su asocirani sa CAKUT-om. Takode su identifikovane i funkcionalno interpretirane
miRNK najéesée lokalizovane u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om. U cilju
detaljnijeg izuCavanja efekta retkih CNV regiona na ekspresiju i funkciju miRNK, dizajnirani su in
vitro modeli koji prikazuju heterozigotnu deleciju gena MIR484 i homozigotnu deleciju gena
MIR185. Na ovaj nacin je potvrdeno da retki CNV regioni zaista uti¢u na ekspresiju hsa-miR-484 i
hsa-miR-185-5p, miRNK lociranih u njima i posledicno na izmenjenu ekspresiju ciljnih gena
odabranih miRNK.

5.1. Opterecenje gena koji kodiraju miRNK CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om

Poslednjih godina, i CNV regioni 1 miRNK su prepoznati kao vazni molekularni faktori koji
su ukljuceni u etiologiju CAKUT-a. Istrazivanja su pokazala da su miRNK koje su lokalizovane u
CNV regionima uklju¢ene u mnoge patologije, ukljucujuc¢i autizam (Vaishnavi i sar., 2013),
Sizofreniju (Warnica i sar., 2015), zastoj u razvoju (Qiao i sar., 2013) i kancer (Zhang i sar., 2006;
Rossi i sar., 2008; Kumaran i sar., 2018). Medutim, u vecini studija koje istrazuju molekularno
geneticku osnovu razvoja CAKUT-a, funkcionalni uticaj CNV regiona i miRNK je ispitan
odvojeno.

Prethodna istraZivanja su pokazala zna¢ajnu asocijaciju izmedu velikih retkih CNV regiona 1
CAKUT-a (Sanna-Cherchi i sar., 2012; Westland i sar., 2015; Siomou i sar., 2017; Verbitsky i sar.,
2019; Ahn i sar., 2020). Povecano opterecenje gena koji kodiraju miRNK CNV regionima Kkoji su
asocirani sa CAKUT-om pruza alternativno objaSnjenje za anomalije asocirane sa retkim CNV
regionima, s obzirom na to da pojedinacne miRNK mogu regulisati razli¢ite mreZze genoma.
Dodatno, ukoliko se u okviru CNV regiona nalazi gen koji kodira miRNK, a ovaj region ne
obuhvata protein kodiraju¢i gen, takav CNV region potencijalno ne bi mogao da se identifikuje u
studijama sekvenciranja egzoma, iako moze predstavljati rizik za nastanak CAKUT-a.

U ovoj studiji, uradena je bioinformaticka pretraga preklapanja gena koji kodiraju miRNK 1
CNV regiona koji su asocirani sa CAKUT-om da bi se iskljucilo nasumi¢no preklapanje i utvrdeno
je opterecenje gena, tj. koji geni koji kodiraju miRNK su obogaceni u CNV regionima koji su
asocirani sa CAKUT-om. Rezultati analize nisu pokazali pristrasnost koja moze nastati usled
razli¢ite distribucije gena koji kodiraju miRNK na hromozomima. Naime, analizom je pokazano da
svi hromozomi imaju veoma sli¢ne odnose duzine gena koji kodiraju miRNK u odnosu na duzinu
hromozoma, osim hromozoma 17 1 19. Primeceno je takode da su dogadaji duplikacija prisutni na
vecem broju hromozoma u poredenju sa delecijama. Ovakav trend je primecéen i u drugim studijama
(Marcinkowska i sar., 2011; Wu i sar., 2012; Veerappa i sar., 2014). Geni koji su lokalizovani u
ovim CNV regionima takode pokazuju tendenciju da budu ¢esce lokalizovani u CNV duplikacijama
u poredenju sa CNV delecijama. Korelaciona analiza koja je uradena izmedu broja jedinstvenih
gena za miRNK koji se preklapaju sa retkim CNV regionima 1 duzine CNV regiona u odnosu na
duzinu hromozoma, pokazala je da kod odredenih hromozoma postoji povecanje ili smanjenje broja
gena koji kodiraju miRNK u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, u odnosu na linearnu
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zavisnost. Takvi hromozomi su bili hromozom 16 koji obuhvata ve¢i broj gena koji kodiraju
MIRNK u delecijama i duplikacijama, kao i hromozomi 20 i 21 na kojima je lokalizovan manji broj
gena koji kodiraju miRNK u retkim delecijama i duplikacijama.

Mora biti naglaseno da su zakljucci doneti kroz analizu optere¢enja opservacioni i da su
neophodni dalji analiticki pristupi u cilju identifikacije preferencijalno pogodenih hromozoma i
miRNK, sto je bilo izvan okvira ove studije. Medutim, rezultati sugeriSu da pomenuti hromozomi u
kojima je uocCeno obogacenje gena za miRNK u retkim CNV regionima predstavljaju dobre
kandidate za buduca istrazivanja varijabilnosti CAKUT fenotipa.

5.2. Identifikacija i bioinformaticka interpretacija miRNK i miRNK familija koje su najcesce
lokalizovane u CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om

Skoro 80% pacijenata sa CAKUT-om je imalo najmanje jedno preklapanje miRNK gena sa
identifikovanim retkim CNV-om. Iako je ovo najsveobuhvatnija studija ovog tipa do sada, vazno je
naglasiti da fenotipovi CAKUT-a nisu bili podjednako zastupljeni, $to predstavlja ograni¢enje koje
bi se trebalo uzeti u obzir prilikom planiranja buduéih studija. Ipak, sedam od deset najcesce
pogodenih gena za miRNK identifikovanih u nasoj analizi su takode pronadene i u prethodnoj
studiji o CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om (MIR484, MIR185, MIR6506, MIR2909,
MIR378j, MIR3618 i MIR1306) (Caruana i sar., 2015). U tom istraZivanju je pokazano da CNV
regioni sadrze gene koji kodiraju miRNK kod skoro 50% pacijenata sa CAKUT-om, ali je uradena
na relativno maloj grupi i stoga ne uzima u obzir druge CNV regione koji su asocirani sa CAKUT-
om, ali ipak podrzava hipotezu o potencijalnoj vezi miRNK u CNV regionima sa CAKUT-om.

Analiza mreze mMIRNK koje su najcesce lokalizovane u retkim CNV regionima koji su
asocirani sa CAKUT-om, filtrirana za interakcije u tkivu bubrega, identifikovala je dominantnu
regulaciju dve miRNK, hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p. Ove miRNK imaju najveci broj interakcija
sa ciljnim genima, kao i najveci broj zajednickih ciljnih gena. Analiza obogacenja je pokazala
obogacenje molekularnih puteva u ciljnim genima miRNK koje su najces¢e lokalizovane u CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om. Medu najznacajnijim putevima izdvaja se signalni put
neurotrofina. Neurotrofini su familija proteina koji imaju osnovnu ulogu u opstanku, razvoju i
funkciji neurona. Kod sisara, pored ove osnovne uloge, neurotrofini i njihovi receptori vazni su i u
ostalim ¢elijama, $to potvrduje njihova detekcija u razli¢itim organima (Sariola, 2001; Johansson i
sar., 2008; Gatta i sar., 2014; Cacialli i sar., 2018; Germana i sar., 2020; Cacialli, 2022), ukljucujuci
I bubreg (Karavanov i sar., 1995; Huber i sar., 1996; De Girolamo i sar., 2004). Neurotrofini i
njihovi receptori su ukljuceni u razlic¢ite procese kako bi se osiguralo pravilno funkcionisanje
bubrega, kao S§to su rast i diferencijacija. Funkcionalne studije na modelima miSeva 1 na
pacijentima, pokazali su postojanje asocijacije izmedu puteva u koje su ukljuceni neurotrofini i
njihovi receptori i bolesti bubrega (Hahn i sar., 2011; Tao i sar., 2018; Fedou i sar., 2020). Pokazano
je da je receptor neurotrofina p75 (p75NTR) u bubrezima miSa bio visoko eksprimiran tokom
prenatalnog perioda, dok se nakon rodenja ekspresija brzo smanjuje. U humanom kontrolnom
fetalnom bubregu, p75NTR je lokalizovan unutar tela u obliku zareza i slova S, kao i zrelim
glomerulima, dok je kod bubrega fetusa sa CAKUT-om, lokalizacija ovog receptora Cesto bila
izmenjena. Analiza ekspresije p7SNTR u amnionskoj tecnosti pokazala je znacajno smanjenje
ekspresije p75NTR kod fetusa sa CAKUT-om u poredenju sa kontrolnim fetusima. Ovi rezultati
ukazuju da je ekspresija p75NTR bitna za ranu nefrogenezu i da ima ulogu u nastanku CAKUT-a
(Fedou i sar., 2020). Zbog svega navedenog, kako bi se potvrdio efekat retkog CNV regiona na
ekspresiju miRNK, hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p su odabrane kao kandidati za funkcionalnu
studiju, uradenu u ovoj disertaciji.
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Imaju¢i u vidu da geni koji kodiraju istu miRNK mogu biti na razli¢itim genomskim
lokacijama, kao i da miRNK iz iste familije imaju sufikse u svojoj anotaciji, uradena je dodatna
analiza familija miRNK uklanjanjem sufiksa iz anotacije miRNK koje su identifikovane u retkim
CNV regionima. Ovaj pristup omogucio je identifikaciju familija miRNK koje su ¢esto pogodene,
iako su razli¢iti ¢lanovi familije bili pogodeni kod relativno malog broja pacijenata.

