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Analiza ekspresije celokupnog genoma u cilju identifikacije klju¢nih gena i
mikro RNK za nastanak urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta

coveka

Sazetak

Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta (engl. Congenital Anomalies
of the Kidney and Urinary Tract - CAKUT) su razlog nastanka cak polovine
slucajeva terminalne bubreZne insuficijencije ali patofizioloSka osnova ove bolesti
josS uvek nije poznata u potpunosti pa je samim tim otezana prevencija i terapija. U
ovoj studiji je, uporedivanjem ekspresije celokupnog genoma u tkivu uretera
pacijenata sa CAKUT-om i zdravih kontrola, identifikovano 78 diferencijalno
eksprimiranih gena. Bioinformatickom analizom je po prvi put zaklju¢eno da
postoji visok nivo kompleksnosti bioloSkih procesa i molekularnih puteva u tkivu
coveka koji su u CAKUT-u diferencijalno regulisani i ¢ije vaZne interakcije se mogu
predstaviti sa sedam molekularnih mreZa, od kojih Cetiri sadrze gene sa funkcijama
koje se direktno mogu asocirati sa CAKUT-om. Eksperimentalnom validacijom
klju¢nih mreZa qRT-PCR metodom utvrden je poviSen nivo iRNK za gene LCNZ2 (7,6
puta), PROM1 (8 puta) i SOSTDC1 (5,6 puta) i sniZzen nivo iRNK za gene RASD1 (4,5
puta), INA (3,3 puta) i TAC3 (6,6 puta) u tkivu uretera pacijenata u poredenju sa
kontrolnim tkivom, koji mogu biti molekularni markeri za CAKUT. Ove mreZe su
ujedno i prikaz interakcija klju¢nih molekula u CAKUT-u i predstavljaju temelj
buduc¢ih funkcionalnih studija. Primenom metode koja povezuje podatke sa
genskog ekspresionog Cipa i predikcije vezuju¢ih mesta razlic¢itih miRNK iz viSe
predikcionih algoritama, sa unapredenom rezolucijom, identifikovane su miRNK sa
potencijalno poviSenom ekspresijom u CAKUT-u u odnosu na zdrave kontrole.
Validacijom klju¢nih miRNK qRT-PCR metodom je identifikovan poviSen nivo
miR-144 (5,7 puta) u tkivu uretera pacijenata u odnosu na kontrole, koji moZze biti

molekularni marker za CAKUT.
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Analysis of whole genome expression in order to identify the key genes and
microRNAs for the occurrence of congenital anomalies of the kidney and

urinary tract in humans

Abstract

Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) are the cause
for half of the cases with renal failure, but pathophysiological basis of this disease
is not fully known. Therefore, the therapy and prevention of the disease is difficult.
In this study, by comparing the whole-genome expression in the ureter tissue of
patients with CAKUT and healthy controls, 78 differentially expressed genes were
identified. By employing bioinformatical analysis it was concluded that there is a
high level of complexity of biological processes and molecular pathways,
differentialy regulated in CAKUT, whose important interactions can be represented
with seven molecular networks, of which four contain genes with functions that
can be directly associated with CAKUT. Experimental validation of key networks by
gRT-PCR method identified elevated mRNA levels of LCN2 (7.6 fold), PROM1 (8
fold) and SOSTDC1 (5.6 fold), and decreased mRNA levels of RASD1 (4.5 fold), INA
(3.3 fold) and TAC3 (6.6 fold) in the ureter tissue of the patients compared to
control tissue, which may be molecular markers for CAKUT. These networks
display the interactions of key molecules in CAKUT and provide the basis for future
functional studies, as well. By applying the method that links microarray gene
expression data and prediction of miRNA binding sites from several prediction
algorithms, with enhanced resolution, miRNAs with potentialy upregulated
expression in CAKUT compared to healthy controls were identified. Validation of
key miRNAs by qRT-PCR method identified increased level of miR-144 (5.7 fold) in
the ureter tissue of the patients compared to controls, which may be a molecular

marker for CAKUT.
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Skracenice

3'UTR - (engl. 3’ Untranslated Region) 3’ netranslatirajuci region iRNK

AGO 1-4 - (engl. Argonaute 1-4) Argonaut proteini 1-4

AM - (engl. Adrenomedullin) Adrenomedulin

Angll - (engl. Angiotensin 1I) Angiotenzin II

AT2R - (engl. Angiotensin Il Receptor Type 2) Angiotenzin Il receptor tipa 2

BGA - (engl. Between Group Analysis) Analiza izmedu grupa

BMP?7 - (engl. Bone Morphogenetic Protein 7) KoStani morfogenetski protein-7
CAKUT - (engl. Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract) Urodene
anomalije bubrega i urinarnog trakta

CDC5L - (engl. Cell Division Cycle 5 Like) Protein slican proteinu ciklusa celijske
deobe 5

Cd-MT - Kompleks kadmijum-metalotionein

c¢DNK - (engl. Complementary DNA) Komplementarna DNK

CHD1L - (engl. Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1-Like) DNK vezujuci
protein slican helikazi sa hromodomenom

CIA - (engl. Co-Inertia Analysis) Ko-inerciona analiza

CIA/BGA - (engl. Co-Inertia Analysis/Between Group Analysis) Ko-inerciona analiza
sa unapred definisanim grupama upotrebom analize izmedu grupa

CoMeTa - (engl. Co-expression Meta-analysis of miR Target genes) Ko-ekspresiona
meta analiza miRNK ciljnih gena

COOL - (engl. CO-Operational Level) Ko-ekspresiona analiza za predikciju
funkcionalnih puteva miRNK

cRNK - (engl. Complementary RNA) Komplementarna RNK

DAVID - (engl. The Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery) Baza za anotaciju, vizuelizaciju i integrativni pronalazak bioloskih
procesa i molekularnih funkcija asociranih sa diferencijalno eksprimiranim genima
DEG - Diferencijalno Eksprimirani Geni

DGCRS8 - (engl. DiGeorge syndrome Chromosomal [or Critical] Region 8) Di DZordZ
sindrom Kkriti¢ni region 8 subjedinica mikroprocesorskog kompleksa

DNKaza I - Dezoksiribonukleaza |



DSTYK - (engl. Dual Serine/Threonine and Tyrosine Protein Kinase) Dvostruka
serin/treonin i tirozin protein kinaza

EMT - Epitelijalno-Mezenhimalna Tranzicija

EMX2 - (engl. Empty Spiracles Homeobox 2) Homolog 2 Empty Spiracles gena
ET-1 - (engl. Endothelin 1) Endotelin 1

EYA1 - (engl. EYA Transcriptional Coactivator and Phosphatase 1) EYA
transkripcioni koaktivator i fosfataza 1

FC - (engl. Fold Change) pokazuje koliko je puta nivo iRNK ili miRNK vis$i/nizi u
ciljnoj grupi u odnosu na referentnu grupu uzoraka.

FE - (engl. Fold Enrichment) mera asocijacije seta diferencijalno eksprimiranih
gena sa odredenim anotacionim terminom

FGF8 - (engl. Fibroblast Growth Factor 8) Faktor rasta fibroblasta 8

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

FREM2 - (engl. FRAS1 Related Extracellular Matrix Protein 2) Protein 2 asociran sa
Frejzerovom subjedinicom 1 kompleksa ekstracelijskog matriksa

GATA3 - (engl. GATA binding protein 3) Transkripcioni regulator specifican za T
celije

GDNF - (engl. Glial cell Derived Neurotrophic Factor) Neurotropni faktor poreklom
od glijalnih celija

GEC - Genski Ekspresioni Cip

GEO - (engl. Gene Expression Omnibus) Javna baza rezultata eksperimenata iz polja
funkcionalne genomike

GO - Genska Ontologija

GUDMAP - (engl. The Genitourinary Developmental Molecular Anatomy Project)
Projekat razvojne molekularne anatomije genitourinarnog trakta

HNF1B - (engl. Hepatocyte Nuclear Factor 1 homeobox B) Hepatocitni nukleusni
faktor 1 homeoboks B

IL-17A - Interleukin-17A

IM - Intermedijarni Mezoderm

INA - (engl. Internexin Neuronal Intermediate Filament Protein Alpha) Protein

neuronskog intermedijarnog filamenta interneksin alfa



IPA - (engl. Ingenuity Pathway Analysis) Softver za analizu molekularnih puteva
proizveden od strane Ingenuity-a

IVU - Intravenska Urografija

LCN2 - (engl. Lipocalin 2) Lipokalin 2

LIM1 - (engl. LIM Homeobox 1) Transkripcioni regulator sa LIM domenom
MIAME - (engl. Minimum Information About a Microarray Experiment) Minimalna
informacija o eksperimentu na genskom ekspresionom ¢ipu

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

miRCos - (engl. miRNA Communities) miRNK zajednice

miRNK - Mikro RNK

MM - Metanefricki Mezenhim

MT - Metalotionein

MU - Primarni Megaureter

NGF - (engl. Nerve Growth Factor) Faktor rasta nerava

nNOS - (engl. Neural Nitric Oxide Synthase) Neuralna sintetaza azot oksida

NPY - (engl. Neuropeptide Y) Neuropeptid Y

NSC - (engl. Non Symmetric Correspondence Analysis - NSC) Analiza asimetri¢ne
korespondencije

OMU - Opstruktivni Megaureter

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

PAX2 /8 - (engl. Paired Box 2 /8) Paired Box transkripcioni regulatori 2/8
pre-miRNK - Prekursor miRNK

pri-miRNK - Primarni miRNK transkript

PROM1 - (engl. Prominin 1) Prominin 1

Ptprf - (engl. Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type F) Protein tirozin
fosfataza, receptor tip F

Ptprs - (engl. Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type S) Protein tirozin
fosfataza, receptor tip S

PVUR - Primarni Veziko-Ureteralni Refluks

gRT-PCR - Reverzna transkripcija i kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u

realnom vremenu



RASD1 - (engl. Ras related Dexamethasone induced 1) Deksametazonom
indukovani Ras srodni protein 1

RefSeq - Baza referentnih sekvenci

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

RIN - (engl. RNA Integrity Number) Parametar integriteta RNK

RISC - (engl. RNA Induced Silencing Complex) Kompleks za RNK indukovano
utiSavanje ekspresije gena

ROBO2 - (engl. Roundabout Guidance Receptor 2) Receptor kruznog toka 2
SALL1 - (engl. Spalt-Like Transcription Factor 1) Spalt-sli¢an transkripcioni
regulator 1

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

SIX5 - (engl. Sine Oculis Homeobox Homolog 5) Sine Oculis homolog 5

SLIT2 - (engl. Slit Guidance Ligand 2) Ligand 2 za familiju receptora ROBO
SOSTDC1 - (engl. Sclerostin Domain Containing 1) Ektodermalni inhibitor
koStanog morfogenetskog proteina

SOSTDC1-/- - Jedinka nokaut za SOSTDC1 gen

TAC3 - (engl. Tachykinin 3) Tahikinin 3

TGF-B - (engl. Transforming Growth Factor [§) Transformisuci faktor rasta beta
UPJO - (engl. Ureteropelvic Junction Obstruction) Opstrukcija na
ureteteropelvicnom spoju

UPS - Uretero-Pelvi¢ni Spoj

UUO - (engl. Unilateral Ureteral Obstruction) Unilateralna opstrukcija uretera
UVZ - Uretero-Vezikularni Spoj
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Uvod

1. Uvod

Urinarni sistem je sistem organa sa primarno ekskretornom ulogom.
Najvaznija funkcija urinarnog sistema je regulacija koncentracije vode, sadrZaja
neorganskih soli i volumena unutraSnje sredine. To se postiZe ekskrecijom viSka
vode i neorganskih soli i odrZzavanjem njihovog relativno konstantnog nivoa u
organizmu. Bubrezi takode vrse ekskreciju i metabolickog otpada (urea, mokrac¢na
kiselina, kreatinin, itd.), nastalog metaboli¢ckim procesima u ¢eliji, u urin i na taj
nacin sprecavaju akumulaciju ovih toksina u organizmu i pomaZu ocuvanju
homeostaze. Pored fizioloSkog otpada, i druga strana jedinjenja, kao Sto su lekovi,
pesticidi, dodaci hrani i njihovi metaboliti se odstranjuju iz organizma uz pomo¢
bubreZzne filtracije. Bubrezi imaju takode i endokrinu funkciju, sekretujuci
hormone eritropoetin, renin i 1,25-dihidroksivitamin D3. Bubrezi vrSe i
glukoneogenezu, sintetiSu¢i glukozu iz aminokiselina i drugih prekursora i
oslobadajudi je u krv.

Bududéi da urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta (engl. Congenital
Anomalies of the Kidney and Urinary Tract - CAKUT) obuhvataju razli¢ite tipove
anatomskih i funkcionalnih razvojnih anomalija na nivou bubrega i/ili gornjih i
donjih mokraénih puteva, opisane vitalne funkcije ovog sistema su ugroZene.
CAKUT je u osnovi 30-50% slucajeva terminalne bubreZne insuficijencije, ali
patofizioloSka osnova CAKUT-a jo$ uvek nije poznata u potpunosti pa je samim tim
oteZana prevencija i terapija u cilju odlaganja gubitka funkcije bubrega koja vodi
hemodijalizi i transplantaciji bubrega. Novi pristupi u istrazZivanju CAKUT-a, a
narocito integrativni, moZzda ¢e dati moguénost za pronalaZenje potencijalnih
dijagnostickih i prognostickih biomarkera, kao i za razvoj novih terapeutskih
pristupa.

Ova molekularno-geneticka analiza traZzi odgovor na pitanje, koji klju¢ni
geni, bioloSki procesi, molekularni putevi, molekularne mreze i mikro RNK
karakteriSu CAKUT, analizom ekspresije celokupnog genoma u tkivu uretera kod
dece sa urodenim anomalijama urinarnog sistema. Identifikacija novih
molekularnih faktora nastanka CAKUTA i njihove promenjene ekspresije i nakon

rodenja treba da posluZzi u buduc¢nosti za prevenciju i terapiju ove bolesti u cilju
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spreCavanja progresije gubitka funkcije bubrega, kao posledice CAKUT-a, do

terminalne faze: hemodijalize i transplantacije.
1.1. Embrionalno razvic¢e bubrega i urinarnog trakta i CAKUT
1.1.1. Embrionalno razvic¢e bubrega i urinarnog trakta

Razvice bubrega i urinarnog trakta je sloZzen proces koji se odvija u seriji
sukcesivnih faza i zahteva interakciju razli¢itih tipova embrionalnih tkiva (Vainio i
Lin, 2002). Svaka faza je okarakterisana formiranjem sve naprednije forme
bubrega (od pronefrosa, preko mezonefrosa do metanefrosa). Za vreme najranije,
pronefros faze, bubreg je nefunkcionalan kod sisara. Poslednja faza, metanefros,
zapoCinje svoje razvice nakon 35 dana gestacije i ostaje kao definitivni adultni
bubreg (Carlson, 2013; Saxen, 1987).

Pronefros nastaje od kranijalnog dela intermedijarnog mezoderma (IM) za
vreme embrionalnog razvi¢a. Epitelne Celije ovog regiona se organizuju u serije
tubula zvanih nefrotomi, koji su lateralno povezani sa pronefrotickim kanalom.
Medutim, pronefroti¢ki kanal je zatvoren i ne ucestvuje u izlucivanju filtriranog
materijala van embriona. Za vreme embrionalnog razvica pronefroti¢ki kanal
nastavlja da raste u kranijalno-kaudalnom pravcu (Carlson, 2013; Saxen, 1987).
Kaudalnim rastom pronefrosa kroz torako-lumbalni region, pronefrotic¢ki kanal
stimuliSe transformaciju okolnog IM u mezonefroticke tubule. Svaka
mezonefroticka tubula je snabdevena krvlju granom aorte koja na svom kraju
formira kapilarni glomerul. Mezonefroticka tubula formira kapsulu oko glomerula
omogucujudi na taj nacin filtraciju krvi (analogno glomerulu definitivnog bubrega).
Filtrat nastao na taj nacin protice kroz mezonefroticke tubule u produzetak
pronefrotickog kanala - mezonefroticki kanal ili Volfov kanal. U ovom trenutku
nefrotomi pronefrosa degeneriSu dok mezonefroticki kanal raste prema
kaudalnom delu embriona i vezuje se za kloaku. Ovakav oblik sisarskog
mezonefrosa je slican onom kod riba i vodozemaca (Carlson, 2013, Saxen, 1987).

Za vreme pete nedelje gestacije, Volfov kanal formira evaginacije u blizini
kloake zvane ureterovi pupoljci. Ureterov pupoljak raste posteriorno i prema glavi

embriona. IzduZena stabljika ureterovog pupoljka tj. metanefricki kanal, kasnije ¢e

2



Uvod

za vreme razvica formirati ureter. Kako kranijalni deo ureterovog pupoljka raste
kroz IM tj. nediferencirani mezenhim, on vrsi indukciju tranzicije mezenhimskih
Celija u epitelne Celije sabirnih kanala bubrega, proksimalnih i distalnih bubreZnih
tubula i Henleove petlje. Nakon pupljenja uretera, zajednicki nefroticki kanal, koji
predstavlja segment Volfovog kanala od ureterovog pupoljka do kloake, degraduje
apoptotskim mehanizmima, a distalni krajevi uretera se vezuju za region kloake
koji ¢e formirati mokra¢nu besSiku, dok deo Volfovog kanala u tom regionu ostaje i
formira uretru (Uetani i Bouchard, 2009). Sa druge strane, Celije metanefrickog
mezenhima indukuju grananje ureterovog pupoljka kroz proliferaciju i
diferencijaciju, Sto rezultuje formirnjem sabirnih kanala bubrega i epitela bubreZne
karlice (Potter, 1972; Blake i Rosenblum, 2014). U isto vreme, prekursori
vaskularnih endotelijalnih ¢elija zapocinju pozicioniranje na vrhovima bubreznih
tubula (Gao i sar., 2005). Ove Celije ¢e se diferencirati u celije krvnih sudova
definitivnog glomerula (Carlson, 2013; Saxen, 1987).

Kod ¢oveka, sve grane ureterovog pupoljka i svi nefroni su formirani od 32.
do 36. nedelje gestacije. Nefron je osnovna gradivna i funkcionalna jedinica
bubrega koja vrsi filtraciju krvi, reapsorpciju soli, vode i drugih jedinjenja
neophodnih organizmu, kao i regulaciju krvnog pritiska i pH. Navedene funkcije su
povezane sa odredenim jedinicama nefrona formiranim na strogo kontrolisan
nacin za vreme embrionalnog razvi¢a. Medutim, ove strukture jo$ uvek nisu u
potpunosti tada sazrele i njihov razvoj se nastavlja i nakon rodenja. Procenjeno je
da coveciji organizam moze imati od 300 000 do 1 milion nefrona po bubregu
(Nyengaard i Bendtsen, 1992).

U zavrS$nim fazama razvi¢a ovog organskog sistema apoptotski mehanizmi
dovode do razgradnje mezonefrosa kod devojc¢ica dok kod decaka on ucestvuje u
formiranju gonada (Vainio i Lin, 2002). Bubrezi i ureteri su nakon ove faze razvica
sposobni da proizvode urin koji fetus izluCuje u amnionsku te¢nost. Daljim
razvojem fetusa, torzo se izduZuje a bubrezi se rotiraju i migriraju navise Sto utice
na povecavanje duzine uretera (Carlson, 2013). Definitivni bubreg coveka,
metanefros, je organ okarakterisan visokim nivoom strukturne i funkcionalne

kompleksnosti, neophodan kako za ekskretornu funkciju, tako i za Sirok spektar
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hormonalnih i homeostatskih regulatornih funkcija (Saxen, 1987, Widmaier i sar.,
2011).

Indukcija razvi¢a i diferencijacija bubreZznog tkiva i urinarnog trakta
zahteva aktivnost veCeg broja molekularnih mreza koje u sebi sadrze
transkripcione regulatore (npr. PAX2/8, GATA3, LIM1, EYA1l, SALL1, EMX2),
molekule ekstracelijskog matriksa (npr. heparan sulfat), faktore rasta i molekule
¢elijske polarnosti (npr. FGF8 i BMP7), komponente signalnih puteva (npr.
GDNF/RET, SLIT2/ROBO2, Wnt, Sonic Hedgehog, Notch) i mnogo drugih
regulatornih faktora (Bouchard i sar., 2002; Grote i sar., 2006; Grote i sar., 2008;
Kobayashi i sar., 2005; Xu i sar., 1999; Kohlhase i sar., 1998; Miyamoto i sar., 1997;
Bullock i sar.,, 1998; Luo i sar., 1995, Grieshammer i sar., 2005; Cacalano i sar.,
1998; Shakya i sar., 2005; Grieshammer i sar., 2004; Majumdar i sar., 2003; Carroll
i sar., 2005; Tripathi i sar., 2010; Cheng i sar., 2007; Stankovic i sar., 2010, Djuric i
sar., 2014; Uetani i Bouchard, 2009, Blake i Rosenblum, 2014; Dressler, 2009;
Vainio i Lin, 2002). U projektu izuCavanja molekularne anatomije razvi¢a
genitourinarnog trakta (engl. GenitoUrinary Development Molecular Anatomy
Project - GUDMAP), osnovana je baza ekspresionih signala za sve specificne
anatomske strukture genitourinarnog sistema (Brunskill i sar., 2008; McMahon i
sar., 2008), a broj novootkrivenih molekula uklju¢enih u razvi¢e ovog organskog
sistema svakodnevno raste. Medutim, vremenska i prostorna asocijacija molekula
odgovornih za pravilnu nefrogenezu je daleko od kompletne (Uetani i Bouchard,

2009; Rumballe i sar., 2010).
1.1.2. Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta
1.1.2.1. Klinicke karakteristike CAKUT-a

Urodene anomalije bubrega i urinarnog trakta predstavljaju spektar
strukturnih i funkcionalnih anomalija urinarnog sistema nastalih u toku
intrauterinog razvi¢a deteta. Ovo je veoma heterogeno oboljenje c¢ija se
simptomatologija moze kretati od opstrukcija protoka urina u razli¢itim nivoima
urinarnog trakta, preko malformacija uretera, do razli¢itih tipova bubreZne

displazije pa ¢ak i kompletne bubrezne ageneze (Schedl, 2007). Ucestalost pojave
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CAKUT-a kod novorodencadi svrstava ovu bolest medu najceS¢e urodene
anomalije i iznosi 1:500 (Loane i sar., 2011). Takode se procenjuje da je 20-30%
svih geneticki uzrokovanih malformacija dijagnostikovanih u prenatalnom periodu
okarakterisano kao CAKUT. Ove urodene anomalije su najceS¢i uzrok terminalne
bubrezne insuficijencije. Naime, ak 50% indikacija za transplantaciju bubrega u
osnovi ima bilateralne urodene bubreZne hipoplazije i displazije (Harambat i sar.,
2012).