Analiza najceS¢e pogodenih miRNK familija u CNV regionima koji su asocirani sa
CAKUT-om ukazala je na znacajno obogacenje familije miR-548. Pojedina¢ni ¢lanovi familije
miR-548 su bili lokalizovani u CNV regionima kod malog broja pacijenata, pa se nisu ni nasli medu
prvih deset miRNK koje su najceS¢e lokalizovane u retkim CNV regionima koji su asocirani sa
CAKUT-om. Medutim, nakon uklanjanja sufiksa u anotaciji miRNK, familija miR-548 je
identifikovana kao jedna od najcesée pogodenih miRNK familija u retkim CNV regionima. Familija
mMiR-548 je velika familija miRNK specificna za primate i sastoji se od ¢ak 73 prekursora koji se
prepisuju sa skoro svakog hromozoma Coveka (miRBase Release 22.1) (Piriyapongsa i Jordan,
2007). Zanimljivo je da dok su ¢lanovi ove miRNK familije dosta lokalizovani u retkim CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om, polimorfni CNV regioni koji se javljaju u opstoj
populaciji gotovo da ne preklapaju ovu familiju miRNK, bez obzira na njihov relativno veliki broj i
rasprostranjenost na ve¢ini hromozoma. Ovo sugerise na eventualno postojanje evolucionog pritiska
na CNV regione koji obuhvataju gene familije miR-548, tj. njihovu vaznu ulogu u fitnesu
organizma.

Clanovi familije miR-548 reguli$u diferencijaciju podocita in vitro, §to je vazno za razvoj
bubrega (Christofides i sar., 2020). Pokazalo se da je glavno ¢voriSte mreZze interakcija familije
miR-548, GPC4, vazan faktor u morfogenezi regulisanoj faktorom rasta hepatocita (HGF)
(Karumanchi i sar., 2001). Studije na ¢elijskim linijama i geneti¢ki modifikovanim miSevima su
ukazale na nekoliko faktora rasta, ukljucujuéi faktor rasta hepatocita, kao vazne regulatore razvoja
nefrona i grananja ureterovog pupoljka (Barasch i sar., 1999; Barasch i sar., 1999; Clark i Bertram,
1999). GPC4 pripada familiji proteina GPC koji su lokalizovani na c¢elijskoj membrani i
predstavljaju receptore za HGF. Pokazalo se da se ekspresija GPC4 povecava tokom nefrogeneze,
kada HGF ispoljava znacajan morfogeni efekat na tubule, ¢ime potencijalno reguliSe kasnu fazu
formacije tubula (Karihaloo i sar., 2004).

Analizom mreZe interakcija ciljnih gena i ¢lanova familije miR-548, prisutnih u retkim CNV
regionima u CAKUT-u, uoceno je znacajno obogacenje molekularnih puteva, koji uti¢u na kljuéne
razvojne procese. Medu najznacajnijim molekularnim putevima nalaze se neki koji imaju globalni
uticaj na razvice, kao $to su putevi formacije dorzo-ventralne ose, meducelijskih veza i regulacije
aktinskog citoskeleta. Takode, neki od ovih puteva imaju vaznu ulogu u razvi¢u bubrega kao §to je
Erb-B signalni put. Familija Erb-B receptora pripada prvoj podklasi receptora tirozinskih kinaza i
ukljucuje cetiri srodna receptora. EGF (engl. epidermal growth factor) se vezuje za Erb-B
receptore, Sto inicira dalju intracelularnu signalizaciju. Rekombinantni EGF stimulisao je rast
kultivisanih embrionalnih ¢elija bubrega (Sakurai i sar., 1997), dok su epiregulin i AR (ligandi Erb-
B receptora) pojacali grananje ureterovog pupoljaka (Kim i sar., 2007). In vitro inhibicija aktivnosti
Erb-B receptora dovela je do smanjenja razvoja ureterovih pupoljaka (Rogers i sar., 1992; Sakurai i
Nigam, 1998). Kod nokaut miseva za Erb-B receptor ne dolazi do razvoja nekoliko organa,
ukljucujuéi bubrege, a ovi miSevi umiru ubrzo nakon rodenja (Threadgill 1 sar., 1995). Ove
informacije ukazuju da su ¢lanovi Erb-B familije aktivni u procesu nefrogeneze, §to je podrzano i
brojnim drugim studijama (Bernardini i sar., 1996; Nakanishi i sar., 2001; Zeng i sar., 2007; CarevV i
sar., 2008).

Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da su miRNK c¢lanovi familije miR-548
potencijalno vazni geneticki faktori za nastanak i fenotipsku varijabilnost CAKUT-a. Izmenjena
ekspresija ¢lanova familije miR-548 uzrokovana retkim CNV regionima u CAKUT-u bi stoga
trebalo da se istrazi u budué¢im studijama.
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5.3. Analiza miRNoma HEK293 WT, HEK293 MIR484 KO"! i HEK293 MIR185 KQMm
celijskih linija

U ovoj studiji, uradena je analiza miRNoma sve tri ¢elijske linije (HEK293 WT, HEK293
MIR484 KO" | HEK293 MIR185 KO™™M), kako bi se utvrdilo eventualno postojanje razlike u
nivou najvise eksprimiranin miRNK. Na osnhovu rezultata multidimenzionog skaliranja moze se
zakljuciti da postoje razlike u profilima ekspresije miRNK izmedu ispitivanih celijskih linija.
Medutim, daljom analizom je utvrdeno da je broj miRNK sa znacajnom razlikom u ekspresiji
izmedu ispitivanih linija veoma mali u odnosu na ukupan broj identifikovanih miRNK (hsa-miR-
130a-3p je identifikovana kao diferencijalno eksprimirana miRNK izmedu HEK293 WT i HEK293
MIR484 KO ¢elijskih linija, dok je hsa-miR-1246 identifikovana kao diferencijalno eksprimirana
miRNK izmedu HEK293 WT i HEK293 MIR185 KO™™ ¢éelijskih linija). Ovo moZe sugerisati na
suptilne promene koje rezultuju razdvajanjem na MDS dijagramu. lako su identifikovane
diferencijalno eksprimirane miRNK, efekat manipulacije dozom gena za miRNK na promenu
ekspresije miRNK nije bio znacajno naglasen $to dodatno podrzava zakljucke donete u ovoj studiji,
a koji se odnose na efekat izmenjenog nivoa pojedina¢ne miRNK.

Povezanost izmedu hsa-miR-130a-3p i hsa-miR-484 ni u jednoj dosadasnjoj studiji nije
identifikovana, medutim postoji moguc¢nost da ove dve miRNK mogu biti indirektno povezane
putem regulatornih mreza. Na ovaj nacin, ove dve miRNK mogu delovati na iste ili povezane
signalne puteve, sto moze dovesti do njihove medusobne regulacije putem zajednicke mreze ciljnih
gena. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se bolje razumela interakcija ove dve miRNK. Sa druge
strane, istraZivanja o povezanosti hsa-miR-1246 i hsa-miR-185 nisu obimna, ali je pokazano da su
obe miRNK povezane sa kancerom gde ko-detekcija ove dve miRNK u plazmi omogucavaju taéno
razlikovanje pacijenata sa metastatskim melanomom od zdravih osoba (Armand-Labit i sar., 2016).
Moguce je da su ove dve miRNK povezane putem funkcije koju obavljaju u razli¢itim patoloskim
stanjima, a ne putem zajednickih ciljnih gena, ali bi svakako ovu hipotezu trebalo ispitati u budu¢im
studijama.

Ova analiza ukazuje na vaznost istrazivanja aditivnog efekta molekula miRNK na ekspresiju
ciljnih gena, budu¢i da miRNK koje dele zajednicke ciljne gene mogu kroz pomenuti mehanizam
regulacije dovesti do njihove pojacane inhibicije (Gatsiou i sar., 2021; Mansoori i sar., 2021).