Zbog doZivotnog uticaja hroni¢nog oboljenja bubrega nastalog kao
komplikacija CAKUT-a, i njegovih posledica, morbiditet i mortalitet je poveéan kod
osoba obolelih od ovih urodenih anomalija. Pored toga, hroni¢no oboljenje bubrega
i potreba za transplantacijom u decijem uzrastu Cesto rezultuje otezanim kako
fizickim razvojem, tako i psihosocijalnom integracijom (Groothoff, 2005). Cesto se
kod obolelih od hroni¢ne bubrezne insuficijencije u ranom dobu mogu javiti i
kardiovaskularne bolesti kao komplikacija (Krediet i Balafa, 2010). Ove viSestruke
posledice potvrduju potrebu za eksperimentalnim i klinickim istraZivanjima

mehanizama nastanka CAKUT-a (James i sar., 2010).
1.1.2.2. Tipovi urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta

CAKUT obuhvata Sirok spektar strukturnih i funkcionalnih abnormalnosti
bubrega i urinarnog trakta (Schedl i sar, 2007) (Slika U1). Bubrezi sa
malformacijama (aplazija, displazija, hipoplazija) imaju manji broj nefrona u
odnosu na normalne bubrege, Sto rezultuje njihovom smanjenom funkcijom ili
potpunom afunkcionalno$¢u. Svaka anomalija urinarnog trakta, anatomska (npr.
stenoza nekog dela urinarnog trakta ili ektopija uretera) ili funkcionalna (npr.
adinamicni ili amuskularni segmenti uretera), koja onemogucava slobodan i
jednosmeran protok urina kroz mokraé¢ne puteve, dovodi do opstruktivnih
uropatija. Ukoliko vremenom ne dode do povlacenja opstrukcije, ili se ona hirurski
ne ukloni, kao posledica nastaje oStecenje pa ¢ak i gubitak funkcije bubrega. Tipovi
opstrukcija su: opstrukcije na uretero-pelvicnom spoju (UPS), opstrukcije na
uretero-vezikularnom spoju (UVZ), i opstrukcije na izlazu beSike - valvule zadnje

uretre (VZU) (Woodward i Frank, 2002). Opstrukcije mogu izazvati proSirenje t;.
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dilataciju uretera usled usporenog protoka urina, mada dilatacije mogu imati i
neopstruktivno poreklo. Primarnim megaureterom (MU) se nazivaju sve razvojne
anomalije koje podrazumevaju normalnu mokra¢nu besSiku i spoljas$nji mokra¢ni
odvod, a proSiren ureter zbog intrinzickih opstrukcija, refluksa kao jedinstvene
anomalije ili je pak dilatacija idiopatska (Shokeir i Nijman, 2000). Primarni veziko-
ureteralni refluks (PVUR) je termin koji opisuje razvojnu anomaliju uretera na
nivou trigonuma beSike koja dovodi do refluksa urina iz beSike nazad u uretere i
pijelokaliksni sistem, Cine¢i na taj nacin funkcionalnu opstrukciju protoka urina

koja moZe dovesti do dilatacija (Woodward i Frank, 2002).



Zdrav urinarni sistem
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Bubreina ageneza
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Duplirani ureter

Potkovitasti bubreg

Bubreina hipoplazija
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Megaureter

Multicisti¢ni bubreg

Slika U1. Fenotipski spektar urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta. Preuzeto i adaptirano od Nicolaou i sar., 2015.
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1.1.3. Geneticka osnova CAKUT-a

[ako je vecina slucajeva CAKUT-a sporadi¢na, pojava viSe obolelih u
porodici nije retka, Sto potvrduje postojanje jake geneticke uslovljenosti za
nastanak ove bolesti (Renkema i sar., 2011). Naime, oko 10% pacijenata obolelih
od CAKUT-a ima u svojoj uzoj porodici ¢lanove koji su takode oboleli od ove bolesti
(Winyard i Chitty, 2008), a koji su, medutim, ¢esto asimptomatski. Stoga, porodicni
slucajevi Cesto bivaju prevideni, a ucestalost ovog tipa CAKUT-a potcenjena
(Renkema i sar., 2011). [ako CAKUT tipi¢no nastaje kao pojedina¢na malformacija
u nesindromskom obliku, ove anomalije se mogu takode javiti i u kombinaciji sa
urodenim anomalijama van urinarnog sistema, kada je re¢ o sindromskom CAKUT-
u (Renkemaisar., 2011).

Postoji viSe dokaza koji podrzavaju pretpostavku da CAKUT moZe biti
izazvan defektom u jednom genu (PNicolaou i sar., 2015). [zu¢avanjem porodica sa
visestrukom pojavom CAKUT-a je bilo zakljuCeno da se bolest nasleduje po
autozomno dominantnom modelu sa redukovanom penetrabilnos¢u (Monn i
Nordshus, 1984; McPherson i sar., 1987; Kaplan i sar. 1989; Doray i sar., 1999).
Retki geneticki sindromi okarakterisani fenotipom asociranim sa CAKUT-om i
ekstrarenalnim anomalijama takode podrzavaju teoriju monogene etiologije
(Vivante i sar., 2014). Skriningom mutacija u serijama pacijenata sa CAKUT-om
otkriveni su geni kandidati koji mogu biti uzrok nastanka ove bolesti po
autozomno dominantnom ili, rede, recesivnom obrascu nasledivanja (Vivante i sar.,
2014). Medutim, ova istraZivanja su pokazala da klini¢ki fenotip i ozbiljnost
CAKUT-a moZe znacajno varirati izmedu pacijenata iz razlic¢itih ili ¢ak istih
porodica koje nose istu mutaciju, Sto je navelo na formiranje hipoteze o
oligogenom modelu nasledivanja.

Godine 1995. otkriven je prvi defekt u jednom genu koji moZe izazvati
CAKUT. U pitanju je delecija koja menja okvir Citanja u genu PAX2 u porodici sa
kolobomom optickog nerva, bubreznom hipoplazijom i VUR-om (Sanyanusin i sar.,
1995). Drugi gen asociran sa CAKUT-om je bio HNFI1B, u kome je otkrivena
heterozigotna mutacija kod dvoje dece sa renalnim cistama i sindromom

dijabetesa (Horikawa i sar., 1997). Oba ova pronalaska su validirana u viSe studija
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na ve¢im kohortama pacijenata, i potvrdeno je da mutacije u PAX2 i HNF1B genu
predstavljaju vazan uzrok sindromskog i sporadicnog CAKUT-a. Procenjeno je da
defekti u ovim genima opisuju 15% slucajeva CAKUT-a, Sto ih je ucinilo prvim i
najvaznijim genima za skrining u dijagnosticke svrhe. Mutacije u PAX2 genu su
najceSce asocirane sa bubreznim displazijama i hipoplazijama dok su mutacije u
HNF1B najceSce asocirane sa policisticnim bubrezima (Weber i sar., 2006; Thomas
isar., 2011; Madariaga i sar., 2013).

Usledile su studije u kojima su skriningom gena kandidata identifikovane
mutacije u heterozigotnom stanju kod 6-20% pacijenata sa CAKUT-om (PNicolaou i
sar., 2015). Do sada, mutacije su opisane u velikom broju gena, ukljuc¢uju¢i BMP?7,
CHDI1L, CDC5L, EYA1, GATA3, RET, ROBO2, SALL1, SIX2, SIX5, FRAS1, FREMZ2 i DSTYK
(Weber i sar., 2006; Hwang i sar., 2014; Saisawat i sar., 2012; Sanna-Cherchi i sar.,
2013; Kohl i sar., 2014). Vec¢ina opisanih gena predstavlja klju¢ne faktore u razvi¢u
bubrega i urinarnog trakta. Medutim, u velikom broju studija nedostaju ko-
segregacione analize, rigorozne statisticke metode i funkcionalne validacije koje bi
podrzale kauzativnu tvrdnju ili asocijaciju sa CAKUT-om. Iz tog razloga je
verovatno da je broj gena i varijanti koje imaju pravi patogeni efekat precenjen, a
detekcija Stetnih varijanti otkrivenih gena ne mora sama po sebi ukazivati na
patogenost (2Nicolaou i sar., 2015). Naime, baze podataka sacinjene u velikim
projektima sekvenciranja opsSte populacije, kao Sto je npr. Exome Aggregation
Consortium sluze kao koristan referentni set varijanti i otkrivaju da opisane
varijante gena koje rezultuju gubitkom funkcije, i prethodno su opisane da dovode
do bolesti, takode postoje i u opstoj populaciji. Iz tog razloga je sprovedena studija
na najve¢em broju gena do sada u CAKUT-u i otkriveno je da retke varijante
prethodno izucavanih gena u CAKUT-u nose znacajno manji rizik za nastanak
bolesti i da je bolest kompleksnija nego Sto je oCekivano (2Nicolaou i sar., 2015).

lako je veliki broj gena zaduZenih za upravljanje embrionalnim razvicem i
funkcijom bubrega i urinarnog trakta ve¢ poznat (McMahon i sar., 2008; PNicolaou
i sar., 2015), i dalje se malo zna o njihovim interakcijama u okviru kompleksnih
molekularnih mreZa prilikom nastanka CAKUT-a (Uetani i Bouchard, 2009;

Rumballe i sar., 2010; Renkema i sar., 2014). Iz tog razloga je u cilju otkljucavanja



Uvod

geneticke kompleksnosti bolesti vazna integracija razlic¢itih molekularnih metoda i

sistemski, bioinformaticki pristup u analizi podataka velikog obima.

1.2. Odredivanje ekspresije celokupnog genoma tehnologijom genskog
ekspresionog c¢ipa kao pristup u pronalazenju klju¢nih gena za nastanak

bolesti

Transkriptomika je poslednjih godina postala veoma mocan pristup u
istrazivanju kako fizioloSkih odgovora na razlic¢ite spoljasnje stimuluse, tako i
razlic¢itih patoloSkih stanja. Za razliku od vecine drugih metoda u molekularnoj
genetici uz pomo¢ kojih je moguce analizirati jedan gen ili mali set gena, genski
ekspresioni ¢ip - GEC (engl. Genome-wide gene expression microarray) omogucava
pronalaZenje potpuno novih i neocekivanih funkcionalnih uloga razli¢itih gena.
Potencijal ove metode je primenjiv u ¢itavom spektru naucnih istrazivanja, kao Sto
su: pronalaZenje novih podtipova bolesti, razvoj novih dijagnostickih pristupa,
identifikacija mehanizama odgovora na lek, kao i izuCavanje mehanizma nastanka i
progresije bolesti.

Savremene tehnologije GEC su dizajnirane da ,pokriju” viSe od 47 000
razlicitih, dobro okarakterisanih transkripata coveka izvedenih iz baze referentnih
sekvenci (engl. National Centre for Biotechnology Information Reference Sequence -
NCBI). Iz tog razloga, ova tehnologija proizvodi, kao rezultat analize ekspresije
celokupnog genoma, veliku koli¢inu podataka koje je nemogucde interpretirati bez
upotrebe modernih bioinformatickih i statistickih metoda (Slonim i Yanai, 2009).
Sa druge strane, ovaj obim podataka pruza moguc¢nosti da se pored odredivanja
diferencijalno eksprimiranih gena izmedu razliCitih grupa uzoraka i njihovih
potencijalnih interakcija u bioloSkim procesima i metabolickim putevima, takode
moZe izvrSiti i indirektno predvidanje aktivnosti razliCitih regulatora genske
ekspresije (Baty i sar., 2013; Madden i sar., 2010; Arora i Simpson, 2008; Arora i
sar., 2007).

10



Uvod

1.3. Bioinformaticki pristup u analizi ekspresije celokupnog genoma

Bioinformatika je interdisciplinarno nauc¢no polje ciji je glavni zadatak
razvoj metoda i softverskih alata za interpretaciju i razumevanje bioloskih
podataka. Ona sjedinjuje racunarstvo i informatiku, statistiku, matematiku i
inZenjering u cilju proucavanja i procesuiranja ovih sloZenih podataka ciji je opseg
i kompleksnost imaju tendenciju da sve visSe rastu. Bioinformatika kao termin se
koristi za skup bioloskih istraZivanja koja koriste racunarsko programiranje kao
deo metodologije ali takode i za specificne repetitivne (engl. pipeline) analize, koje
se koriste bez izmene izvrSnog algoritma, i naroCito su zastupljene u genetici,
genomici i transkriptomici. Pored analize podataka, bioinformatika nam pruza
mogucnosti simulacije i predvidanja stanja i aktivnosti razlic¢itih bioloskih
komponenti pruzaju¢i bioloskim istrazivanjima jo$ jednu, in silico dimenziju.
Bioinformaticka predikcija je svojom pojavom napravila veliki pomak u geneti¢kim
istraZivanjima jer otvara vrata sloZenim integracionim metodama koje povezuju
viSe razlicitih tipova bioloskih podataka i daju im smisao u ispitivanim slucajevima
(Barnes, 2007).

Nauka vodena hipotezom je bila istorijski modus operandi poslednjih 200
godina. Medutim, zbog eksponencijalnog porasta koli¢ine genomickih podataka
dolazi do pomeranja prema nauci vodenoj pronalaskom. Ova promena ¢e formirati
osnovu za nove, preciznije hipoteze, koje bi posluzile kao temelj novim fokusiranim
istrazivanjima mnogih bolesti.

Ogromna koli¢ina generisanih podataka predstavlja samo pocetak
revolucije u ovom polju nauke. Slededi izazov je dodeliti smisao velikim listama
identifikovanih gena i odrediti kljucne faktore odgovorne za nastanak bolesti i
potencijalne terapeutske ciljeve (2Huang i sar., 2009). Samim tim, u eri post-
genomike, bioinformaticka interpretacija velikih genskih listi izvedenih iz
eksperimenata na GEC-u predstavlja vaznu komponentu u procesu razumevanja

izuCavanog bioloskog fenomena.
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1.4. MikroRNK

Evolucijom je kod eukariota nastalo nekoliko razli¢itih tipova malih RNK u
cilju regulacije genske ekspresije i eliminacije neZeljenog genetickog materijala
(Ghildiyal i Zamore, 2009; Lee i sar., 1993). Mikro RNK (miRNK) pripadaju
dominantnoj klasi malih RNK u vecini somatskih tkiva, ¢ine¢i grupu veoma vaznih
epigenetickih faktora zaduZenih za post-transkripcionu regulaciju genske
kao Sto su proliferacija i diferencijacija ¢elija, apoptoza, metabolizam i
embrionalno razvi¢e (Bartel, 2009; Krol i sar., 2010; Carthew i Sontheimer, 2009).
Samim tim, poremecaj aktivnosti miRNK moze biti jedan od vaznih faktora u
patogenezi mnogih bolesti, kao $to su kancer, metabolicka oboljenja i razlic¢ite
urodene, razvojne anomalije (Krol i sar., 2010; Carthew i Sontheimer, 2009).

Nomenklatura miRNK i njihovih gena nije u potpunosti konzistentna.
Naime, miRNK geni pronadeni u ranijim genetickim studijama na nematodama su
nazvani po ispitivanom fenotipu (lin-4, let-7 i Isy-6), dok ve¢ina miRNK pronadenih
metodama kloniranja i sekvenciranja dobijaju numericka imena (npr. mir-125).
Geni koji kodiraju sestrinske miRNK, Cije se zrele forme razlikuju u jednom ili dva
nukleotida, imaju slovo u sufiksu (npr. mir-125a i mir-125b). Ako identicna miRNK
potice sa viSe razlic¢itih lokusa, imena tih lokusa su obeleZzena numerickim
sufiksima (npr. mir-125b-1 i mir-125b-2). Svaki miRNK lokus proizvodi dve zrele
miRNK, jednu sa 5’ lanca a drugu sa 3’ lanca prekursora (npr. miR-125a-5p i miR-
125a-3p). Medutim, dve komplementarne miRNK sa istog lokusa nisu podjednako
zastupljene u celiji. Manje zastupljena forma se po nomenklaturi obelezava
sufiksom ,*“ (Kozomara i Griffiths-Jones, 2011; Ha i Kim, 2014). Kod mnogih vrsta,
ukljucujuci i Coveka, postoji mnogo miRNK lokusa sa slicnim sekvencama, nastalih
najceSce duplikacijama gena (Hertel i sar., 2006; Berezikov, 2011). Klasifikaciona
pravila nisu jo$ uvek ujedinjena, ali se generalno podrazumeva da miRNK sa
identi¢nim sekvencama od 2. do 8. nukleotida zrele miRNK pripadaju istoj familiji
(Bartel, 2009).

Geni koji kodiraju miRNK pripadaju jednoj od najbrojnijih genskih familija
(Griffiths-Jones i sar., 2008). Dosadasnje studije su pokazale da miRNK reguliSu
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ekspresiju viSe od 60% protein kodiraju¢ih gena (Kozomara i Griffiths-Jones,
2014). Samim tim, poremecaj u njihovoj ekspresiji moZe dovesti do teSkih

urodenih oboljenja i morfoloskih anomalija.
1.4.1. Biogeneza i funkcija miRNK
1.4.1.1. Biogeneza miRNK

Sekvence miRNK su lokalizovane u razli¢itim genomskim kontekstima. Kod
coveka, vec¢ina kanonskih miRNK je kodirano intronima protein kodirajuc¢ih i
nekodiraju¢ih transkripata, dok je manji broj miRNK kodiran egzonima
nekodirajuéih transkripata (Ha i Kim, 2014). Cesto je nekoliko miRNK lokusa u
blizini, ¢inedi policistronsku transkripcionu jedinicu (Lee i sar., 2002). I pored toga
Sto je lokacija velikog broja miRNK otkrivena, precizne lokacije promotora za
ve¢inu miRNK gena jo$ uvek nisu mapirane (Ha i Kim, 2014). Poznato je da miRNK
geni u intronima protein kodiraju¢ih gena (mirtroni) dele promotor sa genom
,domac¢inom“. Medutim, pokazano je da miRNK geni Cesto imaju viSe mesta
pocetka transkripcije (Ozsolak i sar., 2008) i da intronske miRNK ponekad mogu
imati sopstvene promotore, nezavisne od promotora gena ,domacina“ (Monteys i
sar., 2010), ¢ineci regulaciju ekspresije ovih malih RNK veoma kompleksnom.

Transkripcija primarnog miRNK transkripta (pri-miRNK) sa miRNK gena
(Slika U2) se uglavnom vrsi RNK polimerazom II (pol II) (Lee i sar., 2004; Cai i sar.,
2004) koja omogucava slozenu kontrolu ekspresije miRNK sli¢nu ostalim protein-
kodiraju¢im genima (Kim, 2005). Za pri-miRNK je karakteristi¢no da su Cesto duge
nekoliko kilobaza i da sadrze strukturu ukosnice. RNK-aza tip Il enzim, Drosha,
formira sa kofaktorom DGCR8 mikroprocesor kompleks i vrsi endonukleazno
isecanje strukture ukosnice, oslobadajuc¢i prekursor miRNK (pre-miRNK) duzine
od oko 70 nukleotida (Lee i sar., 2003). PoSto je proces obrade miRNK
kompartmentalizovan i podeljen na jedarnu i citoplazmatsku obradu (Slika U2),
eksport pre-miRNK iz jedra je od presudnog znacaja za biogenezu miRNK. Pre-
miRNK biva eksportovana u citoplazmu pomocu jedarnog transportnog receptora
eksportin-5 (Lund i sar., 2004; Bohnsack i sar., 2004; Yi i sar., 2003). Da bi uspesSan

transport kroz proteinski kompleks jedarne pore bio mogu¢, neophodan je
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kofaktor jedarnog transportnog receptora Ran-GTP. Nakon prolaska kompleksa
(pre-miRNK)-(eksportin-5)-(Ran-GTP) kroz jedarnu poru dolazi do hidrolize GTP u
GDP i oslobadanja pre-miRNK u citoplazmu. Takode, pretpostavlja se da exportin-
5 pored funkcije transportovanja, dodatno stabilizuje pre-miRNK. Naime,
eksperimentalno iscrpljivanje ovog receptora ne rezultuje akumulacijom pre-
miRNK u jedru Sto ukazuje na njenu brzu degradaciju u slucaju da ne dode do
asocijacije sa exportin-5 receptorom (Yi i sar., 2003). Nakon eksportovanja iz jedra,
pre-miRNK podlezu obradi u citoplazmi RNK-aza tip III enzimom Dicer. Rezultat
ove obrade je dvolanana miRNK duZine od oko 22bp (Hutvagner i sar., 2001;
Ketting i sar., 2001; Kim, 2005). Od svakog od ova dva lanca ¢e nastati po jedna
zrela miRNK koje se obelezavaju sufiksima 3p i 5p u zavisnosti od kog je kraja
ukosnice taj lanac potekao (5’ ili 3’). Obi¢no je jedan lanac zrele miRNK (engl.
guide) zastupljeniji (96-99% ukupne zastupljenosti obe forme) i bioloski aktivniji
od drugog lanca (engl. passenger) poreklom sa istog lokusa (Ha i Kim, 2014).
Selekcija guide lanca se vrsi nakon ATP zavisne asocijacije dvolan¢ane miRNK sa
AGO 1-4 proteinima i formiranja RISC kompleksa (engl. RNA Induced Silencing
Complex), najverovatnije na osnovu termodinamicke stabilnosti krajeva ovog RNK
dupleksa (Kawamata i sar., 2009; Schwarz i sar., 2003). Lanac passenger brzo
degraduje nakon oslobadanja iz RISC-a, $to rezultuje velikoj razlici u koncentraciji
izmedu bioloSki viSe i manje aktivnog lanca jedne miRNK (Ha i Kim, 2014).
Medutim selekcija lanaca nije uvek striktna jer u nekim slucajevima nefavorizovani
lanac moZe biti selektovan sa razli¢itom ucestalosc¢u. Ovaj alternativni vid selekcije
je objasnjen varijacijama u obradi iste pri-miRNK Drosha enzimom, menjajuci

relativnu termodinamicku stabilnost krajeva dvolancane miRNK (Wu i sar., 2009).
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Slika U2. Biogeneza i kanonska funkcija miRNK. Preuzeto i adaptirano od Winter i
sar., 2009.
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1.4.1.2. Uloga miRNK u regulaciji geneske ekspresije

U post-transkripcionoj regulaciji genske ekspresije zasnovanoj na RNK
interferenciji, miRNK inkorporirane u RISC kompleksu imaju wulogu u
prepoznavanju ciljne (target) iRNK dok AGO proteini imaju efektornu ulogu ili
regrutuju faktore koji indukuju represiju translacije, deadenilaciju ciljne iRNK i
razgradnju ciljne iRNK (Huntzinger i Izaurralde, 2011). Vezuju¢a mesta miRNK su
najceSce locirana u 3’ netranslatiraju¢em regionu (engl. 3’ Untranslated Region -
3°UTR) iRNK (Bartel i sar., 2009). Potpuna komplementarnost miRNK sekvence sa
vezuju¢im mestom na iRNK dovodi do isecanja iRNK AGOZ proteinom, koji jedini
od AGO proteina ima endonukleaznu funkciju u RISC kompleksu (Miyoshi i sar.,
2005; Diederichs i Haber, 2007; Hutvagner i Zamore, 2002; Liu i sar., 2004).
Medutim, ovaj mehanizam se veoma retko javlja kod coveka jer se vecina
interakcija miRNK sa iRNK ostvaruje formiranjem nekomplementarnih ispupcenja
na sredini miRNK $to dovodi do prevencije endonukleaznog isecanja iRNK uz
pomo¢ AGO2 (Bartel, 2009).

Za uspesSno prepoznavanje vezuju¢ih mesta na iRNK presudan je domen na
5’ kraju miRNK, koji se proteze od 2. do 8. nukleotida (engl. seed) (Slika U3). Kod
coveka je za ve¢inu miRNK vezujuc¢ih mesta komplementarnost ogranicena samo
na seed sekvencuy, ali je u nekim slucajevima i 3’ kraj miRNK vaZan za stabilizaciju
interakcije sa iRNK, posebno deo izmedu 13. i 16. nukleotida (Brennecke i sar.,
2005; Grimson i sar., 2007). U pocetku se mislilo da opisani nacin interakcije
miRNK sa iRNK kod c¢oveka, koji je okarakterisan obaveznom i potpunom
komplementarno$éu seed regiona sa ciljnim transkriptom i parcijalnom
komplementarnoS¢u preostalog dela interaguju¢ih RNK, dovodi do represije
translacije proteina blokadom elongacije, bez uticaja na nivo iRNK (Wightman i
sar., 1993; Olsen i Ambros, 1999). lako su detalji mehanizama posttranskripcione
regulacije genske ekspresije od strane miRNK joS uvek nepotpuno objasnjeni,
novija istrazivanja su pokazala da je kod sisara glavni rezultat aktivnosti miRNK
destabilizacija i smanjenje nivoa ciljne iRNK (Guo i sar., 2010). miRNK coveka
mogu regulisati gensku ekspresiju i na druge nacine: deadenilacijom iRNK (Wu i

sar., 2006; Behm-Ansmant i sar., 2006; Giraldez i sar., 2006; Eulalio i sar., 2007) i
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blokadom inicijacije transkripcije (Pillai i sar., 2005; Humphreys i sar., 2005;
Mathonnet i sar., 2007; Chendrimada i sar., 2007) koje su pracene degradacijom
iRNK u P telima, kao i indukcijom proteolize peptida u nastajanju (Nottrott i sar.,
2006). Ovaj tip aktivnosti miRNK nam pruza moguc¢nost da, iako joS uvek ne
poznajemo mehanizme u potpunosti moZemo na osnovu kompleksnih
predikcionih, statisti¢kih i simulacionih bioinformatickih metoda povezati razlicite
miRNK sa odredenim profilima genske ekspresije na nivou iRNK, a samim tim i sa

razli¢itim stanjima i oboljenjima organizma koje ti ekspresioni profili karakterisu.

87654321 (t)
5'-ACAUUCCA-3' M8-A1 8mer
ACAUUCC M8 7mer
CAUUCCA A1 7mer
CAUUCC seed match 6mer

3'-AAUGUAUGAAGAAAUGUAAGGU-5" miR-1
987654321 (m)

Slika U3. Tipovi sparivanja seed regiona sa ciljnom sekvencom na iRNK. Preuzeto
od Friedman i sar., 2009.

1.4.2. miRNK kao biomarker i terapeutik

Otkrice miRNK od strane Viktora Ambrosa i kolega Rozalind Li i Ronde
Fajnbaum (Lee i sar, 1993) uvodi revoluciju u polju bioloSkih i biomedicinskih
nauka otvorivSi puteve vaznim konceptualnim i tehnoloskim inovacijama.
Jedinstvene hemijske i bioloSke karakteristike miRNK c¢ine ove male RNK
atraktivnim kandidatima za izucavanje u razli¢itim oboljenjima. Pojedinacne
miRNK mogu regulisati nivoe ekspresije stotina ciljnih gena, koji mogu ucestvovati
u razlic¢itim signalnim putevima i bioloSkim procesima. Njihova ekspresija je ¢vrsto
povezana sa njihovom funkcijom pa bi odredivanje funkcija pojedina¢nih miRNK
moglo da nadje primenu i u dijagnosticke i terapijske svrhe. Naime, svaka promena
ekspresije miRNK moZe uticati na ekspresiju veceg broja iRNK iz razlicitih
molekularnih mreza. [z tog razloga, upotreba nivoa ekspresije klju¢nih miRNK kao

biomarkera u dijagnozi bolesti pokazuje veliki potencijal. Takode, pored
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dijagnostike, miRNK imaju potencijal da se koriste kao molekularni targeti (Gomez
i sar.,, 2015) a njihove mimike kao terapeutici (Kasinski i sar., 2015), gde bi se
kontrolisanjem nivoa ekspresije miRNK regulisao ¢itav spektar bioloskih procesa,

omogucavajudi na taj nacin primenu u personalizovanoj medicini.

1.5. miRNKu CAKUT-u

Uprkos rastu¢em znanju o razli¢itim miRNK eksprimiranih u bubregu i
urinarnom traktu, uloga pojedinih miRNK u CAKUT-u je jo$ uvek u velikoj meri
nerasvetljena, a koli¢ina podataka o funkciji razli¢itih miRNK u razvicu i funkciji
ovog organskog sistema kod coveka ograniCena i nedovoljna (Marrone i sar.,
2014). Takode se pretpostavlja da miRNK mogu biti odgovorne ne samo za
nastanak, vec¢ i za fenotipsku varijabilnost karakteristicnu za CAKUT (Marrone i
sar., 2014).

Eksperimenti nespecificnog utiSavanja miRNK na razli¢itim morfoloSkim
nivoima bubrega i urinarnog trakta pokazali su esencijalnost miRNK u svim
fizioloskim procesima i nastanak patoloskih promena usled gubitka ovih vaznih
mikrokoordinatora. Pokazano je da gubitak miRNK u bubreznim tubulama ima
snazan negativan uticaj na sazrevanje bubrega i uslovljava razvoj hidrouretera i
hidronefroze kao i tubularnih i glomerularnih cista (Patel i sar, 2012).
Jukstaglomerularne celije bez miRNK prestaju da luce renin, koji je jedan od
najvaznijih regulatora homeostaze telesnih teCnosti i bez koga je nemoguce
pravilno funkcionisanje vaskularnog sistema (Sequeira-Lopez i sar., 2010).
Inhibicija zrelih miRNK u unipotentnim stem ¢elijama nefrona povecéava apoptozu i
ima izraZen uticaj na njihovo preZivljavanje (Ho i sar., 2011, Nagalakshmi i sar.,
2011). Takode, poremecaj biogeneze miRNK u bubreZnim tubulama, zajedno sa
delom ureterovog pupoljka, dovodi do formiranja simptoma CAKUT-a i opstrukcija
na UPS (Bartram i sar., 2013). Medutim, pored toga Sto je dokazano da su miRNK
veoma vazni faktori u razvicu bubrega, eksperimenti utiSavanja miRNK u
podocitama su pokazali da iako u ovim c¢elijama gubitak miRNK nema velikog
uticaja na regulatorne molekularne puteve razvica, one uticu na njihovu fiziologiju,
te je gubitak miRNK rezultovao jakom proteinurijom i tubularnim i glomerularnim

povredama ukljucujuci kolaps kapilara glomerula (Ho i sar., 2008).
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Sva pomenuta istraZivanja podrzavaju stav da je razvoj urinarnog sistema
strogo kontrolisan proces koji u svim fazama zahteva koordinaciju velikog broja
miRNK. Naime, poremecaj u ekspresiji miRNK ili u interakciji izmedu miRNK i
iRNK gena odgovornih za razvoj bubrega i urinarnog trakta moZe rezultovati
Citavim spektrom ekspresionih profila ovih gena Sto pored nastanka urodenih
anomalija moZe uticati i na tezinu njihovog fenotipa. Medutim, iako je dokazana
krucijalna uloga miRNK u razvi¢u bubrega i urinarnog trakta, koli¢ina informacija o
miRNK koje bi mogle specificno da doprinesu nastanku CAKUT-a je mala i ¢esto
izvedena iz ispitivanja drugih bubreznih oboljenja koja se ne svrstavaju u urodene
anomalije. Takode je vazno da se pored razvojne, uzme u obzir i fizioloska
komponenta, jer teSka oboljenja urinarnog sistema mogu biti rezultat poremecaja
fizioloSkih procesa usled izmenjene aktivnosti odredenih miRNK. PronalaZenje
klju¢nih miRNK, odgovornih za nastanak CAKUT-a, kao i njihovih regulatornih
mreza, omogucilo bi dalji razvoj potencijalne primene ovih malih RNK kao
terapeutika za prevenciju ili kao specificnih biomarkera za ranu dijagnozu ovih

urodenih anomalija.
1.6. Bioinformaticki pristup u izu¢avanju biologije miRNK
1.6.1 miRBase

miRBase je javna baza svih objavljenih miRNK sekvenci i asociranih
anotacija. Od njenog osnivanja 2002. godine, miRBase je dizajnirana da bude
fokusirani resurs koji ¢e dati znacCajan doprinos rapidno rastu¢em polju miRNK.
Autori su imali primarni cilj da formiraju konzistentan nacin imenovanja
novootkrivenih miRNK, kao i da arhiviraju sve opisane miRNK sekvence. Takode,
danaSnje verzije ove baze (Release 21: June 2014) karakteriSe inkorporacija
funkcionalnih anotacija kao i baza validiranih interakcija izmedu miRNK i iRNK.
miRBase trenutno sadrzi sekvence i anotaciju za 1881 prekursora i 2588
okarakterisanih zrelih miRNK coveka (Kozomara i Griffiths-Jones, 2011; Griffiths-
Jones i sar., 2008), mada funkcionalni znac¢aj mnogih anotacija joS uvek nije
determinisan (Chiang i sar. 2010; Kozomara i Griffiths-Jones, 2014). Zbog sve

veCeg broja okarakterisanih miRNK nakon uvodenja tehnologije sekvenciranja
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kratkih RNK (Kozomara i Griffiths-Jones, 2011) i zbog stalnih inovacija u
arhitekturi baze, miRBase postaje osnova algoritama za predikciju miRNK ciljnih

gena.
1.6.2. Algoritmi za predikciju miRNK vezujuc¢ih mesta

Otkrice izobilja miRNK kod viSecelijskih organizama postavilo je mnostvo
pitanja, ukljuc¢ujuéi, mozda i najintrigantnije: koja je uloga ovih malih nekodirajuc¢ih
RNK u ¢eliji? Klju¢ za odgovor na ovo pitanje bi bio pronalazak njihovih ciljnih
iRNK, a samim tim i ciljnih gena ¢iju ekspresiju kontroliSu. Tada je nastao i veliki
izazov: osmisliti bioinformaticki algoritam koji bi vrSio pretragu na nivou
celokupnog genoma i predvidao vezujuéa mesta svih miRNK uz $to manji broj
pogresnih predvidanja (Bartel, 2009).

U pocetku, razvoj algoritama koji bi pronalazili miRNK vezuju¢a mesta na
osnovu sekvenci miRNK i referentnih sekvenci 3'UTR iRNK nailazi na veliki
problem zbog velikog broja pozitivnih rezultata koje je bilo neophodno filtrirati u
cilju odstranjivanja lazno pozitivnih podataka (Bartel, 2009). Tek je sa otkri¢em
visoke evolucione konzervacije 5’ kraja miRNK (Lim i sar., 2003) doslo do klju¢nog
metodoloSkog napretka u razvoju ovih algoritama. Naime, odredivanjem stepena
evolucione konzervacije interakcije seed regiona miRNK sa vezuju¢im mestom u
3’'UTR na iRNK izmedu srodnih vrsta, omoguéeno je pronalaZenje evoluciono
favorizovanih potencijalnih vezujuc¢ih mesta i njihovo razlikovanje od sekvenci
koje bi u najranijim verzijama ovih predikcionih algoritama bile jednako
posmatrane (Lewis i sar., 2003). Ideja o evolucionoj konzervaciji primenjena je
takode i u analizi promotorskih regiona miRNK i njihovih ciljnih gena (Fujiwara i
Yada, 2013), kao i u kolokalizaciji nezavisno transkribovanih miRNK i okolnih
protein kodirajucih gena (Ohler i sar., 2004). Samim tim, mogucnost inkorporacije
analize konzerviranih elemenata dovodi do velikog pomaka u predikciji miRNK
ciljnih gena.

Pored razli¢itog stepena komplementarnosti izmedu miRNK i njihovih
vezujucih mesta i evolucione konzerviranosti razli¢itih miRNK i genskih elemenata,

u skorije vreme se u predikciju miRNK ciljnih gena uvode i drugi parametri kao Sto
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su, slobodna energija (Yue i sar., 2009), dostupnost mesta vezivanja (Long i sar.,
2007), zastupljenost vezujuc¢ih mesta (Garcia i sar., 2011), lokalni AU sadrzaj oko
vezujuceg mesta (Friedman i sar., 2009; Betel i sar., 2010) i efekat pozicije
interakcije (Grimson i sar., 2007).

lako danas postoji veliki broj predikcionih algoritama koji koriste razliCite
kombinacije navedenih pristupa, joS uvek ne postoji idealan algoritam za
predikciju miRNK vezujuc¢ih mesta. Razlog tome je nemogucnost da se sve do sada
razvijene analize Kkoje uticu na predikciju, posebno kod sisarskih vrsta,
inkorporiraju u jedinstven predikcioni algoritam (Bartel i sar., 2009). Samim tim,
algoritme za predikciju miRNK vezuju¢ih mesta pre treba posmatrati kao
komplementarne nego kao redundantne. PoSto se svakodnevno desifruje ogromna
koli¢ina genomickih informacija, nezaobilazno dolazi do uskog grla imedu
bioinformaticke predikcije i in vitro i in vivo validacije predvidenih interakcija. Zato
se u danaSnje vreme sve viSe javlja potreba za integracijom razlic¢itih algoritama za
predikciju miRNK vezuju¢ih mesta u cilju odredivanja prioritetnih interakcija i
redukcije pogresnih predikcija i nepotrebnih validacionih eksperimenata (Shirdel i
sar., 2011). Kolike su ambicije nauc¢nika i potrebe da se otkriju sva vezujuca mesta
miRNK i na taj nacin rasvetle mnoge zagonetke o funkciji ovih mikrokoordinatora
pokazuju i pokuSaji razvoja masinskog ucenja kombinacije predikcija (Pio i sar.,

2014), Sto ¢ak zadire u domen vestacke inteligencije.
1.6.2.1. Ko-ekspresiona meta analiza miRNK ciljnih gena

Visedecenijske molekularne studije o regulatorima transkripcije su otkrile
da je njihova aktivnost u velikoj meri kombinatorijalna. Aktivacija ili represija
genske ekspresije od strane ovih faktora strogo =zavisi od hromatinskog
mikrookruZenja, Sto moZe biti efekat mnostva Cinilaca, kao Sto je tip cCelije i vrste
internih i eksternih stimulusa. Samim tim, jedna od najznacajnijih karakteristika
transkripcionih regulatora je da oni mogu aktivirati ili utiSavati gensku ekspresiju,
ili ¢ak izmeniti specificnost vezivanja na osnovu dinamickih interakcija sa drugim
transkripcionim faktorima i koaktivatorima. Kombinatorijalni efekat znacajno

povecava kompleksnost mreZa genske regulacije od strane transkripcionih
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regulatora kao i napore neophodne za njihovo izu¢avanje (Gennarino i sar., 2012).
Sa druge strane, dosadasnji podaci pokazuju da miRNK nemaju istu
kombinatorijalnu logiku kao transkripcioni regulatori, ve¢ pre sinergisticku i
aditivnu u sluc¢ajevima kada se viSe miRNK vezuje za istu iRNK (Tsang i sar., 2010).
Takva odlika miRNK aktivnosti omogucila je izuCavanje mreza regulacije genske
ekspresije od strane miRNK fokusiranjem na ekspresione odnose izmedu miRNK
ciljnih gena (Gennarino i sar., 2012).

Ko-ekspresiona meta analiza miRNK ciljnih gena (engl. Co-expression Meta-
analysis of miR Target genes — CoMeTa) je prva metoda koja integriSe racunarsku i
ekspresionu analizu, oslanjaju¢i se isklju¢ivo na setove podataka o
transkriptomima dostupnim u javnim bazama (Slika U4) (Gennarino i sar., 2012).
Ko-ekspresionom meta analizom podataka o genskoj ekspresiji poreklom od
stotina Celijskih sistema i veCeg broja razlicitih tkiva izvrSeno je rangiranje miRNK
cilinih gena na osnovu stepena njihove koekspresije. Na ovaj nacin je izvrSeno
filtriranje postojeCih rezultata drugih predikcionih algoritama, ali je takode
otkriven i veliki broj novih pravih ciljnih gena koje su predikcioni algoritmi
oznacavali kao negativan rezultat. Koekspresionom analizom COOL, (engl. CO-
Operational Level), je omogucena i predikcija funkcionalnih puteva miRNK, ¢ime su
velikom broju analiziranih miRNK dodeljena bioloska svojstva. CoMeTa analizom
je pored novih miRNK vezuju¢ih mesta otkriveno postojanje grupa miRNK koje
dele veci deo asociranih ciljnih gena. Na ovaj nacin su formirane miRNK zajednice
(engl. miRNA Communities - miRCos) Ciji ¢lanovi potencijalno mogu biti ukljuceni u
sinergisticku modulaciju grupa gena koji reguliSu slicne procese (Gennarino i sar.,
2012).

CoMeTa metoda, zajedno sa dodatnim analizama miRCos i COOL, uvodi
novitete u predikciju miRNK vezuju¢ih mesta i funkcionalnu analizu pojedinac¢nih
miRNK predvidanjem miRNK vezuju¢ih mesta iskljuc¢ivo iz eksperimentalnih
podataka i funkcionalnom anotacijom dobijenih setova podataka. Zato je
neophodno da se u buduce eksperimente, pored osnovnih predikcionih algoritama,
uvrsti i inovativha CoMeTa u cilju dobijanja Sto veleg broja pravih pozitivnih

rezulatata.
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1.6.3. Upotreba ko-inercione analize u asocijaciji miRNK sa razli¢itim

stanjima i oboljenjima

Kako pronaci pravu miRNK asociranu sa oboljenjem u moru interakcija gde
svaka miRNK reguliSe stotine gena, a predikcioni algoritmi, koliko god da su
savremeni, jo§ uvek imaju prostora za dalje usavrSavanje? Jedan od nacina je
primena ko-inercione analize (engl. Co-Inertia Analysis - CIA) u kombinaciji sa
analizom asimetricne korespondencije (engl. Non Symmetric Correspondence
Analysis — NSC) i analizom izmedu grupa (engl. Between Group Analysis - BGA). Ova
integrativna metoda povezuje podatke o genskoj ekspresiji sa GEC i predikcije
vezujucih mesta razli¢itih miRNK iz viSe predikcionih algoritama u cilju asocijacije
aktivnosti specificnih miRNK sa karakteristicnim ekspresionim profilima u
razli¢itim stanjima i bolestima (Madden i sar., 2010). Za analizu nije potrebno
prethodno filtriranje podataka o genskoj ekspresiji kao kod sli¢nih analiza.
Pogodnost CIA se takode ogleda i u vizuelizaciji kompleksnih viSedimenzionalnih
podataka pomocu prostih dvodimenzionalnih dijagrama. Bioinformaticki
potencijal CIA je do sada iskoriS¢en za determinaciju miRNK karakteristi¢nih za
nastanak i progresiju kancera (Mulrane i sar., 2012) i miRNK specificnih za
odredene vrste tkiva (Madden i sar., 2010). 1z tog razloga, CIA predstavlja veoma
moc¢no bioinformaticko orude koje u kombinaciji sa eksperimentalnim podacima o
genskoj ekspresiji celokupnog genoma moZe znacajno pomo¢i u istraZivanju
nastanka i razvoja urodenih anomalija bubrega i urinarnog trakta i pronalazenju

potencijalnih miRNK biomarkera ove bolesti.
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2. Hipoteza i ciljevi

U ovoj molekularno-genetickoj analizi u okviru bubreZno-urinarnog sistema
coveka postavljena je sledeca hipoteza: ako je razvic¢e i normalna funkcija bubrega i
urinarnog trakta geneticki strogo koordinisan proces u kome ucestvuje veliki broj
razlic¢itih signalnih, regulatornih i metabolickih puteva, tada ekspresioni profil
klju¢nih gena u tkivu uretera kod dece sa urodenim anomalijama bubrega i
urinarnog trakta (engl. CAKUT) treba da se razlikuje na nivou iRNK od
ekspresionog profila kontrolnog, zdravog tkiva bez ovog oboljenja prilikom
odredivanja ekspresije gena celokupnog genoma. Deo hipoteze €ini i pretpostavka
da je promena ekspresije gena delom izazvana i izmenjenom aktivno$¢u odredenih
miRNK i da bi se na osnovu razlike u ekspresionom profilu celokupnog genoma u
obolelom i zdravom tkivu uretera i predikcija vezuju¢ih mesta svih poznatih
miRNK, moglo zakljuciti koje bi miRNK mogle biti asocirane sa CAKUT-om.