5.4. CNV regioni uti¢u na promenu u ekspresiji miRNK kandidata in vitro i posledi¢no na
promenu u ekspresiji njihovih ciljnih gena

U ovoj tezi radena je funkcionalna studija kako bi se eksperimentalno potvrdio efekat retkog
CNV regiona koji je asociran sa CAKUT-om na ekspresiju miRNK kandidata i posledi¢no na
promenu nivoa iIRNK odabranih ciljnih gena usled izmenjene ekspresije miRNK. Restitucijom
nivoa miRNK kandidata, miRNK mimikama u dva ¢elijska modela koji prikazuju odgovarajuce
promene u genomu identifikovane kod pacijenata sa CAKUT-om izucavan je translacioni potencijal
u cilju ponovnog uspostavljanja izmenjene ekspresije ciljnih gena.

Za funkcionalnu studiju, koriSéena su dva modela HEK293 ¢elijskih linija. U prvom modelu
koji oslikava stanje kod pacijenata sa CAKUT-om, uvedena je heterozigotna delecija gena MIR484
u HEK293 ¢elijsku liniju. Najve¢i modul interakcija miRNK koje su najcesce lokalizovane u CNV
regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena je grupisan oko hsa-miR-484
zbog Cega je odluceno da heterozigotna nokaut ¢elijska linija koja oslikava stanje kod pacijenata sa
CAKUT-om bude modifikovana bas za ovu miRNK. Medutim u ovom modelu i dalje postoji
rezidualna ekspresija hsa-miR-484, zbog ¢ega je uveden drugi, bolje kontrolisan ¢elijski model sa
homozigotnim nokautom gena MIR185, kako bi dobili dodatne informacije o efektu retkih delecija
na funkciju hsa-miR-185-5p. Ocekivalo se da ¢e ovaj model imati izrazenije efekte delecije gena za
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miRNK na promene u ekspresiji gena. Takode, uvodenje hsa-miR-185-5p u analizu pruza novu
perspektivu o uticaju CNV regiona na ekspresiju miRNK koje su lokalizovane u njima. Ovo je u
skladu sa prethodnim studijama u kojima se istrazivanje potencijalnog genetickog uzrocnika
CAKUT-a koji je lokalizovan u retkom CNV regionu vrsi uvodenjem potpunog nokauta gena
kandidata u model organizam (\Verbitsky i sar., 2019).

Funkcionalna studija je potvrdila da uvedena heterozigotna delecija gena MIR484, kao $to je
identifikovano kod pacijenata sa CAKUT-om, moze znacajno da smanji nivoe hsa-miR-484 in vitro,
dok ekspresija hsa-miR-185-5p nije detektovana u ¢elijskoj liniji u kojoj je uveden nokaut za gen
MIR185. Pored toga, odredeni ciljni geni ove dve miRNK su pokazali izmenjen nivo ekspresije u
¢elijama sa heterozigotnom delecijom gena MIR484 i homozigotnom delecijom gena MIR185 u
odnosu na HEK293 WT ¢elijsku liniju, Sto sugeriSe da bi ovi dogadaji mogli imati znacajan uticaj
na penetrabilnost i ekspresivnost CAKUT-a, pa ¢ak i da se predloze kao potencijalni geneticki
uzrocnici u sluc¢ajevima CAKUT-a gde se ne zna taCan geneticki uzro¢nik u okviru retkog CNV
regiona.

MDM2 je glavni negativni regulator tumor supresorskog gena p53 (Bond i sar., 2005).
Iniciranje apoptoze i zaustavljanja celijskog ciklusa pomoc¢u p53, naglasava potrebu za strogom
kontrolom aktivnosti p53 tokom razvica, isticu¢i kriticnu ulogu MDM?2 u negativnoj regulaciji p53
proteina. U bubrezima, MDM2 je ukljucen u regulaciju ¢elijskog ciklusa podocita, parijetalnih i
tubularnih epitelnih ¢elija, kao i infiltraciju inflamatornih c¢elija tokom razli¢itih patogenih
stimulusa (Mulay i sar., 2012; 2013; 2016). Pored svoje uloge u nadzoru c¢elijskog ciklusa, MDM2
takode pokazuje i zna¢ajnu ulogu u razvicu i bolestima bubrega. p53-/- embrioni misa su razvili
spektar urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta (Saifudeen i sar., 2009). Nivo ekspresije p53
u bubrezima opada za priblizno 50% od embrionalnog do odraslog doba (Aboudehen i sar., 2012).
Ekspresija MDM2 je povezana sa patofizioloskim procesima kao $to su inflamacija i fibroza
(Thomasova i sar., 2012), koji imaju klju¢nu ulogu u hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji. Povecana
ekspresija MDM2 je takode primeéena u tubulointersticijumu pacijenata sa tubulointersticijskom
fibrozom i unilateralnom opstrukcijom uretera (engl. Unilateral ureteral obstruction — UUQO) kod
miSeva (Ye 1 sar., 2017), ukazuju¢i na njegovu ulogu u procesima povezanim sa oSteCenjem

bubrega.

MDM2 je ciljni gen obe istrazivane miRNK, za koji se pokazalo da je povecano eksprimiran
u nokaut celijskim linijama u poredenju sa HEK293 WT celijskom linijjom. Na ovaj nacin,
potvrdeno je da je smanjena ekspresija i hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p povezana sa pove¢anom
ekspresijom MDM2, sto je takode sugerisano analizom mreze.

Mutacije u PKD1 su asocirane sa ve¢inom slucajeva autozomno dominantnog oblika
policisticne bolesti bubrega (ADPBB), naslednog oboljenja kog katakteriSe razvoj cista na
bubrezima i progresivni gubitak bubrezne funkcije (Hughes i sar., 1995). PKD1 protein eksprimiran
je u vaskularnim glatkim miSi¢nim c¢elijama i endotelu (Griffin i sar., 1997) i ima ulogu u
strukturnom i funkcionalnom integritetu vaskulature, a time i u patogenezi vaskularnih promena
uocenih u ADPBB (Kim i sar., 2000). Pokazalo se da PKD1 ili nedovoljno eksprimiran (Lantinga-
van Leeuwen i sar., 2007; Leonhard i sar., 2015) ili prekomerno eksprimiran (Pritchard i sar., 2000;
Thivierge 1 sar., 2006) izaziva PKD na zivotinjskim modelima, zbog ¢ega je predlozeno da je
uravnoteZzen nivo funkcionalnog proteina PKD1 vaZzan za odrzavanje tubularne arhitekture
(Leonhard i sar., 2016). lako ADPBB ne pripada spektru fenotipova CAKUT-a, Liu i saradnici
(2022) su pokazali da bi PKD1 mogao imati mogucu ulogu u razvoju CAKUT-a.

Posmatrajuc¢i mrezu interakcija najcéesce lokalizovanih miRNK u retkim CNV regionima
koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena, zaklju¢eno je da hsa-miR-484 i hsa-miR-
185-5p regulisu ekspresiju PKD1. Medutim, nismo uocili razliku u nivou ekspresije iRNK PKD1 u
nokaut ¢elijskim linijama u poredenju sa HEK293 WT ¢elijskom linijjom. Sa druge strane, ne moze
se sa sigurnoS¢u iskljuciti da hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p ne regulisu ekspresiju PKD1, jer
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regulacija moze da se deSava i na nivou proteina, potencijalno uklju¢uju¢i mehanizme kao Sto su
translaciona represija i destabilizacija, naglasavaju¢i slozenu prirodu regulacije ekspresije gena, van
regulacije transkripcije. S obzirom da predmet ove doktorske disertacije nije bilo merenje ekspresije
na nivou proteina, pretpostavku o efektu hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p na translacionu represiju
PKDI1 je neophodno ispitati u narednim istrazivanjima.

NOTCH signalizacija funkcioniSe kao jedan od glavnih puteva koji odreduju celijski
identitet tokom razvoja, a ima funkciju u ¢elijskoj komunikaciji. Celije se razlikuju jedna od druge
prema tome da li pretezno Salju ili primaju NOTCH signale, odnosno kakva je distribucija liganda i
receptora (Artavanis-Tsakonas i sar., 1999). Kod sisara postoje Cetiri receptora (NOTCH 1-4) i pet
razli¢itih liganada (Delta-like 1, 3, 4 i Jagged 1 i 2). Receptori i ligandi su transmembranski proteini
tip I (Yuan i sar., 2020). NOTCH signalizacija je inicirana ekspresijom liganda na ¢eliji koja $alje
signal. Interakcija liganada sa NOTCH receptorima koji su eksprimirani na ¢eliji koja prima signal,
pokrece seriju proteolitickih secenja, od strane metaloproteaze iz porodice ADAM i kompleksa
gama sekretaze. Ovo rezultuje oslobadanjem NOTCH intracelularnog domena (NICD), koji se
translocira u nukleus gde se vezuje za druge regulatore transkripcije kako bi aktivirao transkripciju
ciljnih gena, uglavnom iz Hes 1 Hey familije gena, koji funkcioniSu kao transkripcioni faktori (Sirin
I Susztak, 2012). Ovaj put transdukcije signala koji se koristi u vecini procesa zavisnih od NOTCH-
a poznat je kao kanonski put signalizacije NOTCH-a.