Potvrda ove hipoteze ukazala bi na klju¢ne gene, bioloske procese,
molekularne funkcije, kanonske molekularne puteve, molekularne mreze i miRNK
Cija bi izmenjena aktivnost mogla dovesti do poremecaja u razvojnim i
postnatalnim fizioloSkim procesima urinarnog sistema. Na taj nacin bi se stvorila
moguénost za pronalazenje potencijalnih dijagnostickih i prognostickih
biomarkera, kao i za razvoj novih terapeutskih pristupa.

U ovoj analizi postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Identifikovati i uporediti profil ekspresije gena celokupnog genoma u tkivu
uretera izmedu dece sa CAKUT-om i zdravih kontrola i odrediti
najznacajnije diferencijalno eksprimirane gene i klju¢ne bioloSke procese,
molekularne puteve i molekularne mreZe kojima ti geni pripadaju.

2. Identifikovanim diferencijalno eksprimiranim genima iz glavnih
molekularnih mreza analizirati bioloski znacajne funkcije u patofiziologiji
CAKUT-a na osnovu informacija dostupnih u literaturi i odabrati nekoliko

najznacajnijih gena za eksperimentalnu validaciju tih mreza.
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. Validirati ekspresiju odabranih gena na nezavisnom uzorku tkiva uretera i
kvantifikovati i uporediti ekspresioni nivo tih gena kod dece sa CAKUT-om i
zdravih kontrola.

. Validirati novu metodu koja povezuje podatke o genskoj ekspresiji
celokupnog genoma i predikcije vezuju¢ih mesta razli¢itih miRNK, iz pet
predikcionih algoritama zasnovanih na sekvenci, a u cilju asocijacije
specificnih miRNK sa odredenim fizioloSkim ili patoloskim stanjem (CIA).
[zvrsiti integraciju predikcija miRNK vezujuc¢ih mesta iz CoMeTa algoritma
u CIA metodu.

Identifikovati najspecificnije miRNK koje su potencijalno asocirane sa
karakteristicnom ekspresijom celokupnog genoma u CAKUT-u kod dece
primenjujuc¢i kombinaciju metoda iz ciljeva 4 i 5, i odabrati najznacajnije
miRNK sa potencijalno povisSenom ekspresijom u CAKUT-u u odnosu na
zdrave kontrole za eksperimentalnu validaciju.

. Validirati odabrane najznacajnije miRNK na nezavisnom uzorku tkiva
uretera dece sa CAKUT-om i zdravih kontrola, kvantifikovati ekspresione

nivoe ukoliko postoje i odrediti koje bioloSke procese potencijalno reguliSu.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal
3.1.1. Uzorak

Za analizu tkivno specificne ekspresije gena celokupnog genoma i miRNK u
CAKUT-u koris¢eno je tkivo uretera pedijatrijskih pacijenata (n=55) koji su prema
klinickim i laboratorijskim podacima klasifikovani od strane urologa i nefrologa
kao pacijenti sa urodenim anomalijama bubrega i urinarnog trakta (CAKUT).
Dijagnostika je bazirana na ultrazvu¢nom pregledu pre i nakon rodenja, a
potvrdivana intravenskom urografijom (IVU) i radioizotopskom renografijom
(koris¢enjem 29mTc-DTPA radiofarmaka). Refluks je dijagnostikovan mikcijskom
cisto-uretrografijom (engl. Voiding Cysto-Uretrography - VCUG). Pacijenti ukljuceni
u studiju su imali jedno ili vise patoloskih stanja okarakterisanih kao CAKUT:
opstrukcija na ureteropelvicnom spoju (UPJO), opstruktivni megaureter (OMU),
veziko-ureteralni refluks (VUR), valvula zadnje uretre (VZU) i bubrezna
hipoplazija/displazija. Svim pacijentima uklju¢enim u studiju je uradena
korektivna hirurska intervencija na nivou uretera, u periodu izmedu 2011. do
2015. godine na odeljenju za nefrologiju i urologiju Univerzitetske Decje Klinike u
Beogradu. Starost dece u trenutku operacije je bila od 0,1 do 6 godina.

Kao kontrolni uzorci uretera (n=19) koriS¢eni su uzorci dobijeni prilikom
neophodnog odstranjivanja dela zdravih uretera adultnih donora bubrega tokom
operacije transplantacije bubrega u periodu od 2011. do 2015. godine, na odeljenju
za nefrologiju i urologiju Univerzitetske De¢je Klinike u Beogradu.

Univerzitetski Eticki IstraZivacki Odbor je odobrio studiju. Informativni
pristanak je dobijen od roditelja dece koja su podvrgnuta operaciji, kao i od donora
bubrega. Svi uCesnici studije su bili Kavkazijanci, srpske nacionalnosti.

Segmenti uretera su odstranjeni minimalnom manipulacijom i odmah
nakon hirurske intervencije smesSteni u rastvor RNAlater® (Ambion, Austin, SAD)
koji Cuva tkivnu RNK stabilizuju¢i je i inaktiviraju¢i ribonukleaze. Nakon
odstranjivanja, uzorci uretera su odmah smestani na -20°C do ekstrakcije totalne

RNK.
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U analizi ekspresije celokupnog genoma u tkivu uretera je obuhvaceno 19
pacijenata sa dijagnostikovanim CAKUT-om i 7 zdravih kontrola. Validaciona
analiza ekspresije gena LCN2, PROM1, RASD1, SOSTDC(C1, INA i TAC3 je obuhvatala
32 pacijenta sa CAKUT-om od kojih je 22 bilo nezavisno od eksperimenta na GEC i
15 kontrola od kojih je 9 bilo nezavisno od eksperimenta na GEC.

U analizi ekspresije miRNK u tkivu uretera je uklju¢eno 36 pacijenata sa
dijagnostikovanim CAKUT-om i 7 zdravih kontrola.

Za validaciju CIA analize odabran je set podataka o genskoj ekspresiji
celokupnog genoma u tkivu karotidnog plaka (Doring i sar., 2012) preuzet sa javne
baze Gene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Barrett
i sar., 2013). Podaci na GEO serveru su organizovani na osnovu pravila o
minimalnim informacijama o GEC eksperimentu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/info/MIAME.html) i slobodni za preuzimanje i reprodukovanje
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/disclaimer.html).  Ekspresioni  profil
celokupnog genoma je uraden na Affymetrix hgul33plus2 platformi. Klasifikacija
uzoraka tkiva aterosklerotskog plaka je izvrSena na osnovu klinickih
karakteristika: rane lezije - patoloSko zadebljanje i ksantom intime zida krvnog
suda; uznapredovale lezije - aterom sa tankom ili zadebljalom fibroznom kapom.
Uzorci su prikupljani nakon smrti od strane Odeljenja za patologiju, Univerzitetski

Medicinski centar u Mastrihtu, Holandija (Doring i sar., 2012).
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3.1.2. Aparatura

Prilikom izrade teze korisc¢ena je sledeca aparatura:

e Spektrofotometar BioSpec-nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan)

e 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, SAD)

e PCR aparat: ABI GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, SAD)

e iScan Microarray skener (Illumina, San Diego, SAD)

e Real-time PCR sistem: Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems,
Foster City, SAD)
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3.2. Metode

Dizajn studije i koriS¢ena metodologija u odredivanju klju¢nih gena i miRNK

za nastanak CAKUT-a kod Coveka su predstavljeni Sematski (Slika M1).

= & Uzorkovano tkivo uretera pacijenata sa CAKUT-om prilikom
‘ b hirurske korekcije i donora prilikom transplantacije

Ekstrakcija ukupne RNK iz uzoraka tkiva uretera

Ukupna RNK poznate koncentracije iintegriteta

Odabir uzoraka, priprema i hibridizacija na ekspresionom Cipu

Hibridizovani Human HT-12 V4 ekspresioni
Cipovi

Skeniranje Illumina® iScan sistemom

Uklanjanje outliera Bioinformaticka
i odredivanje DEG analiza
Intenzitet signala |:> Lista DEG |:> Mol?kularnF pultevi i
proba mreze asocirani sa DEG
Predikcija miRNK ciljnih gena j Qdabir gena kandidata i validacija

: — i molekularnih mreZa RT-qPCR
7 JRNA — et - 3 = metodom
miRNA

Ko-i ) Razlika u ekspresiji validiranih gena u tkivu uretera
° |r.1erC|ona izmedu pacijenata sa CAKUT-om i zdravih kontrola
analiza (CIA)

miRNK asocirane
sa CAKUT-om

=== validacija klju¢nih miRNK
' RT-gPCR metodom

Bioinformaticka analiza

Molekularni putevi
Razlika u ekspresiji validiranih miRNK pogodeni izmenjenom

u tkivu uretera izmedu pacijenata |::> ekspresijom validiranih

sa CAKUT-om i zdravih kontrola MIiRNK

Slika M1. Sematski prikaz dizajna studije identifikacije klju¢nih gena i miRNK za

nastanak CAKUT-a kod ¢oveka
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3.2.1. Ekstrakcija ukupne RNK iz tkiva uretera

Obrada tkiva koja je prethodila ekstrakciji ukupne RNK je obuhvatala
odsecanje jednakih fragmenata tkiva uretera (50-100mg) u sterilnim uslovima i
homogenizaciju u sterilnim avanima. Dodavanje tecnog azota je olakSavalo
homogenizaciju i ujedno inhibiralo aktivnost ribonukleaza. Ukupna RNK je
ekstrahovana iz homogenata koris¢enjem metode sa TRI Reagent-om po protokolu
proizvodaca (Ambion, Austin, SAD) za lizu 5-10 x 106 ¢elija. Uzorci ekstrahovane

RNK su ¢uvani na -70°C.
3.2.2. Merenje koncentracije i provera kvaliteta ekstrahovane RNK

Koncentracija i Cistota uzoraka ukupne tkivne RNK odredene su
spektrofotometrijski, na aparatu BioSpec-nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan).
[zmerene koncentracije uzoraka RNK su izraZene u ng/ul. Merenje apsorbancije
RNK na 260nm, 230nm i 280nm koriS¢eno je za utvrdivanje CistoCe uzoraka.
Cisto¢a uzoraka RNK je bila u referentnom opsegu za odnos Azeo0/A230 i A260/Az280
koji iznosi 1,8-2,2. Kvalitet i integritet ukupne C(elijske RNK provereni su
elektroforezom uzoraka na c¢ipu, primenom RNA 6000 Nano Kit-a (Agilent, Palo
Alto, SAD) na aparatu 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, SAD). Kvalitet
testiranih uzoraka je bio u referentnom opsegu, posto su na elektroforetogramima
bile jasno uocljive frakcije ukupne celijske RNK, a vrednosti parametara RIN (engl.
RNA Integrity Number), koji je pokazatelj integriteta RNK, iznosile prose¢no 7-8 u

ukupnom opsegu vrednosti od 0 do 10.

3.2.3. Reverzna transkripcija

Uzorci ekstrahovane RNK su obradeni enzimom dezoksiribonukleaza I pre
reakcije reverzne transkripcije (RT), kako bi se uklonili jednolancani i dvolancani
molekuli DNK po protokolu proizvodaca (Fermentas, Vilnjus, Litvanija). Reverzna
transkripcija poli(A)+ frakcije RNK uradena je na jednakoj koli¢ini ukupne RNK od
1pug primenom oligo-dT1s amplimera i RevertAid first strand cDNA synthesis kit-a
(Fermentas, Vilnjus, Litvanija) po protokolu proizvodaca. Reverzna transkripcija

malih RNK (miRNK i malih nukleolusnih RNK) uradena je na jednakoj kolic¢ini
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ukupne RNK od 10ng koriS¢enjem specifi¢nih amplimera sa strukturom ukosnice i
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit-a (Applied Biosystems, Foster City,
SAD) po protokolu proizvodaca.

3.2.4. Odredivanje relativnog nivoa iRNK i mikro RNK metodom PCR u

realnom vremenu

U ovom radu, za detekciju i relativnu kvantifikaciju transkripata gena i
mikro RNK, kori$¢eni su odgovaraju¢i TagMan® komercijalni eseji po protokolu
proizvodaca (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Karakteristika svih kori§¢enih
eseja za relativnu kvantifikaciju iRNK (cDNK) je da pokrivaju granicu izmedju dva
egzona, Sto ih ¢ini visokospecificnim za ciljni transkript ili varijante transkripata
istog gena, koji su hibridizovali sa istom probom na GEC-u: RASDI
(Hs00607394_g1), INA (Hs00190771_m1), LCNZ2 (Hs01008571_m1), PROM1
(Hs01009257_m1), SOSTDC1 (Hs00383602_m1) i TAC3 (Hs00203109_m1).
KoriS¢eni eseji za relativnu kvantifikaciju miRNK specificno su detektovali
dominantnu formu zrele miRNK po miRBase bazi: miR-200a-3p (ID000502), miR-
183-5p (ID002269), miR-375-3p (ID000564), miR-144-3p (ID002676). Kao
stabilno eksprimirane (endogene) kontrole za normalizaciju nivoa ciljne iRNK
(cDNK) i miRNK kori$¢eni su PPIA (Hs99999904_m1) (Slika M2) i mala nukleusna
RNK RNU44 (ID 001094) (Slika M3) redom. Endogene kontrole su odabrane na
osnovu evaluacije njihove ekspresije u tkivu urinarnog sistema od strane
proizvodaca
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/cms_042279.pdf i
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/g
eneraldocuments/cms_044972.pdf) (Slika M2 i M3).
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Slika M2. Ekspresija 16 potencijalnih endogenih kontrola na nivou iRNK u 16
razlicitih vrsta tkiva ¢oveka. Preuzeto od Applied Biosystems, Foster City, SAD.
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Slika M3. Ekspresioni profil 10 malih nukleusnih/nukleolusnih RNK u 38 razlicitih
vrsta tkiva Coveka. Preuzeto od Applied Biosystems, Foster City, SAD.
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3.2.4.1. Kvantitativna analiza relativne ekspresije validiranih gena i miRNK

Za odredivanje nivoa relativne ekspresije gena i miRNK qRT-PCR metodom
u CAKUT-u u odnosu na kontrolu, primenjena je metoda komparacije Ct vrednosti
(Schmittgen i Livak, 2008). Normalizovane i linearno transformisane vrednosti
ekspresije gena i mikro RNK (2-4¢t) su uporedene izmedu analiziranih grupa
primenom Mann-Whitney U testa, a vrednosti p <0,05 su smatrane statisticki

znacajnim.
3.2.5. Odredivanje ekspresije gena celokupnog genoma na GEC-u

Svi uzorci RNK ukljuceni u eksperiment odredivanja ekspresije celokupnog
genoma na GEC-u (n=26, 19 pacijenata i 7 kontrola) su imali vrednost RIN-a > 7.
Prvi korak u pripremi RNK uzoraka za odredivanje ekspresije celokupnog genoma
je bila sinteza prvog lanca cDNK (reverznom transkripcijom) i sinteza drugog lanca
cDNK. Nakon toga je, in vitro transkripcijom, izvrSena sinteza komplementarne
RNK (cRNK), koja u svojoj sekvenci sadrZi ugradeni biotin-UTP. Koli€ina ukupne
RNK za sintezu cRNK je bila jednaka za sve uzorke, i iznosila 200ng. Sinteza cDNK i
cRNK je izvrSena na frakciji poli(A)+ RNK jer je za sintezu prvog lanca ¢cDNK
koris¢en T7-Oligo(dT) amplimer. Sinteza prvog i drugog lanca cDNK i in vitro
transkripcija biotinom obeleZene cRNK, kao i finalni tretman enzimom
dezoksiribonukleazom I (DNKaza I) uradeni su TargetAmp™-Nano Labeling Kit-om
za [llumina® Expression BeadChip® (Epicentre, Madison, SAD) po protokolu
proizvodaca. Rneasy MinElute Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemacka) je koriS¢en za
preciS¢avanje sintetisane cRNK.

Za hibridizaciju HumanHT-12 v4 ekspresionog Cipa koriS¢eno je 750ng
preciS¢ene cRNK. Hibridizacija, ispiranje Cipa i obeleZavanje hibridizovanih proba-
cRNK dupleksa Cy3-Streptavidinom je uradeno po protokolu za Direct
Hybridization Assay (Illumina, San Diego, SAD). Hibridizovani i obeleZeni ¢ipovi su
skenirani iScan skenerom (Illumina, San Diego, SAD) pri ¢emu je izmeren intenzitet
signala (nivo ekspresije) 47 000 razlic¢itih transkripata. Podaci o intenzitetu signala
su iz iScan kontrolnog softvera eksportovani i dalje analizirani u softveru

GenomeStudio 2011.1, Gene Expression v1.9 module (Illumina, San Diego, SAD).
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3.2.6. Analiza ekspresije celokupnog genoma
3.2.6.1. Odredivanje kvaliteta podataka o ekspresiji celokupnog genoma

Koncept kvaliteta podataka je u studiji definisan kao prikladnost podataka
za odredivanje diferencijalno eksprimiranih gena u CAKUT-u u odnosu na
kontrolne uzorke. Problemi u kvalitetu podataka mogu poticati iz razlicitih izvora.
Losa hibridizacija moZe dovesti do nejednake fluorescencije na ¢ipu, dok razlike u
kvalitetu RNK mogu rezultovati varijabilnom distribucijom intenziteta signala
izmedu uzoraka. Uklanjanje uzoraka koji su, na osnovu ispitivanih svojstava, van
skupa uzoraka iste grupe, moZe znacajno poboljsati odnos izmedu signala i Suma, a
samim tim povecati i efektivnost detekcije diferencijalno eksprimiranih gena.
Kvalitet podataka je odreden nakon inicijalne obrade podataka (log2
transformacija i kvantilna normalizacija). Kvalitet celokupnog seta podataka o
genskoj ekspresiji je ispitan koriS¢enjem R/Bioconductor softvera i

arrayQualityMetrics paketa (Kauffmann i sar., 2009).

3.2.6.2. Utvrdivanje diferencijalno eksprimiranih gena na nivou celokupnog

genoma i bioinformaticka analiza

Normalizacija  srednjih  vrednosti signala je realizovana log:
transformacijom i kvantilnom normalizacijom koriS¢enjem lumi R paketa (Du i sar.,
2008). Nakon normalizacije, uklonjene su probe ¢ija vrednost signala nije bila
detektovana ili je bila veoma slaba. Uklapanje u linearni model u kombinaciji sa
empirijskom Bajes statistikom je KkoriS¢eno za identifikaciju diferencijalno
eksprimiranih gena, bazirano na moderiranom t-testu limma R paketa (Ritchie i
sar., 2015). Diferencijalno eksprimirani geni odabrani za dalju analizu su
selektovani na osnovu granicne vrednosti p<0,01 (nakon Benjamini & Hochberg
korekcije) i apsolutne logaritamske promene ekspresije >1.

Nakon odredivanja DEG izvrSena je klaster analiza koja predstavlja
multivarijacionu tehniku grupisanja objekata (gena i uzoraka) baziranu na
karakteristikama koje poseduju. Klaster je grupa objekata koja pokazuje visoku

slicnost u poredenju sa ostalim analiziranim objektima. U ovom radu koriS¢eno je
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hijerarhijsko klasterovanje (D'Haeseleer, 2005) uz pomo¢ softvera Cluster 3.0
(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm) u cilju provere
segregacije uzoraka u grupu pacijenata i grupu kontrola, a na osnovu korelacije u
ekspresiji gena izmedu uzoraka. Takode, hijerarhijskim klasterovanjem moguca je i
redukcija podataka formiranjem blokova ko-eksprimiranih gena. Logaritamski
transformisane vrednosti (logz) intenziteta diferencijalno eksprimiranih gena
koriS¢ene su za hijerarhijsko klasterovanje uz prethodnu transformaciju srednjih
vrednosti intenziteta svih gena Avglnt(og2)=0, uz zadrZavanje relativnih odnosa
intenziteta izmedu razli¢itih uzoraka. Kao mera sli¢nosti izmedu objekata na
osnovu koje je konstruisan dendrogram pri hijerarhijskom klasterovanju koriS¢en
je Pearson-ov koeficijent korelacije. Nakon formiranja matrice slicnosti izmedu
svih objekata koji ulaze u dendrogram, aglomerativni postupak je izvrSen
metodom prosecnog povezivanja gde se kao mera udaljenosti izmedu dva klastera
uzima prosek udaljenosti izmedu svih ¢lanova ta dva klastera. Graficki prikaz
klastera gena i uzoraka preko dendrograma kao i relativne ekspresije gena preko
mape intenziteta boja (engl. heatmap-e) uradeni su Java TreeView V1.16r4
softverom (http://jtreeview.sourceforge.net/) (Saldanha, 2004) na osnovu
rezultata klaster analize.

Primena tehnologije koja generiSe veliku koli¢inu podataka, u ovom slucaju,
setova gena, zahteva i specificnu, bioinformaticku obradu tih podataka. U ovoj
studiji je izvrSena enrichment analiza (ENA) tj. sistemati¢no mapiranje velikog
broja gena od interesa u bioloSke anotacione termine (npr. genska ontologija -
GO), i ispitivanje statisticke znacajnosti rezultuju¢ih asocijacija. Za sprovodenje
ENA neophodan je referentni sistem (engl. Background) koji je u ovoj studiji bio
lista transkripata sa HumanHT-12 v3 cipa. Rezultat ENA je veli¢ina fold enrichment
(FE) koja predstavlja meru asocijacije odredenog anotacionog termina sa setom
DEG, uzimajuéi u obzir veli¢inu anotacionog termina u referentnom sistemu. FE
pokazuje koliko su puta geni koji pripadaju odredenom anotacionom terminu vise
zastupljeni u setu DEG u odnosu na referentni sistem. ENA je na setu DEG uradena
za GO termine koji pripadaju kategorijama bioloSki proces (BP) i molekularna
funkcija (MF) onlajn alatom DAVID v6.7 (engl. The Database for Annotation,

Visualization and Integrated Discovery), funkcijom Functional Annotation Chart
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(2Huang i sar., 2009; PHuang i sar., 2009). GO termini koji su u analizi imali FE >1,5
i p vrednost za modifikovani FiSerov egzaktni test <0,05 su smatrani asociranim sa
setom DEG i bili ukljuceni u biolosku interpretaciju (PHuang i sar., 2009).

U cilju analiziranja seta DEG uzimajudi u obzir i interakcije medu njima, u
ovom radu je takode izvrSeno mapiranje molekularnih puteva i algoritamsko
kreiranje molekularnih mreZa komercijalnim softverom IPA (engl. Ingenuity
Pathway Analysis) (QIAGEN, Hilden, Nemacka). Za razliku od DAVID algoritma, gde
je bila potrebna samo lista diferencijalno eksprimiranih gena, IPA uzima u obzir i
smer i veliCinu promene ekspresije kao i statisticku znacCajnost te promene.
Algoritam ovog softvera, koji je trenutno medu najuspesnijima u ovom tipu analize,
odreduje koji su najznacajniji molekularni putevi koji su pogodeni izmenjenom
ekspresijom gena (i njihovih produkata). Kreiranje molekularnih mreza je
koriS¢eno u cilju davanja dodatnih dimenzija podacima, ukazujuéi na interakcije
gena iz razlic¢itih molekularnih puteva i povezujudi set diferencijalno eksprimiranih
gena u jedan dinamicki sistem. IPA softver je takode koriS¢en i za ENA bolesti i
poremecaja u kojima su ukljuceni DEG iz ove studije. IPA softver koristi FiSerov
egzaktni test za statisticku analizu funkcionalnih kategorija asociranih sa DEG, a

vrednost -log(p)=1,3 je smatrana statisticki zna¢ajnom.

3.2.7. Identifikacija miRNK potencijalno asociranih sa CAKUT-om na osnovu

ekspresije celokupnog genoma i predikcije miRNK ciljnih gena

3.2.7.1. Validacija ko-inercione analize na javno dostupnim podacima o

genskoj ekspresiji

Pretragom GEO baze (Barrett i sar., 2013) odabran je javno dostupan set
GSE28829 podataka o genskoj ekspresiji celokupnog genoma u ranom (n=13) i
uznapredovalom (n=16) aterosklerotskom plaku karotidne arterije (Doring i sar.,
2012) za validaciju CIA metode (Madden i sar., 2010).

CIA, kao multivarijaciona tehnika za integraciju podataka, koristi kompletan
set informacija o genskoj ekspresiji, pa inicijalno filtriranje podataka o
transkriptomu nije neophodno. Ova robusna metoda identifikuje trendove u

podacima i predstavlja ih grafickim razdvajanjem, pa nije neophodno uklanjati

37



Materijal i metode

uzorke koji se po ekspresiji viSe razlikuju od ostalih u grupi. Prilikom validacije CIA
koriS¢ene su tabele miRNK vezuju¢ih mesta kreirane od strane autora (Madden i
sar., 2010), koje sadrZe rezultate predvidanja miRNK vezuju¢ih mesta dobijene na
osnovu komplementarnosti sekvenci i evolucione konzervacije: TargetScan i
TargetScanS (Lewis i sar., 2003) verzija 4.1 sa sajta http://www.targetscan.org/,
PicTar4way i PictarSway (Krek i sar., 2005) sa sajta http://genome.ucsc.edu/, i
miRanda (Enright i sar., 2003) sa sajta http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/.
Tabele su sadrzale broj predvidenih vezujuc¢ih mesta svake miRNK na svakoj iRNK
(Slika M4). CIA je koriS¢ena za udruzivanje 2 povezana seta podataka (podatke o
nivoima iRNK i informacije o miRNK vezuju¢im mestima dobijene predikcijom)
koji se odnose na iste objekte - gene (Slika M4).

CIA je prvo primenjena bez nadzora, tj. bez prethodnog definisanja grupa
pacijenata, sa NSC. IzvrSene su dve NSC analize na dva povezana seta podataka u
cilju redukcije informacija u dvodimenzionalni prostor. CIA nakon toga pronalazi
parove maksimalno kovariraju¢ih osa izmedu 2 seta podataka i predstavlja ih
pomocu 2 povezana dijagrama. Na taj nacin je omogucena vizuelizacija odnosa
izmedu specifi¢cnih ekspresionih profila u razli¢itim uzorcima kao i potencijalnih
miRNK ¢ija bi aktivnost mogla rezultovati datim profilima. U cilju identifikacije
miRNK koje su potencijalno asocirane sa razli¢itim stadijumima karotidne
ateroskleroze uradena je CIA sa BGA nadzorom. Ova Klasifikaciona metoda
pronalazi linearnu kombinaciju NSC osa koja maksimizira varijansu izmedu
unapred zadatih grupa, a minimizira varijansu unutar zadatih grupa.

CIA se sastojala od sledecih koraka:

1. Ucitavanje i kvantilna normalizacija podataka o ekspresiji
celokupnog genoma sa Affymetrix GEC.

2. Povezivanje identifikacionih brojeva za probe na GEC sa
identifikacijama odgovarajuc¢ih transkripata iz baze referentnih
sekvenci (RefSeq) koriS¢enjem anotacione biblioteke
hgu133plus2cdf i kreiranje fajla parova afimetriks proba i

odgovarajucih RefSeq anotacija.
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3. Uklanjanje proba bez RefSeq informacije i izracunavanje srednje
vrednosti intenziteta signala u sluCajevima kada viSe proba vezuju
transkripte istog gena.

4. Na pripremljenim podacima uradena je CIA analiza bez nadzora za
svaki algoritam za predikciju miRNK vezuju¢ih mesta, koriS¢enjem
tabela koje su sadrzale broj predvidenih vezujuéih mesta svake
miRNK na svakoj iRNK.

5. Definisanje grupa uzoraka i izvodenje CIA pod BGA nadzorom
(CIA/BGA) i analiza rezultata za svaki algoritam za predikciju miRNK
vezujucéih mesta.

Rezultat analize su rang liste miRNK asociranih sa ranom i uznapredovalom
karotidnom aterosklerozom, po jedna lista za svaki KkoriS¢eni predikcioni
algoritam. KoriS¢enjem preporucenog pristupa za konzistenciju medu rezultatima,
po preporukama autora (Madden i sar., 2010), kao asocirane sa odredenim
stanjem okarakterisane su miRNK koje se u CIA rezultatima kod dva ili vise
predikciona algoritma rangiraju u prvih dvadeset. Kompletna analiza je uradena u

MADE4 R paketu (Culhane i sar., 2005).

a) b)
, Predikcija Vrednost genske ekspresije
Podacio :
genskoj ¢ ' m|RtN{<_
e CIA vezujucih Imegena § X N Microarray
mesta
$
S Predikcija vezujucih mesta
Asocuac.ua mlRNK sa Broj predvidenih
odredenim stanjem ili Imegena & X M yezujucih mesta za
oboljenjem svaku miRNK

Slika M4. a) CIA analiza vrsi integraciju dve tabelarne vrste podataka (podaci o
genskoj ekspresiji i predikcija miRNK vezujucih mesta) u cilju asocijacije miRNK sa
stanjem ili oboljenjem. b) Prilikom analize, faktor koji povezuje dva seta podataka
je ime gena.
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Nakon CIA, uradena je sistemati¢na pretraga naucne literature da bi uvideli
koliko je miRNK asocirano sa ranim i uznapredovlim aterosklerotskim plakom.
miRNK koje su bile opisane u literaturi su koriS¢ene za evaluaciju CIA analize i
njene primenjivosti u studiji. Takode, miRNK koje nisu bile opisane u literaturi su

bile klasifikovane kao potencijalna novina u izucavanju ateroskleroze.

3.2.7.2. Integracija predikcija miRNK ciljnjih gena iz CoMeTa u CIA i

identifikacija miRNK potencijalno asociranih sa CAKUT-om

Kao prvi korak u odredivanju miRNK asociranih sa CAKUT-om, uradena je
CIA na podacima sa GEC svih 26 uzoraka (19 pacijenata i 7 kontrola), bazirana na
pet algoritama za predikciju miRNK ciljnih gena, zasnovanih na sekvenci, kao $to je
opisano u validaciji metode (Slika M5). Analiza je zahtevala kreiranje novog fajla
parova koji ovoga puta sadrZzi informacije o sparivanju Illumina proba i
odgovarajucih transkripata po RefSeq bazi. Nakon zavrSene analize, dobijeno je 5
rang listi iz kojih su odabrane one miRNK koje po pravilu konzistencije medu
metodama imaju potencijalno poviSenu ekspresiju u CAKUT-u u odnosu na
kontrole (Madden i sar., 2010).

Za odredivanje klju¢nih miRNK sa potencijalno poviSenom ekspresijom u
CAKUT-u u odnosu na kontrole, odgovornih za specificni ekspresioni profil, bilo je
neophodno dodatno filtriranje podataka tj. uvodenje predikcionog algoritma cija se
predvidanja ne zasnivaju isklju¢ivo na komplementarnosti i evolucionoj
konzerviranosti. Iz tog razloga, kreirana je dodatna tabela predikcija miRNK
vezujuCih mesta za svaku miRNK na osnovu podataka iz CoMeTa baze
(http://cometa.tigem.it). PoSto rezultati CoMeTa predikcija ne sadrze informaciju
o broju mesta (tj. odabrani su pozitivni ciljni geni koji spadaju u grupu do
pedesetog percentila), kreirana tabela miRNK vezuju¢ih mesta je kao broj
vezujucih mesta po genu u svojim poljima mogla imati 1 ili 0. Buduci da je u
CoMeTa predvidanjima anotacija bila bazirana na genskim simbolima, a ne na
RefSeq bazi, fajl parova je u ovom slucaju sparivao identifikaciju Illumina proba i
simbol gena ¢iji transkript vezuje. Nakon izvrSene CIA i kreiranja rang liste miRNK

sa potencijalno poviSenom ekspresijom u CAKUT-u u odnosu na kontrole, prvih
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15% rezultata je iskoriS¢eno za filtriranje rezultata dobijenih na predikcijama
zasnovanim na sekvenci. Kao finalni rezultat zadrZane su one miRNK koje su u obe
CIA (CIA sprovedena na predvidanjima predikcionih algoritama zasnovanih na
sekvenci i CIA sprovedena na predvidanjima CoMeTa analize) bile identifikovane
kao miRNK sa potencijalno poviSenom ekspresijom u tkivu uretera pacijenata sa
CAKUT-om u odnosu na kontrolno tkivo (Slika M5).

Nakon odredivanja miRNK potencijalno asociranih sa CAKUT-om, miRNK su
sortirane u zajednice po miRCos metodi radi lakSeg odabira za validaciju qRT-PCR

metodom (Gennarino i sar., 2012).
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5 predikcionih algoritama koji se
baziraju na komplementarnosti
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l made4 R paket

Ucitavanje tabela koje kao
zajednicku varijablu imaju ime gena

Nadzor
CIA (NSC+BGA)

5 rang listi miRNK
asociranih sa CAKUT-om

|

Lista miRNK asociranih sa CAKUT-om na
osnovu predikcionih algoritama koji se
baziraju na komplementarnosti sekvenci

Bez nadzora
CIA (NSC)

Vizuelna inspekcija uzoraka
i njihovih odnosa

Selekcija miRNK koje su prisutne
u bar 2 rang liste

Tabela vrednosti genske
ekspresije sa microarray-a
za G gena iz N uzoraka
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Tabela sa brojem vezujucih
mesta za svaku od M miRNK u
G gena iz CoMeTa predikcija

made4 R paket

Ucitavanje tabela koje kao
zajednicku varijablu imaju ime gena

Nadzor
CIA (NSC+BGA)

Lista miRNK asociranih sa CAKUT-om na
osnovu CoMeTa predikcija

na oshovu .
sekvenci predikcije

Finalna lista miRNK

potencijalno asociranih sa
CAKUT-om

Slika M5. Primena CIA za identifikaciju klju¢nih miRNK u CAKUT-u. Dijagram
objavljen na engleskom jeziku u Jovanovi¢ i sar., 2016.
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3.2.7.3. Funkcionalna anotacija eksperimentalno validiranih miRNK u

CAKUT-u

Analiza razvijena u cilju koekspresionog grupisanja miRNK ciljnih gena
dobijenih predikcijom CoMeTa algoritma se zove CO-Operational Level (COOL)
analiza (Gennarino i sar., 2012). Oformljene podgrupe ciljnih gena su koriScene za
ENA na GO funkcionalnim terminima u cilju pronalaZenja najznacajnijih procesa
asociranih sa grupisanim genima. Analizom ovih, javnho dostupnih podataka,
selektovani su bioloSki procesi kontrolisani od strane validiranih miRNK. GO
termini su odabrani na osnovu bioloSkog smisla i pravila da p vrednosti
hipergeometrijskog testa sa Bonferroni korekcijom za znacajne GO termine moraju

biti < 0,05.
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4. Rezultati

4.1. Ildentifikacija klju¢nih gena, molekularnih puteva i mreZa u patogenezi

CAKUT-a kod ¢oveka

4.1.1. Kvalitet podataka o genskoj ekspresiji celokupnog genoma u CAKUT-u

i kontrolnim uzorcima

Na osnovu dobijenih rezultata analize za odredivanje kvaliteta podataka sa
GEC-a, odluceno je da 4 uzorka uretera pacijenata sa CAKUT-om budu iskljuéeni iz
dalje analize zbog relativno velike distance izmedu njih i ostalih ispitivanih
uzoraka, izraCunate na osnovu podataka o genskoj ekspresiji. Buduc¢i da su podaci
svih ostalih uzoraka bili u referentnom opsegu u studiju odredivanja diferencijalno
eksprimiranih gena izmedu ispitivanih grupa je uklju¢eno 7 kontrolnih uzoraka i

15 uzoraka sa CAKUT-om.

4.1.2. Identifikacija diferencijalno eksprimiranih gena u tkivu uretera dece

sa CAKUT-om u poredenju sa zdravim kontrolama

Analiza podataka o ekspresiji celokupnog genoma, dobijenih sa GEC-a,
rezultovala je identifikacijom 87 statisticki znacajno diferencijalno eksprimiranih
proba koje pokrivaju ekspresiju transkripata 78 gena (Tabela R1 i R2). Medu DEG,
51 gen je imao sniZenu a 27 gena poviSenu ekspresiju na nivou iRNK u CAKUT-u u

odnosu na kontrole (Tabela R1 i R2).
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Tabela R1. Diferencijalno eksprimirani geni sa sniZenom ekspresijom u tkivu uretera kod pacijenata sa CAKUT-om u odnosu na

zdrave kontrole

Identifikacioni
bi:_ lll:u?rf;z:l Oficijalni genski Obis gena RefSeq Apsolutni i
) simbol Pis8 identifikacioni broj log: FC
probe
5310209 TAC3 tachykinin 3 NM_001006667.1 4,380 0,00008
3800048 TAC3 tachykinin 3 NM_013251.2 2,893 0,00008
2340066 TCEAL6 transcription elongation factor A (SII)-like 6 NM_001006938.1 2,869 0,00000
1230538 INA internexin neuronal 1n;e1;r}r11:d1ate filament protein, NM_032727.2 2709 0,00007
2710735 RASD1 RAS, dexamethasone-induced 1 NM_016084.3 2,294 0,00041
4040576 IL6 interleukin 6 NM_000600.1 2,142 0,00888
3520762 DYNC111 dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 1 NM_004411.3 2,117 0,00001
6380669 SPOCK1 sparc/osteonectin, cwcv and lfazal-hke domains NM_004598.3 2102 0,00008
proteoglycan (testican) 1
1770364 APOLD1 apolipoprotein L domain containing 1 NM_030817.1 2,047 0,00038
6480468 BEX1 brain expressed, X-linked 1 NM_018476.3 1,950 0,00141
5050681 TESC tescalcin NM_017899.2 1,914 0,00660
2260477 PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 NM_000963.1 1,901 0,00053
5570102 DKK1 dickkopf homolog 1 NM_012242.2 1,734 0,00499
1820632 PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 NM_000963.1 1,732 0,00051
' leosi iphosphate link iety X)-
3180356 NUDT10 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X) NM_153183.1 1,703 0,00205
type motif 10
6900086 ADAMTS1 ADAM metallopeptidase w1.th thrombospondin type NM_006988.3 1627 0,00299
1 motif, 1
i h 1, vol - X1, alph M_014139.2
6900692 SCN11A sodium channel, voltage-gated, type XI, alpha NM_014139 1624 0,00324

subunit

Nastavak na sledecoj strani
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Rezultati

7560041
3310504
6370356
5690687
2640292
2850241
4260201
1170300

4280154

3360750
1240609
4890041
5420564
1850097
2850551
5490093
6100494

6550600

2030324
6220440

6270646

730196
2230035
4850450

AXUD1
PDK4
EEF1A2
CTGF
CTGF
CAPNS2
ACTC1
MTI1G

SULT2A1

GPR98
TMEM16D
DUSP8
NFIL3
CA8
RCAN1
LOC645548
HS6STZ

MYC

SGK1
ANO4

MYC

TCEAL6
KRT13
DBC(1

AXIN1 up-regulated 1
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2
connective tissue growth factor
connective tissue growth factor
calpain, small subunit 2
actin, alpha, cardiac muscle 1
metallothionein 1G
sulfotransferase family, cytosolic, 24,
dehydroepiandrosterone (DHEA)-preferring,
member 1
G protein-coupled receptor 98
Homo sapiens transmembrane protein 16D
dual specificity phosphatase 8
nuclear factor, interleukin 3 regulated
carbonic anhydrase VIII
regulator of calcineurin 1
misc_RNA (LOC645548)
heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
(avian)
serum/glucocorticoid regulated kinase 1
anoctamin 4
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
(avian)
transcription elongation factor A (SII)-like 6
keratin 13
deleted in bladder cancer 1

NM_033027.2
NM_002612.3
NM_001958.2
NM_001901.1
NM_001901.2
NM_032330.1
NM_005159.4
NM_005950.1

NM_003167.2

NM_032119.3
NM_178826.2
NM_004420.2
NM_005384.2
NM_004056.4
NM_203417.1
XR_017400.1
NM_147175.3

NM_002467.3

NM_005627.3
NM_178826.2

NM_002467.3

NM_001006938.2

NM_002274.3
NM_014618.2

1,606
1,601
1,555
1,544
1,531
1,525
1,469
1,452

1,423

1,405
1,382
1,364
1,337
1,33
1,314
1,304
1,295

1,294

1,253
1,250

1,224

1,222
1,181
1,148

0,00187
0,00324
0,00736
0,00465
0,00736
0,00246
0,00465
0,00426

0,00205

0,00426
0,00189
0,00017
0,00096
0,00007
0,00465
0,00405
0,00324

0,00205

0,00041
0,00465

0,00343

0,00008
0,00492
0,00255

Nastavak na sledecoj strani
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1410209
830491
4390450
1690692
1450240
2470524
1400634

7570647

2680332
2120112
1440477
3400685

1170246

5900368
2690035

3290630

6620528

SGK1
HS65T2
SGK
S0CS2
BEX5
LYPD3
MTIM

SNAP91

CHP2
TRIMY9
GAD1
OGDHL

GEM

MSMB
C90RF24

SERPINAS

MTI1X

serum/glucocorticoid regulated kinase 1
heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2
serum/glucocorticoid regulated kinase

suppressor of cytokine signaling 2
brain expressed, X-linked 5
LY6/PLAUR domain containing 3
metallothionein 1M
synaptosomal-associated protein, 91kDa homolog
(mouse)
calcineurin B homologous protein 2
tripartite motif-containing 9
glutamate decarboxylase 1
oxoglutarate dehydrogenase-like
GTP binding protein overexpressed in skeletal
muscle
microseminoprotein beta
chromosome 9 open reading frame 24
serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 5

metallothionein 1X

NM_005627.3

NM_001077188.1

NM_005627.2
NM_003877.3

NM_001012978.1

NM_014400.2
NM_176870.2

NM_014841.1

NM_022097.2
NM_015163.4
NM_013445.3
NM_018245.1

NM_181702.1

NM_002443.2
NM_147168.1

NM_000624.3

NM_005952.2

1,130
1,119
1,102
1,097
1,076
1,074
1,070

1,069

1,058
1,057
1,055
1,032

1,026

1,025
1,011

1,010

1,005

0,00345
0,00200
0,00205
0,00008
0,00558
0,00644
0,00644

0,00700

0,00426
0,00700
0,00187
0,00113

0,00410

0,00524
0,00096

0,00835

0,00539

* moderirani t-test sa Benjamini i Hochberg korekcijom
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Rezultati