NOTCH signalni put je evoluciono o¢uvan signalni put koji ima znac¢ajnu ulogu u ranim
fazama nefrogeneze (Chung i sar., 2016; Mukherjee i sar., 2019). lako, NOTCH signalni put ima
sloZzenu ulogu u orkestriranju razvi¢a bubrega (Mukherjee i sar., 2019), njegova supresija je
neophodna za terminalnu diferencijaciju. Kada je razvoj bubrega zavrSen, ovaj signalni put je
uglavnom utiSan, a samo nekoliko c¢elija ostaju pozitivne na NOTCH kod odraslog bubrega.
Nekoliko nedavnih studija pokazalo je reaktivaciju ovog puta u razli¢itim poremecajima bubrega.
Dokumentovana je povecana ekspresija Notch3 u bubrezima misa koji je bio model sistem za PKD i
u bubrezima pacijenata sa autozomno dominantnim PKD (Idowu i sar., 2018). Povecana ekspresija
Notch3 je takode primeéena u bubreznim tubularnim epitelnim Ccelijama kod miSeva sa
jednostranom opstrukcijom uretera (Djudjaj i sar., 2012), kao i kod pacijenata sa opstruktivnom
nefropatijom (Huang i sar., 2018). Njegova aktivacija u glomerulu pospesuje brz tok bubrezne
insuficijencije uticuci na migratorne i proinflamatorne puteve (EI Machhour i sar., 2015). Zajedno,
ovi dokazi podrzavaju jedinstven doprinos NOTCH3 signalizacije u bubrezima prilikom povrede
bubrega izazvane opstrukcijom. S druge strane, istrazivanje na Notch3 nokaut miSevima (Notch3-/-)
pokazalo je da nedostatak Notch3 remeti bubreznu hemodinamiku (Boulos i sar., 2011). S obzirom
da je Notch3 ukljucen u sazrevanje 1 diferencijaciju glatkih misiénih celija vaskularnog zida,
nedostatak kontraktilnosti aferentnih arteriola ovih zivotinja ukazuje na abnormalnu strukturu
vaskularnog zida kao moguc¢i uzrok ovog nedostatka.

lako se ocekivalo da ¢e NOTCH3 biti povecano eksprimiran u Ccelijskoj liniji sa
heterozigotnim nokautom gena MIR484 u poredenju sa HEK293 WT C¢elijskom linijom, kao §to je
slu¢aj sa MDMZ2 genom, naSi rezultati su pokazali suprotno, primecena je smanjena ekspresija
NOTCHS3. Ovaj naoc¢ekivan rezultat iako ukazuje na moguéu ulogu hsa-miR-484 u regulaciji
ekspresije NOTCH3, sto moze imati implikacije na funkciju i patogenezu vezanu za NOTCH3
signalizaciju, takode ukazuje 1 da postoje potencijalni dodatni mehanizmi koji uti¢u na ekspresiju
NOTCHS3. Ekspresija ovog gena je regulisana sa vise miRNK (Song i sar., 2009; Ghisi i sar., 2011,
Kang i sar., 2021) sto ukazuje na kompleksnu regulaciju NOTCH3 signalnog puta i potencijalnu
ulogu drugih regulatornih faktora u ovom procesu. Dalja istrazivanja su neophodna kako bi se
razumela veza izmedu NOTCH3 gena i hsa-miR-484 i razumelo njeno biolosko znacenje.

FIS1 je ukljucen u deobu mitohondrija, oblikovanje mitohondrijalne morfologije 1 apoptozu
(Gomes i sar., 2008; Iwasawa i sar., 2011). Morfologija mitohondrija je dinamicki regulisana
ciklusima fisije i fuzije (Detmer i Chan, 2007), koji su klju¢ni regulatori nekoliko ¢elijskih procesa,
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kao Sto su progresija ¢elijskog ciklusa i apoptoza (Mitra, 2013; Pernas i Skorano, 2016). Tokom
aktivacije mitohondrijske fisije, protein DRP1 se vezuje za adapterske proteine koji se nalaze na
spolja$njoj membrani mitohondrije. Regrutovanje DRP1 se postize pomocu proteina FIS1. Oba ova
proteina, i FIS1 i DRP1 su oc¢uvani kod ljudi (Labbe i sar., 2014) i za oba proteina je ve¢ pokazano
da su ukljudeni u odrZavanje i diferencijaciju mati¢nih éelija (Seo i sar., 2018). Stavise, DRP1
stimuliSe Bax oligomerizaciju, koja indukuje oslobadanje citohroma c u citosol, gde moze aktivirati
kaspaznu kaskadu. Ova kaskada rezultuje formiranjem kompleksa sa APAF1, S§to dalje pospesuje
formiranje apoptozoma, na taj nacin indukuju¢i apoptotski mehanizam (Montessuit i sar., 2010).
Ovaj mehanizam ukazuje na povezanost izmedu fisije mitohondrija i apoptoze. Pored toga, FIS1
intereaguje sa BAP31, proteinom koji je lokalizovan na ER membrani, nakon ¢ega ga kataliti¢ki
seCe, stvaraju¢i p20 BAP31. p20 BAP31, deluje kao pro-apoptotski protein tako Sto konvertuje
prokaspazu-8 u aktiviranu formu ¢ime inicira i promovise apoptozu (Iwasawa i sar., 2011).
Interesantno je napomenuti da se tokom apoptoze, fisija mitohondrija drastiéno povecava zbog
masovnog regrutovanja DRP1 iz citosola do spoljasnje membrane mitohondrija (Hoppins i Nunnari,
2012).

Inflamacija bubrega i oStec¢enje tkiva tokom akutne bubrezne insuficijencije i hroni¢ne
bubrezne insuficijencije povezani su sa strukturnim i funkcionalnim promenama mitohondrija
(Maekawa 1 sar., 2019; Chung i sar.,, 2019). Takode, pokazalo se da su uslovi potrebni za
diferencijaciju intestinalnih  sekretornih  ¢elija, povecanje mitohondrijske fisije putem
FOXO/NOTCH signalizacije. Ovo je pra¢eno pojac¢anom deobom mitohondrija, $to je izazvano
hsa-miR-484 posredovanom regulacijom FIS1 (Ludikhuize i sar.,, 2020) §to naglasava vaznost
mitohondrija u odredivanju sudbine mati¢nih celija.

lako postoje dokazi da je FIS1 ciljni gen hsa-miR-484 (Wang i sar., 2012), razlika u nivoima
ekspresije iRNK FIS1 u HEK293 MIR484 KO" u poredenju sa HEK293 WT nije uolena.
Potencijalni razlog za nepostojanje promene na nivou iRNK moze biti zbog specifi¢ne hsa-miR-484
regulacije ekspresije proteina FIS1 vezivanjem za sekvencu iRNK koja kodira protein FIS1 (Wang i
sar., 2012) 1 na taj nacin inhibira njegovu translaciju 1 smanjuje samo koli¢inu proteina. Pored toga,
buduc¢i da FIS1 ucestvuje u apoptozi i dinamici mitohondrija, koja ukljucuje fuziju, fisiju i
mitohondrijalnu autofagiju (mitofagija) (lhenacho i sar., 2021) i da je neophodan za smanjenje
mitohondrijalnih reaktivnih vrsta kiseonika (Liou i sar., 2022), verovatno je da ¢e biti regulisan
brojnim faktorima.

APAF1, ima centralnu ulogu u procesu apoptoze. Ekspresija proteina APAF1 je
ograni¢avajuci faktor u formiranju apoptozoma i signalizaciji tokom procesa apoptoze (Yoshida i
sar., 1998; Hausmann i sar., 2000). Kao posledica izmenjene permeabilnosti mitohondrijske
membrane, citohrom c¢ se oslobada iz mitohondrija u citosol gde stupa u interakciju sa APAFI.
Nakon toga, sedam APAF1-citohrom c jedinica oligomerizuje formiraju¢i kompleks nazvan
apoptozom koji zatim vezuje prokaspazu-9. Blizina monomera prokaspaze-9 indukuje njihovu
aktivaciju i dimerizaciju u aktivnu kaspazu-9, koja zatim aktivira kaspazu-3 i kaspazu-7 (Shakeri i
sar., 2017).

Apoptoza ima vaznu ulogu u remodelovanju bubrega u fizioloskim uslovima. Takode je
povezana sa gubitkom celija i strukturnim oSteenjem kod hroni¢ne bubrezne insuficijencije
(Padanilam, 2003; Verzola i sar., 2004; Sekine i sar., 2012). Song i saradnici (2017) su pokazali da
se nivoi ekspresije APAF1 i kaspaze-9 postepeno povecavaju tokom embrionalnog perioda, a najvisi
nivo ekspresije dostizu tokom ranog postnatalnog perioda razvoja bubrega.

Sada$nji rezultati otkrivaju da je smanjenje nivoa ekspresije hsa-miR-484 u HEK293
MIR484 KO ¢elijama povezano sa regulacijom APAF1. Njegova regulacija bi mogla da uti¢e na
apoptozu tokom razvoja bubrega i da poremeti normalan razvoj bubrega. Nedavno je pokazano da
osim svoje uloge u apoptozi, APAF1 ima ulogu u stabilnosti centrozoma (Ferraro i sar., 2011).
Centrozom je vazan za deobu ¢elija, migraciju ¢elija i regulaciju ¢elijskog ciklusa, za koje je takode
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primec¢eno da su obogaceni genima iz mreze interakcija miRNK koje su najc¢esce lokalizovane u
retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih gena. In vivo poveéanje
broja centrozoma poremetilo je proliferaciju 1 diferencijaciju bubreznih progenitora, Sto je
rezultiralo defektnom morfogenezom grananja i hipoplazijom bubrega (Dionne i sar., 2018). Stoga
bi regulacija APAF1 mogla imati klju¢nu ulogu u razvoju bubrega. Nedavno je dokumentovano da
su centriole potrebne da reguliSu apoptozu posredovanu p53 u grananju pluca i razvoju endoderma
Sto sugeriSe vezu izmedu centriola i1 apoptoze (Xie 1 sar., 2021).

Poremecaji u ¢elijskoj homeostazi mogu dovesti do ER stresa koji se sastoji od akumulacije
pogresno savijenih proteina koji mogu formirati agregate unutar lumena ER. Kao odgovor na to,
dolazi do aktivacije transkripcionog faktora ATF6. U fizioloSkim uslovima, ATF6 je vezan za BiP
Saperone, koji ga odrzavaju u neaktivhom stanju. Medutim, nakon nagomilavanja pogresno
savijenih proteina u ER, BiP se odvaja od ATF6, omogucavajuc¢i translokaciju ATF6 sa ER
membrane do GoldZijevog aparata, gde prelazi u svoju aktivhu formu. Aktivirani ATF6 dalje
reguliSe aktivaciju CHOP-a, centralnog posrednika apoptoze indukovane ER stresom (Lenna i
Trojanowska, 2012). Aktivacija ATF6 je takode identifikovana tokom fibrotskih procesa kod UUO
modela (Chiang i sar., 2011). Autori su pokazali da u ovom modelu produZeni ER stres dovodi do
trajne aktivacije ATF6-CHOP proapoptotskog puta, koji dovodi do apoptoze tubularnih celija i
naknadne bubrezne fibroze.

Kako su Yuan i saradnici (2020) pokazali da hsa-miR-185-5p regulise ekspresiju ATF6,
o¢ekivalo se da je ekspresija ovog gena pove¢ana u HEK293 MIR 185 KO™™ u odnosu na HEK293
WT Celijsku liniju. Medutim, na$i rezultati su pokazali samo trend povecéanja nivoa ekspresije
IRNK ATF6 u ¢elijskoj liniji sa homozigotnim nokautom gena MIR185 u odnosu na HEK293 WT
¢elijsku liniju. Ovo moze biti posledica razlika izmedu tipova Celija koje su koris¢ene u studijama.
Ovi rezultati ukazuju na kompleksnost regulacije izmedu miRNK i njihovih ciljnih gena,
istovremeno sugerisSu¢i mogudi uticaj unutarcelijskih faktora na ovu interakciju. Dalja istrazivanja
su neophodna kako bi se detaljnije istrazili mehanizmi koji stoje iza ove regulacije i kako bi se bolje
razumela uloga hsa-miR-185-5p u kontekstu CAKUT-a. U tu svrhu mogu se koristiti drugi ¢elijski
modeli kao s§to su primarne celijske linije ili organoidi bubrega koji nude nove perspektive za
otkrivanje potencijalnih mehanizama.

Podocite su celije sa kompleksnom arhitekturom aktinskog citoskeleta, koje imaju kljucnu
ulogu u odrZavanju normalne glomerularne funkcije (Fogo, 2011). Gubitak podocita izazvan
apoptozom se obi¢no de$ava u patogenezi mnogih bolesti bubrega (Susztak i sar., 2006; Marshall i
sar., 2010; Li i sar., 2013; Daehn i sar., 2014). RHO GTPaze imaju kljucnu ulogu u odrzavanju
strukture i funkcije podocita, putem regulacije aktinskog citoskeleta, mikrotubula, migracije i
interakcije sa drugim strukturnim proteinima (Mouawad i sar., 2013).

RHOA i CDC42 pripadaju familiji malih RHO GTPaza i smatraju se glavnim regulatorima
aktinske citoskeletne arhitekture 1 Celijske adhezije. Medutim, ove RHO GTPaze takode kontroliSu
druge vazne celijske funkcije, kao Sto su ekspresija gena, proliferacija i apoptoza (Etienne-
Manneville 1 Hall, 2002). RHOA 1 CDC42 su identifikovani kao znacajni faktori u patogenezi
hroni¢ne bubrezne insuficijencije (Wang i sar., 2012; Reiser i Sever, 2013).

Pokazano je da CDC42 ima klju¢nu ulogu u odrzavanju ¢elija podocita (Yanagida-Asanuma
i sar., 2007), dok delecija ovog gena u podocitima dovodi do promena u morfologiji podocita i
poremecaju glomerularne funkcije (Blattner i sar., 2013). Nasi rezultati su pokazali da ne postoji
razlika u nivou ekspresije IRNK CDCA42 u ¢elijskoj liniji sa homozigotnim nokautom gena MIR185
u poredenju sa HEK293 WT c¢elijskom linijom. PoSto je na osnovu mreZe interakcija najcesce
lokalizovanih miRNK u retkim CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om i njihovih ciljnih
gena, zaklju¢eno da hsa-miR-185-5p reguliSe ekspresiju CDC42, moguce je da translaciona
represija doprinosi ovom rezultatu, §to znaci da hsa-miR-185-5p moze da utiCe na nivo proteina
CDC42, dok nivo IRNK CDC42 ostaje nepromenjen.
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Ranije je opisano da je smanjenje ekspresije gena RHOA, efekat koji je primecen u ¢elijskoj
liniji sa homozigotnim nokautom gena MIR185, u podocitima doveo do povecane apoptoze (Huang
1 sar., 2016), procesa koji se obicno povezuje sa razvojem bolesti bubrega (Canaud i sar., 2013).
Familija RHO proteina ima centralnu ulogu u c¢elijskim procesima, ukljucujuci proliferaciju,
diferencijaciju i migraciju ¢elija koji su od sustinskog znacaja u embriogenezi (Olson i sar., 1995;
Bianchi 1 sar., 2003). Istrazivanja na miSevima kojima nedostaje gen RHO GDla, regulator ¢lanova
familije RHO, pokazala su da izmenjena regulacija ¢lanova familije RHO utiCe na razvoj bubrega
(Togawa i sar., 1999). Stavise, otkriveno je da je RHOA prisutna u bubrezima pacova i ljudi od vrlo
ranih faza razvoja bubrega kada se javlja vecina indukcionih procesa koji karakteriSu organogenezu
bubrega (Bianchi i sar., 2003).

Rezultati u okviru ove teze potvrduju uticaj retkih CNV regiona na ekspresiju miRNK koje
su lokalizovane u njima, $to dalje uti¢e na ekspresiju ciljnih gena. Usled delecija gena za MIR185 i
MIR484 doslo je do smanjenja nivoa hsa-miR-484 u ¢elijskoj liniji sa heterozigotnim nokautom
gena MIR484, a ekspresija hsa-miR-185-5p nije detektovana u ¢elijskoj liniji sa homozigotnim
nokautom gena MIR185, u odnosu na HEK293 WT C¢elijsku liniju, ¢ime je potvrden efekat retkog
CNV regiona na nivo ekspresije obe miRNK. Dodatno, smanjenje ekspresije ove dve miRNK
rezultiralo je promenama u nivoima ekspresie MDM2, APAF1, NOTCH3 i RHOA u nokaut
¢elijskim linijama u odnosu na HEK293 WT ¢elijsku liniju. Iako nije doSlo do promene u ekspresiji
svih gena, postoji moguénost da je doSlo do promena na nivou proteina putem mehanizma
translacione represije. Ova sloZena regulacija na nivou translacije istice sposobnost miRNK da
menjaju nivoe proteina i funkciju ciljnih gena, Cak i ako se nivoi iRNK ne menjaju. Sve ovo
naglasava kompleksnu prirodu interakcija miRNK 1 ciljnih gena, pri ¢emu su dodatna istraZivanja
neophodna kako bi se potvrdila ova hipoteza i razjasnili mehanizmi koji stoje iza ove regulacije.