Tabela R2. Diferencijalno eksprimirani geni sa poviSenom ekspresijom u tkivu uretera kod pacijenata sa CAKUT-om u odnosu na

zdrave kontrole

Identifikacioni

broj Illumina Oficijalni genski Opis gena RefSeq Apsolutni i
simbol identifikacioni broj log: FC

probe
4390398 LCN2 lipocalin 2 NM_005564.3 3,680 0,00648
3940504 CD79A CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha NM_021601.3 2,548 0,00603
5310053 LTB lymphotoxin beta NM_002341.1 2,227 0,00135
3780193 FCRLA Fc receptor-like A NM_032738.3 2,079 0,00600
4220246 CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 NM_004591.1 1,978 0,00700
7400452 PROM1 prominin 1 NM_006017.1 1,697 0,00034
2710020 HS.133181 BX093329 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Hs.133181 1,542 0,00205
5420091 LTB lymphotoxin beta NM_002341.1 1,520 0,00465
4070438 APLNR apelin receptor NM_005161.3 1,517 0,00426
3990619 TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha NM_001067.2 1,476 0,00324
7150019 OLFMLZB olfactomedin-like 2B NM_015441.1 1,384 0,00278
6480753 PCDH18 protocadherin 18 NM_019035.2 1,323 0,00027
3060095 COL12A1 collagen, type XII, alpha 1 NM_080645.2 1,288 0,00465
4810273 SOSTDC1 sclerostin domain containing 1 NM_015464.2 1,264 0,00465
2100706 SORCS1 sortilin-related VPS10 domain containing receptor 1 NM_001013031.1 1,258 0,00205
5890470 CCR6 chemokine (C-C motif) receptor 6 NM_031409.3 1,256 0,00834
5960762 PCDH18 protocadherin 18 NM_019035.2 1,182 0,00324
1500553 NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1 NM_018454.5 1,178 0,00420
5690239 TRIL TLR4 interactor with leucine rich repeats NM_014817.3 1,176 0,00278
5090626 FAP fibroblast activation protein, alpha NM_004460.2 1,136 0,00187

150072 IRF8 interferon regulatory factor 8 NM_002163.2 1,070 0,00379
2070402 CYSLTR1 cysteinyl leukotriene receptor 1 NM_006639.2 1,069 0,00205

Nastavak na sledecoj strani
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Rezultati

4150068
1050008
2450400
1660019
1710736
110280
3450066

LGI1 leucine-rich, glioma inactivated 1
MMRN1 multimerin 1
RASGRP3 RAS guanyl releasing protein 3
SNCAIP synuclein, alpha interacting protein
DOCK10 dedicator of cytokinesis 10
BMF Bcl2 modifying factor
ANGPTZ2 angiopoietin 2

NM_005097.1
NM_007351.2
NM_170672.1
NM_005460.2
NM_014689.2
NM_033503.3
NM_001147.1

1,066
1,064
1,055
1,035
1,029
1,023
1,018

0,00465
0,00173
0,00147
0,00204
0,00251
0,00144
0,00800

* moderirani t-test sa Benjamini i Hochberg korekcijom
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Rezultati

Kontrola 1
Kontrola 3
Kontrola 4
Kontrola 2
Kontrola §
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Slika R1. Hijerarhijsko klasterovanje diferencijalno eksprimiranih gena. Obojeni

klju¢ (gore levo) predstavlja normalizovani relativni odnos ekspresije kroz
intenzitet boja.

Hijerarhijskim klasterovanjem DEG pokazano je da postoji jasna segregacija
izmedu pacijenata sa CAKUT-om i kontrola, Cime je i potvrdeno da je

identifikovanih 78 gena klju¢no za razdvajanje ova dva fenotipa (Slika R1).
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Rezultati

4.1.3. Identifikacija bioloSkih procesa, molekularnih funkcija i kanonskih

molekularnih puteva asociranih sa DEG i algoritamsko Kkreiranje mreza

interakcija DEG (GO ENA i IPA)

Primenom GO ENA na listi DEG identifikovano je 17 bioloSkih procesa i 2

molekularne funkcije koji su statisticki znacajno asocirani sa DEG (Tabela R3).

Tabela R3. Rezultati GO ENA na setu DEG

*

GOBPID Termin Broj FE p
G0:0009612 Odgovor na mehanicki stimulus 4 15,9 0,00190
G0:0050806 Pozitivna regulacija sinapticke transmisije 3 19,6 0,00980
G0:0051971 .Pozitivna regulacija transmisije nervnog 3 18,0 0,01200
impulsa
G0:0031646  Pozitivna regulacija neuroloskih procesa 3 17,1 0,01300
G0:0007166 Signalna 'transdukcijzil.p(.)\,/ez.?na sa 15 19 0,02000
receptorima na povrsini ¢elije
G0:0050804  Regulacija sinapticke transmisije 4 6,7 0,02100
G0:0006955 Imuni odgovor 8 2,8 0,02200
G0:0051969 Regulacija transmisije nervnog impulsa 4 6,2 0,02600
GO0:0031644  Regulacija neuroloskih procesa 4 5,9 0,02900
GO0:0006935 Hemotaksa 4 5,6 0,03300
GO0:0042330 Kretanje 4 5,6 0,03300
G0:0008219  Celijska smrt 8 2,5 0,03600
G0:0016265 Smrt 8 2,5 0,03700
G0:0050910 Detekcija .rlrllehaniékog stimulusa ukljucenog 5 494 0,03900
u percepciji zvuka
G0:0008544  Razvice epidermisa 4 5,0 0,04500
GO0:0006915 Apoptoza 7 2,6 0,04600
G0:0012501 Programirana Celijska smrt 7 2,6 0,04900
GOMFID Termin Broj FE p"
G0:0046870 Vezivanje kadmijumovog jona 3 70,0 0,00076
G0:0005507 Vezivanje jona bakra 3 10,8 0,03000
GOBPID - Identifikacioni broj bioloSkog procesa u bazi GO; GOMFID -

Identifikacioni broj molekularne funkcije u bazi GO; Broj - Broj DEG ukljucenih u

odredeni termin; *- modifikovani FiSerov egzaktni test; FE -Fold Enrichment
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Rezultati

Nakon GO ENA, analiza IPA softverom je koriS¢ena za identifikaciju bolesti i
poremecaja kao i kanonskih molekularnih puteva statistic¢ki znacajno asociranih sa

DEG (Slika R2 i R3).

Povrede i abnormalnosti organizma -
Bolesti reproduktivnog sistema
Poremecaji endokrinog sistema

Kardiovaskularne bolesti 4
Gastrointestinalne bolesti 4
Hematoloske bolesti-
Bolesti jetre 4

Urodeni poremecdaji
Neuroloske bolesti-

Psiholoski poremecaji 4

00 05 1.0 1.5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 6.5
-log(p)

Slika R2. Analiza IPA softverom. Bolesti i poremecaji asocirani sa DEG. Isprekidana
linija predstavlja -log(p)=1,3 Sto je ekvivalent p=0,05, FiSerov egzaktni test.

Komunikacija izmedu dendriti¢nih éelija i NK éelija -
Izmenjena signalizacija T i B éelija u reumatoidnom artritisu -
Glutamat-zavisna rezistencija na kiselinu 4

IL-17A signalizacija u fibroblastima 4

Biosinteza dermatan sulfata (kasniji stadijumi) 4

Biosinteza hondroitin sulfata (kasniji stadijumi) -

Biosinteza heparan sulfata (kasniji stadijumi) -

Biosinteza hondroitin sulfata -

Degradacija glutamata preko 4-aminobutirata -

Biosinteza heparan sulfata -

T T T T T T T T T 1

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50
-log(p)

Slika R3. Analiza IPA softverom. Najznacajniji molekularni putevi asocirani sa
DEG. Molekularni putevi su bili clanovi inflamatornog procesa, imunskog odgovora
i biosinteteze glikozaminoglikana. Isprekidana linija predstavlja -log(p)=1,3 Sto je
ekvivalent p=0,05, FiSerov egzaktni test.
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Rezultati

Analizom interakcija DEG IPA softverom dobijeno je sedam molekularnih
mreZa (Tabela R4), od kojih cetiri (mreza 1, 3, 51 7) (Tabela R4) sadrZe gene sa
funkcijama koje se direktno mogu asocirati sa CAKUT-om (Slika R4, R5, R6 i R7).

Tabela R4. Najznacajnije molekularne mreZe dobijene analizom interakcija
diferencijalno eksprimiranih gena u CAKUT-u

Broj
Br  Oboljenje ili funkcija Rezultat fokus
molekula
1 Celijska morfologija, humoralni imuni odgovor, razviée 27 14
i struktura limfoidnog tkiva
2 Genska ekspresija, metabolizam aminokiselina, kancer 27 14
3 Kancer, povrede i abnormalnosti organizma, oboljenja 23 12
reproduktivnog sistema
4 Kardiovaskularna oboljenja, signalizacija i interakcija 18 10
izmedu Celija, poremecaji vezivnih tkiva
5 Celijska morfologija, funkcija i odrZanje ¢elije, 18 10
embrionalno razvice
6 Metabolizam nukleinskih kiselina, kancer, hematoloska 14 8
oboljenja
7 Razvojni poremecaj, poremecaji endokrinog sistema, 9 6

urodeni poremecaj

Rezultat= -log(p vrednost FiSerov egzaktni test); Broj fokus molekula - Broj DEG
uklju¢enih u mrezu
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Rezultati

Network 1 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All : IPA.15.03.2016 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All
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Slika R4. Analiza IPA softverom. Mreza 1: Celijska morfologija, humoralni imuni
odgovor, razvice i struktura limfoidnog tkiva. Dijagram je rezultat analize seta DEG
i pokazuje interakcije 14 diferencijalno eksprimiranih gena. Crvenom bojom su
obeleZeni geni sa poviSenom ekspresijom dok su zelenom bojom obeleZeni geni sa
sniZenom ekspresijom u CAKUT-u.

Razliciti oblici imaju razli¢ito znacenje, kao $to je opisano na:
http://ingenuity.force.com/ipa/articles/Feature_Description/Legend.

Tri obeleZena gena: LCN2, PROM1 i RASD1 su koriSceni za validaciju mreZe qRT-
PCR metodom.
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Rezultati

Network 3 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All : IPA.15.03.2016 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All
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Slika R5. Analiza IPA softverom. MreZza 3: Kancer, povrede i abnormalnosti
organizma, oboljenja reproduktivnog sistema. Dijagram je rezultat analize seta
DEG koriS¢enjem IPA softvera i pokazuje interakcije 12 diferencijalno
eksprimiranih gena. Crvenom bojom su obeleZeni geni sa poviSenom ekspresijom
dok su zelenom bojom obeleZeni geni sa snizenom ekspresijom u CAKUT-u.
Razliciti oblici imaju razli¢ito znacenje, kao $to je opisano na:
http://ingenuity.force.com/ipa/articles/Feature_Description/Legend.

Obelezeni gen SOSTDC(1 je koris¢en za validaciju mreze qRT-PCR metodom.
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Network 5 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All : IPA.15.03.2016 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All

Rezultati
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Slika R6. Analiza IPA softverom. Mreza 5: Celijska morfologija, funkcija i odrzanje
¢elije, embrionalno razvice. Dijagram je rezultat analize seta DEG koriS¢enjem IPA
softvera i pokazuje interakcije 10 diferencijalno eksprimiranih gena. Crvenom
bojom su obeleZeni geni sa poviSenom ekspresijom dok su zelenom bojom
obeleZeni geni sa snizenom ekspresijom u CAKUT-u.

Razliciti oblici imaju razli¢ito znacenje, kao $to je opisano na:
http://ingenuity.force.com/ipa/articles/Feature_Description/Legend.
Obelezeni gen INA je koriS¢en za validaciju mreZe qRT-PCR metodom.
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Network 7 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All : IPA.15.03.2016 : IPA.15.03.201602:33PM.Conf.Exp.Pred.Spec.All
Extracellular Space
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Other

Slika R7. Analiza IPA softverom. Mreza 7: Razvojni poremecaj, poremecaji
endokrinog sistema, urodeni poremecaj. Dijagram je rezultat analize seta DEG
koris¢enjem IPA softvera i pokazuje interakcije 6 diferencijalno eksprimiranih
gena. Crvenom bojom su obeleZeni geni sa poviSenom ekspresijom dok su zelenom

bojom obeleZeni geni sa sniZenom ekspresijom u CAKUT-u.

Razliciti oblici imaju razli¢ito znacenje, kao $to je opisano na:
http://ingenuity.force.com/ipa/articles/Feature_Description/Legend.
ObeleZeni gen TAC3 je koris¢en za validaciju mreZe qRT-PCR metodom.
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Rezultati

4.1.4. Validacija najznacajnijih molekularnih mreza qRT-PCR metodom

Analizom relativnih nivoa iRNK odabranih gena validirane su kljucne

molekularne mreZe u ovoj studiji (Tabela R5, Slika R8).

Tabela R5. Relativna ekspresija validiranih gena u tkivu uretera pacijenata sa
CAKUT-om u odnosu na kontrole.

Smer pr.(fmene FC qRT- pa-qRT- Apsolutni )
Gen ekspresije u PCR PCR loggFC pP- GEC

CAKUT-u GEC
LCN2 PoviSena 7,63 0,0027 3,68 0,00648
PROM1 PovisSena 8,02 0,0004 1,70 0,00034
RASD1 SniZena 4,52 <0,0001 2,29 0,00041
SOSTDC1 PoviSena 5,56 0,0004 1,26 0,00465
INA SniZena 3,27 0,0016 2,71 0,00007
TAC3 SniZena 6,63 0,0004 4,38 0,00008

aMan Whitney U test; P moderirani t-test sa Benjamini i Hochberg korekcijom; FC -
Fold Change pokazuje koliko je puta nivo iRNK ispitivanog gena visi/niZi u ciljnoj
grupi u odnosu na referentnu grupu uzoraka.
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Slika R8. Prikaz rezultata kvantifikacije ekspresije ispitanih gena. Na dijagramima
su prikazane srednje vrednosti 2-ACt sa opsegom standardne greske za analizirane
grupe. Razlika od kontrole Mann-Whitney U test, *** p<0,001, **p<0,01.
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Rezultati

4.2. Validacija CIA metode u definisanju miRNK asociranih sa
karakteristicnim razlikama u ekspresiji genoma izmedu dva razlicita

fenotipa, na postoje¢im podacima

Za svaku od pet CIA analiza sa BGA nadzorom, uradenih sa pet razlicitih
predikcionih algoritama zasnovanih na sekvenci, dobijene su miRNK asocirane sa
karakteristicnom ekspresijom genoma kod dva razli¢ita fenotipa (dve razlicite faze
ateroskleroze). Odabir specificnih miRNK sa potencijalno povisSenom ekspresijom
u odredenom fenotipu uraden je primenom pravila konzistencije: miRNK koje se
rangiraju u prvih dvadeset miRNK sa potencijalno poviSenom ekspresijom u bar

dve CIA analize (Tabela R6 i R7).
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Rezultati

Tabela R6. miRNK ¢iji je nivo potencijalno poviSen u ranom aterosklerotskom
plaku u odnosu na uznapredovali aterosklerotski plak na osnovu CIA/BGA analize
izvrSene sa pet razlic¢itih algoritama za predikciju miRNK vezuju¢ih mesta
zasnovanih na sekvenci

Pictar4way PictarSway miRanda TargetScan  TargetScanS
miR-155 miR-130a miR-24 miR-22 miR-148
miR-198 miR-130b miR-563 let-7/98 miR-152
miR-124a miR-129 miR-432 miR-223 let-7
miR-34c miR-7 miR-138 miR-34b miR-98
miR-215 miR-24 miR-206 miR-410 miR-26
miR-185 miR-143 miR-637 miR-193 miR-27
miR-140 miR-193a miR-128a miR-155 miR-101
miR-145 miR-34c miR-128b miR-24 miR-144
miR-328 miR-203 miR-526b miR-185 miR-193
miR-188 miR-369-3p miR-30a-3p miR-455 miR-369
miR-24 miR-155 miR-518f miR-383 miR-205
miR-324-5p miR-140 miR-373 miR-145 miR-29
miR-339 miR-34b miR-622 miR-340 miR-22
miR-325 miR-100 miR-620 miR-339 miR-145
miR-208 miR-99a miR-608 miR-411 miR-135
miR-99a miR-30a-3p miR-588 miR-328 miR-155
miR-191 miR-145 miR-412 miR-423 miR-24
miR-100 miR-30e-3p miR-612 miR-188 miR-187
miR-99b miR-216 miR-585 miR-100 miR-100
miR-187 miR-299-3p miR-525 miR-99 miR-99

miRNK koje se pojavljuju u 2 ili viSe predikciona algoritma su oznacene masnim
slovima. Tabela objavljena u Jovanovi¢ i sar., 2014.
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Tabela R7. miRNK ¢(iji je nivo potencijalno poviSen u uznapredovalom
aterosklerotskom plaku u odnosu na rani aterosklerotski plak na osnovu CIA/BGA
analize izvrSene sa pet razliCitih algoritama za predikciju miRNK vezuju¢ih mesta
zasnovanih na sekvenci

Pictar4way PictarSway miRanda TargetScan TargetScan$S
miR-213 miR-302a* miR-429 miR-487b miR-146
miR-371 miR-146a miR-200b miR-151 miR-122
miR-146b miR-146b miR-144 miR-187 miR-216
miR-302a* miR-126 miR-641 miR-127 miR-139
miR-368 miR-190 miR-643 miR-122 miR-217
miR-324-3p miR-199a miR-346 miR-384 miR-141
miR-31 miR-223 miR-581 miR-451 miR-194
miR-182* miR-22 miR-193a miR-136 miR-192
miR-190 miR-199b miR-502 miR-500 miR-215
miR-127 miR-142-5p miR-222 miR-382 miR-1
miR-217 miR-299-5p miR-221 miR-486 miR-206
miR-221 miR-181b miR-562 miR-325 miR-18
miR-323 miR-125b miR-200a miR-146 miR-190
miR-222 miR-181a miR-485-3p miR-190 miR-21
miR-372 miR-181c miR-487a miR-361 miR-302
miR-134 miR-214 miR-29a miR-433-3p miR-372
miR-302b* miR-20b miR-154 miR-378 miR-373
miR-320 miR-217 miR-105 miR-299-3p miR-93
miR-184 miR-17-5p miR-508 miR-134 miR-221
miR-21 miR-106b miR-342 miR-494 miR-222

miRNK koje se pojavljuju u 2 ili viSe predikciona algoritma su oznacene masnim
slovima. Tabela objavljena u Jovanovi¢ i sar., 2014.
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Identifikovano je 17 miRNK sa potencijalno povisSenom ekspresijom u
ranom plaku u odnosu na uznapredovali plak (Tabela R8). U uznapredovalom
aterosklerotskim plaku je identifikovano 12 miRNK sa potencijalno poviSenom
ekspresijom u odnosu na rani plak na osnovu CIA (Tabela R8). Pretragom
literature je pokazano da je 5 miRNK asociranih sa uznapredovalom
aterosklerozom ve¢ opisano u procesima odgovornim za progresiju ateroskleroze
(Tabela R9). Sa druge strane, 3 miRNK koje je CIA prepoznala kao karakteristicne
za rani plak su u literaturi bile opisane u procesima protektivnim u kontekstu

progresije plaka (Tabela R9).

Tabela R8. miRNK asocirane sa karakteristicnom ekspresijom genoma u ranom i
uznapredovalom aterosklerotskom plaku nakon primene metode konzistencije
izmedu CIA analiza

miRNK ¢iji je nivo potencijalno miRNK ¢iji je nivo potencijalno

povisen u ranom povisen u uznapredovalom
aterosklerotskom plaku aterosklerotskom plaku
miR-100 miR-122

miR-140 miR-127

miR-145 miR-134

miR-155 miR-146

miR-185 miR-146b

miR-187 miR-190

miR-188 miR-217

miR-193 miR-221

miR-22 miR-222

miR-24 miR-21

miR-30a-3p miR-302a*

miR-328 miR-372

miR-339

miR-34b

miR-34c

miR-99

miR-99a
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Tabela R9. miRNK opisane u literaturi kao faktor rizika ili protektivne u kontekstu
progresije ateroskleroze

Faktor rizika miR-221 miR-222 miR-21 miR-127 miR-146
Protektivne miR-100 miR-145 miR-155

4.3. Identifikacija i validacija klju¢nih miRNK u CAKUT-u

4.3.1 Identifikacija klju¢nih miRNK u CAKUT-u CIA metodom

Primenom CIA metode bez nadzora zakljuteno je da postoji jasno
razdvajanje izmedu kontrola i pacijenata sa CAKUT-om (Slika R9). KoriS¢enjem ove
deskriptivne i eksploratorne tehnike, bilo je moguce vizuelno razdvojiti miRNK
koje su potencijalno asocirane sa razlikom u genskoj ekspresiji ova dva fenotipa
(Slika R9).

Primenom kombinacije CIA i BGA metode sistemati¢no su odredene miRNK
sa potencijalno poviSenom ekspresijom u tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-om u
odnosu na kontrole (Tabela R10). Primenom metode konzistencije je utvrdeno da
18 miRNK ima potencijalno povisenu ekspresiju u CAKUT-u u bar dva predikciona

algoritma (Tabela R11).
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Slika R9. Dijagram pokazuje parove osa koje su rezultat CIA bez nadzora. Podaci o
predikciji miRNK vezuju¢ih mesta, koriS¢eni za kreiranje dijagrama, su generisani
TargetScanS predikcionim algoritmom. (A) Pokazuje projekciju i nacin grupisanja
kontrolnih uzoraka i uzoraka sa CAKUT-om. (B) Pokazuje projekciju miRNK
motiva. One miRNK koje su suprotno orijentisane u odnosu na grupu uzoraka sa
CAKUT-om imaju potencijalno poviSen nivo u tim uzorcima u odnosu na kontrole.
Opisana pozicija miRNK asociranih sa CAKUT-om u odnosu na kontrole je rezultat
njihove prirode da sniZavaju ekspresiju ciljnih gena. Opservacijom dijagrama
zakljuceno je da su miR-144, miR-101, miR-183 i miR-375 potencijalno asocirane
sa CAKUT-om, kao Sto su kasnije pokazale CIA/BGA analiza i metod konzistencije.

Dijagram objavljen na engleskom jeziku u Jovanovici sar., 2016.
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Tabela R10. miRNK ¢iji je nivo potencijalno poviSen u CAKUT-u u odnosu na
kontrole na osnovu CIA/BGA analize izvrSene sa pet razliCitih algoritama za
predikciju miRNK vezujuc¢ih mesta zasnovanih na sekvenci

miRanda TargetScan TargetScanS Pictar4way PictarSway
miR-194 miR-191 miR-139 miR-369-5p miR-200a
miR-144 miR-423 miR-375 miR-191 miR-222
miR-577 miR-210 miR-101 miR-200a miR-302c*
miR-802 miR-134 miR-183 miR-149 miR-205
miR-616 miR-375 miR-144 miR-215 miR-143
miR-376a miR-30-3p miR-1 miR-375 miR-210
miR-302c miR-409-3p miR-206 miR-148a miR-221
miR-585 miR-431 miR-145 miR-16 miR-148b
miR-338 miR-224 miR-106 miR-148b miR-21
miR-493-5p miR-139 miR-17 miR-210 miR-148a
miR-30c miR-495 miR-20 miR-222 miR-206
miR-379 miR-299-5p miR-181 miR-23b miR-338
miR-495 miR-148 miR-23 miR-23a miR-199a*
miR-569 miR-152 miR-148 miR-340 miR-144
miR-607 miR-100 miR-152 miR-15b miR-1
miR-520h miR-99 miR-199 miR-136 miR-155
miR-520d miR-433-5p miR-141 miR-195 miR-152
miR-658 miR-183 miR-192 miR-101 miR-19b
miR-200b miR-485-5p miR-215 miR-15a miR-19a
miR-450 miR-486 miR-10 miR-181b miR-142-5p

miRNK koje se pojavljuju u 2 ili viSe predikciona algoritma su obeleZene masnim

slovima. Tabela objavljena u Jovanovic¢ i sar., 2016.

Tabela R11. miRNK ¢iji je nivo potencijalno poviSen u CAKUT-u u odnosu na
kontrole, pre filtriranja sa CoMeTa predikcijama

Podaci iz tabele objavljeni u Jovanovic i sar., 2016.

miR-144
miR-152
miR-210
miR-375
miR-1
miR-101

miR-139
miR-148
miR-148a
miR-148b
miR-183
miR-191

miR-200a
miR-206
miR-215
miR-222
miR-338
miR-495
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miRNK dobijene kao rezultat u CIA analizi baziranoj na predikcionim
algoritmima zasnovanim na sekvenci (Tabela R11) su dalje filtrirane preklapanjem
sa rezultatima CIA analize bazirane na CoMeTa predikcijama (Tabela R12). Na taj
nacin je filtrirana frakcija lazno pozitivnih rezultata. Nakon filtriranja, lista miRNK
Ciji je nivo potencijalno poviSen u CAKUT-u u odnosu na kontrole je znatno
redukovana i bila je saCinjena od 7 miRNK (miR-144, miR-101, miR-375, miR-200a,
miR-183, miR-495, miR-222). Sve miRNK osim miR-222 su bile u parovima koji su
pripadali odredenim miRNK zajednicama, a samim tim delile znacajan deo ciljnih
gena otkrivenih koekspresionom analizom. To su bile zajednice 4, 7 i 1 na osnovu
miRCos metode (Gennarino i sar., 2012) (Tabela R13). Za eksperimentalnu
validaciju su odabrane miRNK koje su bile bolje rangirane u zajednicama 4 i 1
(miR-144 i miR-183 redom). Obe miR iz zajednice 7 (miR-375 i miR-200a) su
odabrane za eksperimentalnu validaciju zbog relativno visokog rangiranja (Tabela

R13).
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Tabela R12. miRNK ¢iji je nivo potencijalno poviSen u CAKUT-u u odnosu na
kontrole na osnovu CIA/BGA analize izvrSene sa CoMeTa predikcionim algoritmom

miR-108
miR-369-5p
miR-139-3p
miR-941
miR-891a
miR-611
miR-585
miR-553
miR-189
miR-551b
miR-551a
miR-574-3p
miR-1181
miR-383
miR-1273
miR-720
miR-337-5p
miR-517c
miR-221
miR-660

miR-610 miR-331-5p
miR-485-3p miR-146a
miR-603 miR-375
miR-411 miR-548c-3p
miR-222 miR-200a
miR-495 miR-516a-5p
miR-639 miR-597
miR-600 miR-141
miR-935 miR-492
miR-374b miR-1292
miR-518a-3p miR-105
miR-605 miR-103
miR-377 miR-184
miR-374a miR-1288
miR-606 miR-559
miR-323-3p miR-99b
miR-587 miR-142-3p
miR-101 miR-1180
miR-1274b  miR-378
miR-455-3p miR-450b-5p

miR-302e

miR-518d-3p

miR-142-5p
miR-1297
miR-144
miR-656
miR-802
miR-208a
miR-577
miR-191
miR-643
miR-1185

miR-146b-5p

miR-372
miR-299-5p
miR-518e
miR-568
miR-181c
miR-630
miR-194

miR-1277
miR-938
miR-10b
miR-875-5p
miR-139-5p
miR-26b
miR-655
miR-641
miR-302d
miR-944
miR-1258
miR-1224-5p
miR-1250
miR-26a
miR-212
miR-324-3p
miR-521
miR-10a
miR-627
miR-152

Tabela R13. miRNK ¢iji je nivo potencijalno povisen u CAKUT-u u odnosu na
kontrole, nakon filtriranja CoMeTa podacima

miRNK miRCos zajednica CIA prosecno rangiranje
miR-144 4 7

miR-101 4 10,5

miR-375 7 4,3

miR-200a 7 2

miR-183 1 11

miR-495 1 12

miR-222 70 6,5

miRNK su presek rezultata CIA/BGA analize izvrSene na predikcionim algoritmima
koji se baziraju na sekvenci i CIA/BGA analize izvrSene na CoMeTa podacima.
Prosefno rangiranje predstavlja prosetno mesto miRNK na rang listama koje
odgovaraju predikcionim algoritmima koji se baziraju na sekvenci, nakon BGA
analize. Tabela objavljena na engleskom jeziku u Jovanovi¢ i sar., 2016.
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4.3.2 Validacija ekspresije najznacajnijih miRNK u tkivu uretera pacijenata

sa CAKUT-om i kontrola

PosSto u rezultatima CIA analize uglavnom nije postojala anotacija o 5'/3’
lancu, eksperimentalna validacija ekspresije miRNK je radena na zrelim formama
miRNK koje su dominantno eksprimirane u celijama, tj. bez “*” u anotaciji
(Kozomara i Griffiths-Jones, 2014). Odabrane zrele forme miRNK za
eksperimentalnu validaciju su bile: miR-144-3p, miR-200a-3p, miR-375-3p i miR-
183-5p. Nakon kvantifikacije relativnih nivoa miRNK, utvrdeno je da postoje
statisticki znacajne razlike u nivoima miR-144 izmedu pacijenata sa CAKUT-om i
kontrola (Man-Whitney U test, p<0,05) (Tabela R14). Nije utvrdena statisticki
znacajna razlika relativnih nivoa miR-200a, miR-183 i miR-375 (Tabela R14)

izmedu pomenutih grupa. Rezultati su graficki prikazani (Slika R10).

Tabela R14. Statisticka analiza relativnih nivoa miRNK

Man-Whitney U p

miRNK Fold Change
vrednost (two tailed)
miR-144 5,7 0,005 **
miR-200a 1,1 0,7
miR-183 1,7 0,3
miR-375 2,7 0,9

Fold change- pokazuje koliko je puta nivo ispitivane miRNK viS§i u CAKUT-u u
odnosu na kontrole. Mann-Whitney U test, ** p<0,01. Tabela objavljena na
engleskom jeziku u Jovanovic i sar., 2016.
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Slika R10. Prikaz rezultata kvantifikacije nivoa ispitanih miRNK. Na dijagramima
su prikazane srednje vrednosti 2-ACt sa opsegom standardne greske za analizirane
grupe. Razlika od kontrole Mann-Whitney U test, ** p<0,01. Grafici objavljeni na

engleskom jeziku u Jovanovici sar., 2016.
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4.3.3. Odredivanje bioloskih funkcija miR-144 povezanih sa CAKUT-om

Ciljni geni za miR-144, na osnovu CoMeTa predikcije, su u prethodnoj
studiji analizirani COOL analizom u cilju kreiranja grupa gena koje pokazuju visok
nivo koekspresije (Gennarino i sar., 2012). COOL analiza je kao rezultat dala dve
grupe sacinjene od 1024 i 511 gena, koji su potencijalni ciljni geni za miR-144 po
CoMeTa predikciji. Na ovim grupama je izvrSena GO ENA i utvrdeno je da je grupa
od 511 gena asocirana sa bioloskih procesima koji mogu ucestvovati u nastanku
CAKUT-a. Kao rezultat, dobijeno je 29 statisticki znacajnih GO anotacionih termina
(Tabela R15). Na dobijenim GO rezultatima je izvrSena selekcija najvaznijih
termina koji opisuju bioloSke procese odgovorne za normalan razvoj i
funkcionisanje bubrega i urinarnog trakta, prema bioloSkom smislu i

informacijama iz literature (Slika R11).
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Tabela R15. Statisticki znacajni rezultati GO ENA izvedene na grupi od 511
potencijalnih ciljnih gena za miR-144

*

GOID GO Termin Broj FE p
G0:0007267 Signalizacija izmedu ¢elija 50 2,69 0
G0:0048732 Razvice Zlezda 21 5,02 0
G0:0045165 Determinacija celijske sudbine 21 4,88 0
G0:0019226 Transmisija nervnog impulsa 34 3,14 0
G0:0001655 Razvice urogenitalnog sistema 18 5,28 0
G0:0007268 Sinapticka transimsija 28 3,03 0
G0O:0060541 Razvice respiratornog sistema 16 4,78 0
G0:0031328 Pozitivna regulacija ¢elijskog biosintetickog 45 2,12 0,01
procesa
G0:0045935 Pozitivna regulacija metaboli¢kih procesa 42 2,17 0,01
nukleobaza, nukleozida, nukleotida i
nukleinskih kiselina
G0:0045944 Pozitivna regulacija transkripcije sa 30 2,61 0,01
promotora za RNK polimerazu II
G0:0030900 Razvice prednjeg mozga 18 3,82 0,01
G0:0035295 Razvice cevastih organa 22 3,23 0,01
G0:0009891 Pozitivna regulacija biosinteti¢ckog procesa 45 2,09 0,01
G0O:0010557 Pozitivna regulacija procesa biosinteze 43 2,12 0,01
makromolekula
G0:0030182 Diferencijacija neurona 33 2,43 0,01
G0:0006357 Regulacija transkripcije sa promotora za 46 2,04 0,02
RNK polimerazu II
G0:0001822 Razviée bubrega 14 4,71 0,02
G0:0007423 Razvice ¢ulnih organa 22 3,10 0,02
G0:0051173 Pozitivna regulacija metabolizma azotnih 42 2,11 0,02
jedinjenja
G0:0010628 Pozitivna regulacija genske ekspresije 39 2,17 0,02
G0:0030324 Razvice pluca 14 4,57 0,02
G0:0006350 Transkripcija 99 1,52 0,03
G0O:0007507 Razvice srca 21 3,15 0,03
G0:0045941 Pozitivna regulacija transkripcije 38 2,18 0,03
G0:0045893 DNK zavisna pozitivna regulacija 34 2,30 0,03
transkripcije
G0:0030323 Razviée respiratornih cevcica 14 4,43 0,03
G0:0051254 Pozitivna regulacija RNK metabolizma 34 2,28 0,04
GO:0001501 Razviée skeletnog sistema 26 2,63 0,04
G0:0048568 Razvice organa embriona 18 3,38 0,05

GO ID - Identifikacioni broj GO bioloSkog procesa; Broj - broj gena od ukupno 511,
uklju¢enih u odredeni bioloSki proces; FE - engl. Fold Enrichment; *-
hipergeometrijski test sa Bonferroni korekcijom. Tabela objavljena na engleskom
jeziku u Jovanovic¢ i sar., 2016.
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Slika R11. Dijagram statistic¢ki znacajnih bioloSkih procesa iz GO ENA uradene na
grupi ciljnih gena za miR-144 po CoMeTA predikciji, koji mogu biti odgovorni za
nastanak CAKUT-a. Dijagram pokazuje i relativni odnos broja gena (u zagradama)
asociranih sa GO anotacionim terminima (bioloski proces). Dijagram objavljen na
engleskom jeziku u Jovanovi¢ i sar., 2016.

72



Diskusija

5. Diskusija

CAKUT je u osnovi 30-50% slucajeva terminalne bubreZne insuficijencije
(Harambat i sar., 2012), pa je pravovremena intervencija odgovaraju¢om terapijom
veoma vazna u cilju prevencije ili odlaganja gubitka funkcije bubrega koja vodi
hemodijalizi i transplantaciji bubrega (Harambat i sar., 2012). Medutim, pokazano
je da farmakolo$ki tretman utiSavanja jednog molekula nije uvek dobra strategija
za tretman bolesti zbog postojanja razlicitih, pozitivnih i negativnih efekata, u
razliCitim stadijumima opstruktivne nefropatije (Bascands i sar., 2005). Zato je u
le¢enju razli¢itih oblika CAKUT-a vaZan personalizovani pristup koji ukljucuje
sistemski, molekularni kontekst bolesti. Medutim, zbog kompleksne geneticke
arhitekture CAKUT-a i redukovane penetrabilnosti opisanih uzro¢nih varijanti,
lista gena kandidata i molekularnih mehanizama odgovornih za nastanak i
progresiju bolesti je daleko od kompletne (2bNicolaou i sar., 2015). Proces
karakterizacije gena ukljucenih u abnormalno razvice bubrega i urinarnog trakta u
animalnim modelima je napravio veliki pomak u istrazivanju CAKUT-a (Renkema i
sar., 2011; Hartwig i sar., 2010; Blake i Rosenblum, 2014), ali ove studije takode
imaju i svoja ogranicenja, kao Sto je otezana interpretacija rezultata zbog
kompenzacije utiSanog gena produktima srodnih gena (Bascands i sar., 2005).
Drugi problem kod istrazivanja CAKUT-a koris¢enjem geneticki modifikovanih
Zivotinja je nemogucnost ispitivanja reverzibilnosti patologije (Bascands i sar.,
2005). Takode, iako animalni modeli omogucavaju preciznu manipulaciju klju¢nim
faktorima za razvie urinarnog sistema, neophodne su validacione studije u
CAKUT-u kod coveka. Analizom genske ekspresije u celijskoj liniji bubreZnih
mezenhimskih celija coveka, stimulisanih nefrogenetskim faktorima pacova,
identifikovani su geni koji do tada nisu bili opisani u razvi¢u bubrega (Price i sar.,
2007). Medutim, dosadasnje ex vivo studije ekspresije gena u tkivu CAKUT-a
coveka su iskljucivo bazirane na istraZivanju ekspresije gena kandidata pa je teSko
zakljuciti koje su globalne molekularne interakcije bile deregulisane izmenjenom
ekspresijom gena kandidata (Nishimura i sar., 1999; Yang i sar., 2000; Yang i sar.,

2003; 2Knerr i sar., 2001; PKnerr i sar., 2001; Stankovic i sar., 2010). Kao
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nedostaju¢a karika u lancu istrazivanja molekularnih procesa ukljucenih u
patogenezu i progresiju CAKUT-a kod coveka, u ovoj studiji su ispitane razlike u
ekspresiji celokupnog genoma u tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-om i zdravih
kontrola kao i sistemski efekat zabelezenog ekspresionog profila DEG. Takode, u
ovoj studiji je prvi put ispitana ekspresija miRNK u tkivu CAKUT-a kod ¢oveka, kao
i njihov potencijal da izmene ekspresiju kljutnih gena do te mere da postane
potencijalno odgovorna za nastanak bolesti (Jovanovic i sar., 2014; Jovanovic i sar.,

2016).

5.1. Diferencijalno eksprimirani geni u tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-

om u poredenju sa tkivom uretera zdravih kontrola

5.1.1. FiziolosKi i patoloski bioloski procesi i molekularni putevi statisticki

znacajno asocirani sa diferencijalno eksprimiranim genima

Hijerarhijskim klasterovanjem je potvrdeno da ekspresioni profil 78 DEG
jasno razdvaja pacijente sa CAKUT-om od kontrola (Slika R1) Sto ih ¢ini vaznim
kandidatima za bioloSke markere ove bolesti. Analizom DEG kori$¢enjem rucno
odrzavane i jedne od najsavremenijih i najkompleksnijih bioloSkih baza znanja
(Ingenuity® Knowledge Base) zaklju¢eno je da su DEG asocirani sa urodenim
anomalijama kao i povredama i abnormalnostima organizma Sto potvrduje njihovu
ulogu u urodenim anomalijama urinarnog sistema (Slika R2). Patofiziolo$ki procesi
u nervnom sistemu takode su asocirani sa DEG (Slika R2) i kao takvi od velikog
interesa u ovoj studiji jer su u saglasnosti sa rezultatima GO i dosadasnjim
literaturnim podacima koji opisuju funkcionalno i razvojno jedinstvo nervnog i
urinarnog sistema (Stoll i sar., 2011) (Slika R2).

GO bioloSki proces asociran sa najve¢im brojem DEG je bio signalna
transdukcija povezana sa receptorima na povrSini Celije (Tabela R3).
Organogeneza metanefrosnog bubrega i urinarnog trakta je koordinisana
kompleksnim interakcijama velikog broja transkripcionih faktora, faktora rasta i
intracelijskih signalnih molekula koji su ukljuceni u procese signalne transdukcije i
kolektivno oznaceni kao geni razvica bubrega (engl. Renal Developmental Genes —

RDG) (Costantini, 2006; Dressler, 2009; Reidy i Rosenblum, 2009; Mendelsohn,
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2009). Tokom razvi¢a urinarnog sistema, signali iz metanefrickog mezenhima
indukuju pupljenje Volfovog kanala i kontroliSu smer rasta ureterovog pupoljka
(Cacalano i sar., 1998; Shakya i sar., 2005; Grieshammer i sar., 2004), kao i njegovo
grananje i formiranje sistema sabirnih kanala (Majumdar i sar., 2003). Sa druge
strane, kao odgovor na signale ureterovog pupoljka, dolazi do indukcije
kondenzacije ¢elija metanefrickog mezenhima oko vrhova ureterovog pupoljka i
formiranja progenitorskih Celija nefrona ili ¢elija bubreZne strome (Aufderheide i
sar., 1987). Uzevsi u obzir veliki broj studija koje su na genetickim modelima miSa
bavile izuCavanjem molekularne kontrole razvi¢a urinarnog sistema,
sistematizovanih od strane autora (Blake i Rosenblum, 2014), moZe se zakljuciti da
poremecaj u signalnim putevima koji dovodi do izmenjene orijentacije Volfovog
kanala, indukcije ureterovog pupoljka i morfogeneze bubrega u razvi¢u rezultuje
nastankom CAKUT-a (Blake i Rosenblum, 2014). Aberantna signalizacija moze
inhibirati indukciju razvi¢ca bubrega Sto rezultuje bubreZnom aplazijom, ili
obrnuto, indukovati  viSe ureterovih  pupoljaka Sto dovodi do
dupliranja/multipliciranja uretera na jednom bubregu, VUR-a i opstrukcija (Blake i
Rosenblum, 2014). Rezultat koji pokazuje da je ¢ak 15 od 78 DEG u naSoj studiji
uklju€eno u procese signalne transdukcije dodatno potvrduje teoriju da uskladena
signalizacija igra centralnu ulogu u razvi¢u urinarnog sistema (Song i Yosypiv,
2011). Izmenjena signalizacija u CAKUT-u je takode potvrdena i IPA analizom kroz
poremecaje u kanonskim putevima: komunikacija izmedu dendriti¢nih i NK ¢elija,
izmenjena signalizacija T i B ¢elija u reumatoidnom artritisu i IL-17A signalizacija u
fibroblastima (Slika R3).

Rezultati GO analize su takode potvrdili razvojno i funkcionalno jedinstvo
urinarnog i nervnog sistema ascijacijom DEG sa neurobioloSkim procesima:
regulacija neuroloskih procesa, regulacija transmisije nervnog impulsa, regulacija
sinaptiCke transmisije, odgovor na mehanicki stimulus (Tabela R3). Razvojno
jedinstvo ova dva organska sistema je opisano kroz fenomen da tkivo mozga i
kicmene mozdine pileta, kada je u kontaktu sa metanefrickim mezenhimom, moZze

.....

vitro (Sariola i sar., 1989). Na taj nacin autori su pokazali da faktori odgovorni za
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proces diferencijacije metaferickog mezenhima nisu specificni samo za ureterov
pupoljak (Sariola i sar., 1989). Samim tim, poremecaj u bioloskim procesima
karakteristicnim za nervni sistem u ovoj studiji moZe ukazati i na poremecaje u
razvicu urinarnog trakta zbog zajednickih razvojnih molekularnih puteva, Sto je u
skladu sa podacima koji opisuju bubreZzne malformacije kao neke od najcesc¢ih
anomalija asociranih sa razli¢itim defektima nervnog sistema, kao Sto su npr.
defekti nervne cevi (Stoll i sar., 2011).