5.5. Efekat restitucije nivoa hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p na ekspresiju ciljnih gena

Kako bi ispitali translacioni potencijal hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p, in vitro su tretirane
sve tri ¢elijske linije odgovaraju¢im miRNK mimikama. Primeceno je da su miRNK mimike kojima
je tretirana HEK293 WT c¢elijska linija, imale efekat na ekspresiju veceg broja ciljnih gena u
poredenju sa tretmanom obe nokaut ¢elijske linije.

Tretman odgovaraju¢ih nokaut celijskih linija sa miRNK mimikama nije pokazao znaéajan
efekat na nivoe MDM2 i FIS1 transkripata u poredenju sa kontrolnim tretmanom. Medutim, tretman
HEK?293 WT ¢elijske linije sa mimikom hsa-miR-185-5p je rezultirao zna¢ajnim smanjenjem nivoa
MDM2 transkripta u poredenju sa kontrolnim tretmanom. Sli¢no tome, tretman mimikom hsa-miR-
484 pokazao je trend smanjenja nivoa ekspresije IRNK MDM2 u poredenju sa kontrolnim
tretmanom. Takode, primetili smo znacajno povecanje nivoa FIS1 transkripta, kada je HEK293 WT
Celijska linija tretirana mimikom hsa-miR-484. Ne treba iskljuciti da odredene promene u nivou
MDM2 mogu biti efekat p53 statusa ¢elija HEK293. Medutim, primec¢eno je da prezasi¢enost p53 u
¢elijama HEK293 sprecava znaCajnu promenu aktivnosti MDM2 ¢ak i tokom transfekcije p53
(Lober i sar., 2002). Zbog toga, ¢ak i ako dode do promena u nivoima p53, ne oc¢ekuje se da bi
uocene promene u ekspresiji MDM2 mogle biti izazvane promenama u nivou p53.

Kao $to je primeéeno i u naSim i u drugim studijama, gen MDM2 je regulisan sa vise
miRNK koje su povezane sa razliitim patologijama (Hoffman i sar., 2014; Ren i sar., 2014; Zhou i
sar., 2019). Zbog toga bi u budu¢im istrazivackim strategijama trebalo razmotriti i alternativne
miRNK, koje nisu obuhvacene u ovom eksperimentu, a koje imaju iste ciljne gene. Razmatranje
upotrebe kombinacije miRNK moZze rezultirati postizanjem maksimalnog kompenzacionog efekta
za deleciju gena koji kodira specificnu miRNK zbog potencijalne mreze kompetiraju¢ih endogenih
RNK (engl. competing endogenous RNA — ceRNA).
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Jedan od mogucih mehanizama koji moze da objasni zasto tretman HEK293 WT celijske
linijje miIRNK mimikama ima efekat na ekspresiju veéeg broja ciljnih gena u poredenju sa
tretmanom obe nokaut celijske linije lezi u hipotezi o kompetiraju¢im endogenim RNK. Prema
ceRNA hipotezi, odredene RNK, koje sadrze MRE sekvence mogu delovati kao mamci za miRNK,
Sto znac¢i da ove RNK mogu privu¢i miRNK i spreciti ih da reguliSu druge ciljne RNK molekule.
Na primer, pseudogeni, koji su segmenti DNK koji podsecaju na gene koji kodiraju proteine, ali su
nefunkcionalni, mogu delovati kao kompetitivne endogene RNK, privlace¢i miRNK i konkuriSuci
za vezivanje, ¢ime uticu na nivo ekspresije gena. Osim pseudogena, i drugi RNK molekuli, poput
dugih nekodiraju¢ih RNK mogu ometati aktivnost miRNK, na taj nac¢in moduliSuci ekspresiju gena.
Eksperimentalni dokazi postoje da su egzogeno eksprimirani miRNK mamci u stanju da efikasno i
specifi¢no inhibiraju funkciju miRNK (Ebert i sar., 2007; Brown i sar., 2007; Gentner i sar., 2009).
Ova dinamicna interakcija miRNK i razli¢itih kompetiraju¢ih endogenih RNK, otvara nove
perspektive u razumevanju regulacije gena, gde se MRE sekvence mogu posmatrati kao slova
»RNK jezika”, putem kojeg transkripti aktivno komuniciraju radi regulacije svoje ekspresije
(Salmena 1 sar., 2011). Snazna podrska ceRNA hipotezi dolazi iz Cinjenice da efikasnost miRNK
zavisi od koncentracije njenih ciljnih gena (Arvey i sar., 2010). miRNK koje imaju veci broj ciljnih
gena mogu da reguliSu svaki ciljni gen u manjoj meri od miRNK sa manje ciljnih gena. Po istom
principu, kada je nivo odredene iRNK povecan, miRNK represija je znatno manja jer ukupan broj
MRE premasSuje broj samih miRNK. Zbog toga, promena nivoa pojedinacne endogeno
kompetiraju¢e RNK ima uticaj na druge RNK sa kojima deli MRE. Takode, karakterizacija ceRNA
mreze moze otkriti regulatorne mreze koje se ne mogu uociti konvencionalnim metodama. Ovo je
posebno vazno u kontekstu proucavanja bolesti, jer poremecéaji u ceRNA mrezama mogu imati
implikacije na razvoj bolesti, ali istovremeno otvaraju i nove puteve za terapijske intervencije.

Sve je viSe dokaza koji opisuju endogene mamce, koji kompetitivno reguliSu distribuciju
miRNK molekula na njihove ciljne gene za obe, hsa-miR-484 (Xie i sar., 2018; Li i sar., 2020;
Zhang i sar., 2021) i hsa-miR-185-5p (Wu i sar., 2019; Yu i sar., 2021; Niu i sar., 2023;).

Uzimaju¢i u obzir prethodno opisani mehanizam, uoceni efekti znacajnije aktivnosti miRNK
mimika koje su transfekcijom uvedene u HEK293 WT c¢elijsku liniju mogu biti posledica
zasic¢enijih mamaca koji omogucavaju dalje interakcije mimika sa njihovim ciljnim transkriptima.
Suprotno tome, nokaut sistem koji ima potencijalno slobodne MRE i na iRNK ciljnih gena i na
nekodiraju¢im mamcima, mogao bi biti manje sklon aktivnosti miRNK mimika. Stoga bi buduce
studije trebalo da razmotre integrisanu evaluaciju viSeslojne regulatorne mreze koja obuhvata
miRNK, duge nekodiraju¢e RNK i kodirajuc¢e transkripte kako bi se predvideli potencijalni
mehanizmi sa translacionim potencijalom za terapijsku primenu. Pored toga, ove informacije
predstavljaju dragocenu smernicu za buduce strategije personalizovanog leCenja CAKUT-a.

U istrazivanim postavkama ove studije, najveci efekat je primecen za hsa-miR-185-
5p/RHOA osu. Dok je nokaut gena MIR185 asociran sa smanjenjem nivoa iRNK RHOA, tretman
¢elijske linije sa homozigotnim nokautom gena MIR185 sa mimikom hsa-miR-185-5p doveo je do
restitucije ekspresije RHOA. Medutim, treba napomenuti da uoceni efekat ne oslikava kanonsku
aktivnost inhibitorne regulacije ekspresije gena miRNK. Mada, nije neuobicajeno da miRNK
takode moze delovati in-trans tako $to povecavaju ekspresiju ciljnih gena u zavisnosti od tipa tkiva i
stanja (Valinezhad i sar., 2014). Na primer, MIR145 ucestvuje u regulaciji miokardina tokom
diferencijacije misica tako Sto povecava njegovu ekspresiju (Cordes i sar., 2009), dok ista miRNK
indukuje smanjenje ekspresije ROCK1 kod osteosarkoma (Li i sar., 2014). Pored toga, ranije je
pokazano da inhibitor hsa-miR-185 znacajno povecava ekspresiju DNMT1 u celijskoj liniji HK2 i
modulacijom ekspresije DNMT1 reguliSe ekspresiju MEG3 u bubreznoj fibrozi izazvanoj TGF-bl
(Xue i sar., 2019). U nasem eksperimentu, gde je uvedena delecija gena MIR185 u ¢celijskoj liniji
HEK293, DNMT1 bi takode mogao da bude povecano eksprimiran i da naknadno uti¢e na odredene
gene kao Sto je RHOA. Stoga bi buduce studije trebalo da istraze ovde predstavljenu interakciju hsa-
miR-185-5p/RHOA u CAKUT-u i progresiju bubrezne insuficijencije kod pacijenata sa delecijom
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gena MIR185, dok bi targetiranje ose hsa-miR-185-5p/RHOA kod pacijenata sa CAKUT-om kod
kojih je prisutna delecija MIR185 moglo potencijalno imati terapeutske koristi.

Tretman sa odgovaraju¢im hsa-miR-185-5p miRNK mimikom obe, HEK293 MIR185
KO"™™ j HEK293 WT ¢éelijskih linija je doveo do znalajnog poveéanja nivoa ekspresije iRNK
ATF®6, sto je bilo neocekivano. Bioinformaticko odredivanje ciljnih gena miRNK je pokazalo da je
pretpostavljeno mesto vezivanja za hsa-miR-185-5p bilo prisutno u 3'UTR regionu ATF6, a
prethodno je u HK2 ¢elijama koje su bile izlozene TGF/betal potvrdena smanjena regulacija ATF6
posredovana hsa-miR-185-5p (Yuan i sar., 2020). Da li je do uocenih neslaganja doslo zbog razlike
u ¢elijskim linijama koje su koriséene u studijama ili zbog razlika u tretmanu (TGF beta tretman i
fibroza), ostaje da se potvrdi u budu¢nosti.

Dodatno smo primetili da nakon tretmana HEK293 MIR484 KO i HEK293 WT ¢elijskih
linija, mimikom hsa-miR-484, takode dolazi do znacajnog smanjenja NOTCH3 u poredenju sa
kontrolnim tretmanom. Tako bi uo¢ena smanjena ekspresija NOTCH3 u HEK293 MIR484 KO"™ y
poredenju sa celijskom linjjom HEK293 WT mogla biti fenomen koji opisuje leziju DNK kao
okida¢ za odgovor transkripcione adaptacije (El-Brolosy i Stainier, 2017) koji bi mogao vratiti
oc¢ekivani efekat fenotipa. Fenomen lezije DNK se javlja nakon oStecenja DNK, kada dolazi do
globalne reorganizacije i dekondenzacije hromatina (Takahashi i Kaneko, 1985; Ziv i sar., 2006).
Ovi procesi su posredovani sa nekoliko remodelatora hromatina i enzima koji modifikuju histone
(Downs 1 sar., 2007). Reorganizacija hromatina moZe rezultirati promenama u petljama DNK i
organizaciji nukleusa (Chambeyron i Bickmore, 2004), $to takode moze uticati na ekspresiju gena,
tako Sto ¢e do¢i do povecanja dostupnosti hromatina u regulatornim regionima gena koji
kompenzuju oste¢enja. Ova istrazivanja ukazuju da regulacija moze biti neoc¢ekivano dinamicna.
Dok precizan mehanizam smanjenja ekspresije NOTCH3 nakon transfekcije hsa-miR-484 tek treba
da se utvrdi, nasi rezultati imaju potencijalno vazan uticaj na upotrebu hsa-miR-484 u stabilizaciji
pojacano eksprimiranog NOTCHS3 koji je povezan sa fenotipovima CAKUT-a.

Na osnovu rezultata ove studije, nismo uocili znacajne razlike u nivou ekspresije gena
APAF1, CDC42 i PKD1 u ¢elijama koje su tretirane odgovaraju¢im miRNK mimikama u poredenju
sa ¢elijama koje su tretirane NT miRNK kontrolom, §to potencijalno moze biti rezultat aktivacije
kompenzacionih mehanizama ili gena. Oni mogu delovati na nacin da neutraliSu efekte miRNK
mimike na ekspresiju ciljnih gena. Ova kompenzacija moze biti posledica regulatornih mehanizama
unutar Celija, koji se aktiviraju kao odgovor na promene u ekspresiji gena. Takode, kompenzacija
moze biti posledica delovanja drugih miRNK, dugih nekodiraju¢ih RNK (engl. long non-coding
RNA — IncRNA) ili transkripcionih faktora koji se mogu aktivirati kao odgovor na tretman miRNK
mimikama, kako bi se odrzala homeostaza i normalna funkcija ¢elija.

OgraniCenja ove studije obuhvataju nedostatak direktnog pracenja nivoa proteina ciljnih
gena, imajuc¢i u vidu da miRNK, osim $to uti¢u na degradaciju ciljne iRNK, takode mogu da
reguliSu ekspresiju ciljnih gena putem mehanizma translacione represije. Posto u ovoj studiji nije
potvrdena interakcija izmedu miRNK i iRNK ciljnih gena, buduca istrazivanja bi trebalo da ispitaju
da li su promene u ekspresiji ciljnih gena direktan ili indirektan efekat hsa-miR-484 i hsa-miR-185-
5p. Takode, studija se oslanja na in vitro modele koji ne oslikavaju kompleksnost interakcija unutar
celokupnog organizma. Kako bismo bolje razumeli mehanizme koji stoje iza ove regulacije i
prevazisli ogranicenja ove studije, potrebno je proSiriti istrazivanje integrativnim studijama koje
ukljucuju i dinamiku hromatina, kompenzacione efekte i interakcije miRNK-iRNK-IncRNK i nivoe
proteina. Aktivacija ili utiSavanje gena za miRNK u in vivo modelima ¢e takode pruziti znacajan
uvid u mehanizam miRNK regulacije koje su lokalizovane u CNV regionima. Pored toga, korelacija
izmedu miRNK koje su lokalizovane u CNV regionima i ekspresije odgovarajucih ciljnih gena
treba istraZiti ex vivo kako bi se procenio efekat u kontekstu kompenzacionih mehanizama. Stavige,
u buduc¢im studijama bi trebalo razmotriti tretman sa prethodno formiranim kompleksima miRNK-—
Argonaut protein (Castellanos-Gonzalez i sar., 2016), jer je opisano da koli¢ina slobodnog Argonaut
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proteina moze da ograni¢i funkcionalni efekat miRNK koje su transfekcijom uvedene u celiju
(Thomson i sar., 2013). Izmenjena regulacija brojnih iIRNK ciljnih gena, koja je posredovana
miRNK koje su lokalizovane u CNV regionima moze dovesti do varijabilnosti fenotipa CAKUT-a.

lako in vitro modeli predstavljaju polaznu osnovu za izucavanje kompleksne molekularno
geneticke osnove CAKUT-a, primenjeni modeli i metodoloski pristup koris¢eni u ovoj doktorskoj
disertaciji nam omogucavaju da dobijemo bolji uvid u ovu problematiku. Ovakav pristup nije samo
koristan za razumevanje CAKUT-a, ve¢ otvara i moguénosti za primenu u proucavanju drugih
slozenih bolesti. Funkcionalna osa koja ukljucuje retke CNV regione koji su asocirani sa CAKUT-
om i naknadna izmenjena aktivnost hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p usled njihove promene u
ekspresiji ukazuje na translacioni potencijal ovih miRNK za moguc¢u primenu u preciznoj medicini.
Njihova regulacija ciljnih gena moze se iskoristiti za razvoj terapijskih strategija koje ciljaju
specificne molekularne puteve u CAKUT-u. Kroz razumevanje translacionog potencijala ovih
miRNK i integraciju tih saznanja u klinicku praksu, moguce je personalizovati leCenje i izmeniti
ishod bolesti kod pacijenata sa CAKUT-om.
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6. Zakljucci

Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Primenom algoritma Kkoji je predstavljen u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se uspesno
identifikovati i funkcionalno interpretirati geni za miRNK koji su najcesce lokalizovani u retkim
CNV regionima koji su asocirani sa CAKUT-om.

2. Generisani modeli ¢elijskih linija sa nokautom za gene miRNK se mogu se uspesno primeniti u
studijama, sa ciljem izucavanja efekta CNV regiona na ekspresiju gena za miRNK koji su
lokalizovani u njima, kao i posledicne promene u ekspresiji gena koji su targeti nokautiranih
miRNK.

3. Uvedena heterozigotna delecija gena za MIR484 u HEK293 ¢elijskoj liniji ima efekat na
ekspresiju hsa-miR-484 koja je znacajno niza u poredenju sa HEK293 WT Ccelijskom linijom.
Uvedena homozigotna delecija gena za MIR185 u HEK293 ¢elijskoj liniji ima efekat na ekspresiju
hsa-miR-185-5p koja nije detektovana ovoj ¢elijskoj liniji u poredenju sa HEK293 WT ¢elijskom
linjjom gde je ekspresija ove miRNK identifikovana. Na osnovu ovih rezultata zakljuCujemo da
CNV regioni imaju funkcionalni efekat na ekspresiju miRNK gena koji su u njima lokalizovani.

4. Promena nivoa hsa-miR-484 usled heterozigotne delecije je povezana sa promenom u ekspresiji
MDM2, APAF1 i NOTCH3, dok je promena nivoa hsa-miR-185-5p usled homozigotne delecije
povezana sa promenom u ekspresiji MDM2 i RHOA. Ove promene potvrduju znacaj miRNK i uticaj
delecije gena za ove miRNK na regulaciju ciljnih gena, na osnovu cega zaklju¢ujemo da CNV
regioni imaju efekat ne samo na ekspresiju miRNK gena koji su u njima lokalizovani, ve¢ i na
ekspresiju njihovih ciljnih gena.

5. Restitucijom nivoa hsa-miR-484 i hsa-miR-185-5p u c¢elijskim linijama sa uvedenom
homozigotnom ili heterozigotnom delecijom gena za ove miRNK, potvrden je potencijal
ublazavanja efekta retkog CNV regiona na ekspresiju ciljnih gena miRNK koje su lokalizovane u
ovim regionima, Sto nam ukazuje na moguc¢nost koriS¢enja miRNK mimika ili drugih oblika
miRNK terapije kao strategije za ponovno uspostavljanje izmenjene ekspresije odredenih
analiziranih gena koja je uzrokovana izmenjenom ekspresijom miRNK koja je lokalizovana u
retkom CNV regionu.

6. Primenjeni modeli i metodoloski pristup koris¢eni u ovoj doktorskoj disertaciji nam
omoguc¢avaju da dobijemo bolji uvid u molekularno geneticku osnovu CAKUT-a. S obzirom na
uspesnost ovog pristupa, mogao bi se primeniti 1 za rasvetljavanje molekularno geneticke osnove
drugih sloZenih bolesti.
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Mpunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBY

MoTnucaHu-a KpuctuHa Mutpoeuh
Opoj uHgekca B53022/2017
M3jaBrbyjem

[la je AOKTOpCKa AvcepTaLwja nog HacnoBom

JMMaoeHtndukaumja mukpo PHK v pervoHMma reHomMa ca  PeTKUM  CTPYKTYPHUM
BapuvjaHTamMa Kao MOTEeHUMjanHuX TEeHETUYKMX Y3POYHWKA 33 HacTaHak YpPoReHux
aHoManuja 6ybpera 1 ypuHapHoOr TpakTa YoBeka"

e pe3ynTtaT CONCTBEHOr UCTpaxuBa4vKor paga,

e [a npeanoxeHa aucepraumja y LeNnHU HU y AenoBuma Huje Buna npeanoxeHa
3a pobuvjake 6uno koje gunnome npema CTYAMjCKAM nporpaMuMma gpyrux
BWCOKOLLIKOSICKNX YCTaHOBa,

e [a Ccy pesynTaTul KOPEKTHO HaBEeAEHW W

e [a HUcaM KpLwuo/na ayTopcka npasa W KOPWUCTWO WHTEneKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 19.04.2024.



Mpwnor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paga

Mme n npeaume aytopa _KpunctnHa Mutposuh

bpoj nHgekca B53022/2017

Ctyaunjcku nporpam Buonoruvja

Hacnoe papga ‘MoeHtudmkaumja mmkpo PHK v pernoHvuma reHoma ca peTkum
CTDYKTYPHUM BapujaHTama Kao NoTeHUuMjanHux reHeTUYKUX Y3podHWKA 3a HacTaHak
vpoheHux aHomanuja 6ybpera n ypvHapHOTr TpakTa Yyoseka”.

MeHTOpPU

op MeaH JoBaHoBWh, BULUIK HayvHW capanHuk, YHusepauTeT v Beorpagy — IHCTUTYT 33
HyKkneapHe Hayke ,Burya“ — MHCTUTYT 04 HaumoHanHor sHadaja 3a Penybnuky Cpbujy

ap KatapuHa 3ersuh, BaHpeaHu npodecop, YHueepsuteT v beorpagy — bUonoLuxu

@aK!HTeT

MoTnucaxw/a l{%)uuLuHc\ Muih?o%ut

N3jaerbyjem fa je wTamnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA EneKTPOHCKO]
Bep3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbvBake Ha noptany AdurutanHor
penosutopujyma YHuBep3suteta y beorpagy.

[JossorbaBam ga ce objaBe MOju NWUYHM nofjauy BesaHu 3a gobujarbe akagemcKor
3Bara JOKTOpa Hayka, Kao LUTO cy MMe 1 nNpesume, roguHa 1 Mecto pohewa u gatym
opbpaHe paga.

OBv nu4HM nopaum mory ce o6jaBuTM Ha MpPEeXHUM CTpaHvuama AaurutanHe
BubnuoTeke, y enNeKTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHneepsuteta y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpagy, 19.04.2024.

K?U(,m ae Muiipofut



Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemny

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnmoteky ,Ceetosap Mapkosuh* ga y OuruTtantu
penosutopujym YHusepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AuWcepTauujy nog
Hacrosom:

JoeHtudoumkaumja mumkpo PHK v pervoHuma reHoma ca  pPEeTKUM  CTPYKTYPHUM
BapvjaHTaMa Kao MoTEeHUWMjanHUX TFEHETUYKMX Y3POYHWMKaE 33 HacTaHak ypoReHux
aHomanwuja 6ybpera n ypuHapHor Tpakta 4oeeka"

KOja je Moje ayTOpCKO Aerno.

AwvcepTauujy ca cBUM NpunosumMa npegao/na cam y enekTpoHckoMm dhopMaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMUpat-E.

Mojy OQoKTopcKy AucepTauunjy noxpareHy y [JurutanHn penosvtopujym YHusepsauTeTa
y Beorpagy mory ga Kopucte CBW Koju nowwTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyduo/na.

1. AyTopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLKjanHo
@AyTopCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AYTOPCTBO — HEKOMepLWjarnHo — 4enuTU Nof, UCTMM YCrioBuma
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnWTU Nog UCTUM yCcrnoBuma

(Monumo fOa 3acKpyxmTe camo jefHy Of WecT NOHYNEeHUX nuueHuW, KpaTtak onuc
nuueHumn gat je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, 19.04.2024.




1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYLM)Y M jaBHO caorwTasaHe
Aena, u npepage, ako ce HaBefe ume aytopa Ha HauuH oapefeH og cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cspxe. OBo je HajcnobofHWja o4 CBUX
NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lossorbaeaTte yMHOXaBake, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caonwitasare fena, u npepage, ako ce Hasege ume aytopa Ha HauvH ogpeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 403BOSbaBa KOMepLyjanHy
ynoTpeby nena.

3. AyTopcTBO - HekomepumjanHo - 6e3 npepage. [JosBorbaBaTe yMHOXaBawe,
AvcTpubyumrjy M jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarba Wnu
ynotpebe gena y cBoMm Jeny, ako Ce HaBeae ume aytopa Ha HauvH oapeheH of
cTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nvueHUa He A03BOSbaBa KoMepLuvjanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHLle, 0OBOM NWLEHLIOM Ce OrpaHudaBa
Hajsehun obym npasa kopuwhera gena.

4, AYTOpPCTBO - HEKOMEpLUMjanHo — AenuTu noj WcTum ycrnosuma. [lo3BorbasaTe
yMHOXaBaw-e, ANCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBare Aena, n npepage, ako ce Haseae
uMe aytopa Ha HauvmH ogpefieH oa cTpaHe ayTopa wunu gaBaoua fULEHLE U ako ce
npepaga puctpubympa nog WUCTOM wmnu cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua He
fA03BOSbaBa komepuwjanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate ymHoOXaBawe, AMCTpMOyuujy u jaBHO
caonwTaeake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoeara unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua fo3sosbasa koMmepuyjanHy ynotpeby gena.

6. AyYTOpCTBO - QfOenuTu nog WucTUM ycnosuMma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBak-eg,
auctpubyumjy 1 jaBHO caoniuTasake gena, v npepage, ako ce Haseje nve aytopa Ha
HaunmH oppefleH o4 cTpaHe ayTtopa wnu gaBaoua NuUUEHUE W ako ce npepaga
avctpubyvpa nop wWcTom wnu cnuyHom nvueHuom. OBa nuueHua [o3BorbaBsa
KomepumjanHy ynoTpeby gena w npepaga. CnvuHa je codpTBEpCKUM suvueHuama,
OAHOCHO NWLEHL|amMma OTBOPEHOr KoAa.