Zastupnici neurogene teorije poremecene peristaltike u opstrukciji tvrde da
intrinzi¢ke opstrukcije urinarnog trakta imaju funkcionalno poreklo uslovljeno
abnormalnom inervacijom (Uson i sar., 1968; Johnston i sar., 1977). U najve¢em
broju studija, efekat abnormalne inervacije uretera na nastanak aperistalti¢nog,
opstruktivnog segmenta je ispitivan uporedivanjem normalnog i opstruktivnog
tkiva, kao i intrinzickih i ekstrinzickih opstrukcija na nivou UPS histoloSkim i
imunohistohemijskim metodama. Medutim, iako se studije slazu da je defekt u
inervaciji povezan sa nastankom opstrukcija uretera, histoloSki rezultati studija
nisu u potpunosti saglasni. Neke studije opisuju miSi¢nu hipertrofiju i hiperplaziju
kao i povecanje ekstracelijskog matriksa asocirane sa poveanom spontanom
aktivno$¢u i odgovorom na stimulaciju (Santis i sar., 2000), ili sa disfunkcijom
neurona (Demirbilek i sar., 2006; Gunduz i sar., 2013). Takode je zabeleZeno
intenzivnije imunohistohemijsko bojenje nervno-misi¢nih sinapsi kod UPS sa
opstrukcijama u odnosu na UPS bez opstrukcija (Demirbilek i sar., 2006; Gunduz i
sar., 2013). Medutim, suprotno pomenutim studijama, postoje studije koje opisuju
smanjenje broja nervnih vlakana i sinaptickih vezikula u misi¢nom sloju kod UPS
opstrukcija u poredenju sa normalnim UPS, kao i sniZeni nivo iRNK faktora rasta
nerava (engl. Nerve Growth Factor - NGF), odgovornog za razvice aksona i
formiranje sinapsi (Wang i sar., 1995). Autori predlazu da smanjenje broja nervno-
miSiénih sinaptickih vezikula kod opstrukcija UPS moZe biti klju¢ni faktor u
poremecaju transmisije peristaltickih talasa i poremecaju relaksacije uretera pod
dejstvom mehanickog stimulusa (Wang i sar., 1995), Sto je u saglasnosti sa
rezultatima GO analize (Tabela R3). Postoje studije koje predlazu i kombinovanu

neurogenu i miogenu teoriju nastanka opstrukcija (Murakumo i sar., 1997;
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Kajbafzadeh i sar., 2006). Po ovoj teoriji smanjenje broja nervnih vlakana u
miSicnim slojevima zida uretera rezultuje disfunkcijom, atrofijom i apoptozom
miSi¢nih vlakana i akumulacijom intercelularnog i intersticijalnog kolagena u
miSicnim slojevima uretera (Kajbafzadeh i sar., 2006). Guste depozicije kolagena
ogranic¢avaju pokretljivost miocita i rezultuju gubitkom elasti¢nosti uretera i
oteZanim protokom urina (Kajbafzadeh i sar., 2006). Ovako nastale primarne
urodene opstrukcije mogu dovesti i do niza ozbiljnih, Zivotno ugroZavajuc¢ih
sekundarnih komplikacija kao S$to su tubularna atrofija, tubulointersticijalna
fibroza i hroni¢na bubrezna insuficijencija (Boor i sar., 2010). Opisani patoloski
procesi se mogu sekundarno javiti i u drugim delovima urinarnog sistema, gde
usled opstrukcija u protoku urina dolazi do dilatacije i oSte¢enja bubrezne karlice i
bubreznih tubula i aktivacije apoptotskih i fibrotskih procesa (Kajbafzadeh i sar.,
2006; Boorisar., 2010).

Inervacija uretera i kontrakcija uretera su ispitivani u zidu uretera na
osnovu imunohistohemijskih markera i nivoa iRNK razli¢itih komponenti nervnog
sistema: sinaptofizin (marker nervno-miSi¢ne sinapse), S-100 (marker nervne
¢elije), PGP 9,5 (neuron specifi¢ni protein) i CD-117 (marker intersticijalnih
Kajalovih ¢elija); komponenti nitrergicke i peptidergicke inervacije: neuralna
sintetaza azot oksida (nNOS), neuropeptid Y (NPY), supstanca P, prostaglandini.
Takode su ispitivane i komponente regulatori peristaltike glatkih miSica:
konstriktor glatkih miSi¢a endotelin 1 (ET-1), relaksiraju¢i peptid adrenomedulin
(AM), bradikinin, angiotenzin II (Angll). Navedene komponente u razli¢itim
studijama pokazuju razlike u distribuciji i ekspresiji izmedu opstruktivnih i zdravih
UPS (Demirbilek i sar., 2006; Gunduz i sar., 2013; Wang i sar., 1995; Harish i sar,,
2003, Metzger i sar., 2004; Balikci i sar., 2015; Koleda i sar., 2012; 2Knerr i sar.,
2001; PKnerr i sar., 2001; Santis i sar., 2000; Santis i sar., 2003), ali rezultati nisu
uniformni. Zna se da ureter normalno funkcionise kao scintilacioni glatki misi¢ gde
se ekscitacija prenosi sa Celije na Celiju preko Celijskih veza nakon oslobadanje
neurotransmitera sa nervnih zavrSetaka (Burnstock G, 1970), ali molekularni
kontraktilni mehanizam i dalje nije sasvim razjasnjen (Vargiu i sar., 2015). Osim

simpaticke i parasimpaticke neuralne regulacije (Murakami i sar., 2000; Canda i
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sar., 2007) postoji i nonadrenergicka i nonholinergicka nontransmiterska
regulacija neuromodulatorima (2Knerr i sar., 2001; PKnerr i sar., 2001; Santis i sar.,
2000; Santis i sar., 2003; Cole i sar., 1988). Bioloski procesi rezultati GO analize ove
studije (regulacija neuroloskih procesa, regulacija transmisije nervnog impulsa,
regulacija sinapticke transmisije i odgovor na mehanicki stimulus) su u saglasnosti
sa pomenutim studijama i saznanjima da mehanizam miogene i neurogene
kontrole glatkomiSi¢ne peristaltike uretera postoji i da je deregulisan u CAKUT-u.
Posto se rezultati opisanih studija temelje uglavnhom na imunohistohemijskim
parametrima i ispitivanju pojedinacnih molekula, metode primenjene u nasem
radu, koje analizijaju ekspresiju celokupnog genoma, daleko su opseZnije i
sveobvuhvatnije i predstavlja vaznu prekretnicu povezivanja prethodnih i daljih
istrazivanja CAKUT-a. Ostaje pitanje da li poremecaj u neurobioloskim procesima
koji smo utvrdili postnatalno moZze biti i indikator razvojnog poremecaja miogene i
neurogene kontrole glatkomiSi¢ne peristaltike uretera.

Apoptoza (programirana cCelijska smrt) predstavlja takode bioloski proces
¢ija je funkcija izmenjena u tkivu uretera dece sa CAKUT-om u poredenju sa tkivom
uretera zdravih kontrola na osnovu GO analize DEG (Tabela R3). Danas je poznato
da je u razviéu bubrega i urinarnog trakta veoma vazan balans izmedu pro-
apoptotskih i anti-apoptotskih mehanizama (Stewart i Bouchard, 2011, dos Santos
Junior i sar., 2014). Kontrolisana apoptoza je esencijalan proces ne samo za
eliminaciju oStecenih ¢elija ili regulaciju broja celija, ve¢ i za uklanjanje tkiva
tokom polne determinaciju (uklanjanje Milerovog kanala kod decaka i Volfovog
kanala kod devojcica) (Stewart i Bouchard, 2011; Kobayashi i Behringer, 2003),
kao i za oblikovanje organa u finalne funkcionalne jedinice (Jacobson i sar., 1997;
Stewart i Bouchard, 2011). Kod miSeva nokauta za AT2 receptor (AT2R), Cija je
aktivacija neophodna za normalnu apoptozu nediferenciranih mezenhimskih celija
koje okruZuju ureter u razvi¢u, zabeleZena je pojava Citavog spektra fenotipova
oznacenih kao CAKUT (Nishimura i sar., 1999). Iz tog razloga je postavljena teorija
da izostanak pravovremene apoptoze nediferenciranih mezenhimskih celija ometa
inicijalnu interakciju ureterovog pupoljka i kondenzovanog mezenhima

(metanefri¢ka blastema) (Pope i sar., 1999). To rezultuje ektopi¢nim (kaudalnim)
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pupljenjem uretera, Sto dalje dovodi do abnormalnog poloZaja UVS i nastanka VUR-
a. Sa druge strane, kaudalno napredovanje ureterovog pupoljka dovodi do
nedostatka kontakta sa odredenim delom metanefricke blasteme Sto dovodi do
razvica hipoplasti¢nog ili displasticnog bubrega (Pope i sar., 1999). KoriS¢enjem
modela miSa nokauta za fosfataze iz familije LAR, Ptprs i Ptprf, odgovornih za
indukciju apoptoze zajedni¢kog nefrotickog kanala u procesu maturacije distalnog
uretera, je dokazano da izostanak apoptoze neophodne za odvajanje uretera od
Volfovog kanala i usadivanje u mokraé¢nu beSiku moZe dovesti do hidrouretera i
ureterocela (Uetani i sar., 2009). MiSevi sa mutacijama koje dovode do sniZenja
aktivnosti Ret/Gdnf signalnog puta razvijaju opstrukcije urinarnog trakta koje bi
mogle biti rezultat nemoguénosti pravilnog remodelovanja zajednickog
nefrotickog kanala (Mendelsohn, 2009). Apoptoza je u razvicu urinarnog sistema
takode vazna i kod otvaranja lumena uretera koji se kod misa u desava u E15
trenutku razvi¢a embriona (Uetani i sar.,, 2009) pa poremecaj u ovom procesu
moZe dovesti do opstrukcija. Sazrevanje bubreZznog parenhima u razvi¢u zahteva
uklanjanje septi koje predstavljaju prostore izmedu Henleovih petlji, sabirnih
kanali¢a i kanala, ispunjene nediferenciranim mezenhimskim ¢elijama. Samim tim,
defekt u apoptozi moZe dovesti i do displazija koje karakteriSe mnosStvo
nediferenciranih intersticijalnih  ¢elija koje popunjavaju interlobarne i
interlobularne prostore (Pope i sar., 1999). Iz svega opisanog se moZe zakljuciti da
poremecaj u ekspresiji gena ukljucenih u apoptotske procese moze dovesti do
Citavog fenotipskog spektra CAKUT-a u ranom razvicu.

0d statisticki znacajnih kanonskih puteva, asociranih sa DEG IPA softverom,
biosinteza heparan sulfata (Slika R3) takode predstavlja vazan proces jer je
heparan sulfat neophodan za normalno razvi¢e urinarnog sistema (Steer i sar.,
2004; Davies i sar. 1995; Lelongt i sar., 1988). Naime, heparan sulfat je klju¢ni
ligand za faktore koji stimuliSu rast ureterovog pupoljka u procesima pupljenja i
grananja uretera, omogucavanjem formiranja gradijenta morfogena duz epitela
uretera (Steer i sar., 2004). Takode, heparan sulfat igra vaznu ulogu u odrzavanju
molekularne arhitekture glomerularnog ekstracelijskog matriksa i moze uticati na

glomerularnu permselektivnost (Lemos i sar., 2013). Promene u selektivnoj
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permeabilnosti glomerula rezultuju proteinurijom (Raats i sar., 2000), koja
predstavlja glavni marker oStecenja glomerula i koja je u direktnoj korelaciji sa
gubitkom bubrezne funkcije (Burton i Harris, 1996). Iz tog razloga, poremecaj u
biosintetickim putevima ovih molekula moZe imati velike posledice na razvoj i
fiziologiju bubrega i urinarnog trakta i zahtevaju detaljnije istrazivanje u CAKUT-u
kao faktori koji primarno mogu dovesti do patoloskih poremecaja u urinarnom
sistemu. Medutim, poremecaj u biosintezi heparan sulfata moZe uticati i na razvoj
inflamacije. Na osnovu njihove sposobnosti da interaguju sa hemokinima, molekuli
heparan sulfata ucestvuju u formiranju retencije i lokalizovane visoke
koncentracije hemokina duZ ekstracelijskog matriksa i endotela krvnog suda
(Proudfoot i sar., 2003; Witt i Lander, 1994, Lortat-Jacob i sar., 2002; Hoogewerf i
sar., 1997), koji aktiviraju i koordiniSu migraciju leukocita na mesto inflamacije
(Baggiolini, 1998).

Inflamatorni procesi (imuni odgovor, hemotaksa) su takode bili asocirani sa
DEG GO analizom (Tabela R3). Hroni¢na inflamacija predstavlja jedan od klju¢nih
procesa koji vode fibrozi bubrega nakon opstrukcije, Sto dovodi do gubitka
bubreZne funkcije i dijalize i transplantacije (Choi i sar., 2000; Klahr i Morrissey,
2002). Cak je i predloZena terapija blokade molekula inflamacije (Morrissey i
Klahr, 1999; Cao i sar., 2000; Ruiz-Ortega i sar., 2002; Esteban i sar., 2004) i
monitoring medijatora inflamacije koji mozZe pomoci u leCenju postnatalnih
uropatija kao i u detekciji pacijenata sa visokim rizikom za razvoj hronic¢ne
bubreZne insuficijencije (Simoes e Silva i sar., 2013). U ovoj studiji, obzirom da je
uradena na pacijentima nakon rodenja, mozemo ispitivati samo efekat inflamacije
na nastanak i progresiju CAKUT-a sekundarnog karaktera, tj. odgovor na vec
prisutnu opstrukciju i malformaciju, a da li je pak inflamacija primarnog karaktera
u slucajevima povecanog oksidativnog stresa i hipoksije in utero (Salzano i sar.,
2014; Wilkinson i sar., 2015), moZe se ispitivati u nekim budué¢im studijama. Ako
se uzme u obzir teorija da embrionalni razvoj nije zavrSen nego je produZen kod
CAKUT-a (Yang i sar., 2000; Yang i sar., 2003), moZda se rezultati ove studije mogu

tumaciti i kao primarni.
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Medutim, ako se poremecaji neurobioloskih, apoptotskih i inflamatornih
procesa sagledaju u integraciji, dodatno se potvrduju rezultati dosadasnjih studija
koje ove mehanizme opisuju kao Kkljune za nastanak opstrukcije uretera
(Murakumo i sar., 1997; Kajbafzadeh i sar., 2006). Naime, pomenuto je da
poremecaj rasta nerava moze dovesti do endogenih opstrukcija uretera u nivou
UPS kroz indukciju apoptoze miocita uretera mehanizmom sli¢nim neuropatskoj
denervaciji i defektnoj inervaciji (Murakumo i sar., 1997; Kajbafzadeh i sar., 2006).
Apoptoza miocita, koja je rezultat poremecaja inervacije, ima kauzativnu ulogu u
indukciji posledi¢nih inflamatornih i fibrotskih promena u zidu uretera koje se
karakteriSu povecanjem procenta kolagenih i elastinskih vlakana kod opstrukcija
u nivou UPS kod coveka (Kajbafzadeh i sar., 2006). Takode, utvrdenom
ekspresijom AT2R u ureterima u humanom CAKUT-u postnatalno potvrdeno je
prisustvo inflamacije (Stankovic i sar., 2010) i pro-apoptotskih signala (Nishimura
i sar, 1999). Inflamacija i apoptoza dovode do infiltracije makrofaga koji
fagocitozom uklanjaju produkte apoptoze i koji sintetiSu jedan od glavnih pro-
fibrotskih medijatora, TGF-B (Fadok i sar., 1998). PredloZeno je da povecan nivo
ekspresije TGF-B indukuje taloZenje kolagena od strane fibroblasta (Lijnen i
Petrov, 2002). Guste depozicije i abnormalna kompozicija kolagena koja se ogleda
u poremecaju odnosa izmedu kolagena tipa I i tipa III u miSi¢cnom sloju uretera
ogranicavaju i ometaju kontrakciju miocita, Sto rezultuje smanjenjem elasti¢nosti i
opstrukcijom uretera (Kim i sar., 2000; Yoon i sar., 1998).

Faktori odgovorni za indukciju inflamacije i apoptoze, ukljucujuéi hipoksiju,
ishemiju, aktivaciju citokina, faktore rasta, angiotenzin II i reaktivne vrste
kiseonika, takode nastaju i u tkivu bubrega kod hronic¢nih opstruktivnih uropatija i
mogu inicirati apoptozu tubularnih i intersticijalnih bubreznih celija kod vestacki
indukovanih opstrukcija uretera misa (Truong i sar., 2001). Takode, u bubregu
misa sa indukovanom opstrukcijom, u poredenju sa kontrolnim i kontralateralnim
bubrezima, zabeleZen je poviSen nivo iRNK molekula povezanih sa apoptozom
tubularnih i intersticijalnih ¢elija bubrega sa udruZenom fibrozom i infiltracijom
inflamatornih ¢elija (Choi i sar., 2000). MiSevi heterozigoti i homozigoti za mutirani

p53 koji se ne eksprimira na nivou iRNK i proteina, pokazuju atenuaciju apoptoze
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tubularnih i intersticijalnih ¢elija kod vestacki indukovanih kompletnih ligacija
jednog uretera u nivou UPS u poredenju sa wild-type miSevima (Choi i sar., 2001).
Ovaj rezultat sugeriSe da je indukcija tubulointersticijalne apoptoze izazvane
opstrukcijom, i udruZena infiltracija inflamatornih celija i proliferacija fibroblasta
takode rezultat aktivacije i p53 (Choi i sar., 2001). Fibroza tubulointersticijalnog
kompartmenta, koja je Cesto pradena inflamacijom predstavlja glavni uzrok
progresivnog gubitka bubreZne funkcije (Klahr i sar., 1988; Eddy, 1996; Choi i sar.,
2000; Klahr i Morrissey, 2002). Kao S$to je slucaj kod opstrukcija uretera,
prihvaceno je da TGF-B predstavlja Kkljutni molekul za nastanak
tubulointersticijalne fibroze u animalnim modelima sa unilateralnim
opstrukcijama uretera (engl. Unilateral Ureteral Obstruction - UUO) (Miyajima i
sar., 2000). Opste je misljenje da je TGF- ukljucen u bubreznu fibrozu indukovanu
sa UUO na osnovu njegovog kapaciteta da indukuje produkciju ekstracelijskog
matriksa od strane fibroblasta (Verrecchia i Mauviel, 2002), diferencijaciju
fibroblasta u miofibroblaste (Verrecchia i Mauviel, 2002), hemotaksu makrofaga
(Ashcroft i sar.,, 1999) i apoptozu (Yang i sar., 2002; Inazaki i sar., 2004). Iz svega
opisanog se moZe zakljuciti da identifikovane promene u bioloSkim procesima,
indukovane izmenjenom ekspresijom gena u tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-
om u poredenju sa zdravim tkivom, oslikavaju vecinu patoloskih procesa opisanih
u dosadasnjim animalnim studijama patologije urinarnog sistema. Novina u ovom
polju je do sada neistrazena sistemska interakcija opisanih DEG koji na
najkoncizniji nacin rekapituliraju dosadasnja saznanja o CAKUT-u na nivou
celokupnog urinarnog sistema. Takode je vazno napomenuti da rezultati koji su u
skladu sa dosadas$njim animalnim studijama po prvi put oslikavaju sinergiju
opisanih patoloskih procesa na molekularnom nivou u tkivu coveka.

GO analizom molekularnih funkcija asociranih sa DEG je otkriveno da
funkcija vezivanja kadmijumovih jona ima veoma visok FE (Tabela R3), zbog
sniZene ekspresije 3 izoforme metalotioneina u CAKUT-u (MT1G, MTIM i MT1X)
(Tabela R1). Familija metalotioneina (MT) predstavlja grupu cisteinom-bogatih
proteina male molekularne mase (Klaassen i sar., 1999). U studiji u kojoj su

koriS¢eni miSevi nokauti za MTI1/2 je pokazano da, iako je akumulacija
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injektovanog kadmijuma u bubrezima miSeva nokauta bila veca samo 10% u
odnosu na akumulaciju injektovanog kadmijuma u bubrezima wild-type miSeva,
nokauti su bili podloZniji kadmijumom-indukovanoj nefrotoksi¢nosti (Liu i sar.,
1998). MT formira kompleks sa kadmijumom i predstavlja vaZan intracelularni
faktor u zastiti od nefrotoksi¢nosti indukovane elementarnim kadmijumom i
oksidativnim stresom (Liu i sar.,, 1998). Nakon izloZenosti kadmijumu, vecina
molekula kadmijuma se vezuje za albumin u cirkulaciji i tako nastao kompleks
metal-protein preuzimaju celije jetre (Yang i Shu, 2015). U jetri MT vezuje
kadmijum, kao protektivni mehanizam, u cilju izolacije ksenobioti¢ckog kadmijuma.
Kadmijum - metalotionein (Cd-MT) kompleks se nakon toga oslobada u cirkulaciju,
putuje do bubrega, i u nivou glomerula filtrira i reapsorbuje od strane epitelnih
¢elija proksimalnih tubula endocitozom. Relokacija Cd-MT kompleksa iz jetre u
bubreg je dokazana transplantacijom jetri pacova hronicno tretiranih kadmijum
hloridom u kontrolnu grupu pacova (Chan i sar., 1993), gde je opisano znacajno
povecanje nivoa kadmijuma i MT u bubrezima transplantiranih Zivotinja, dok su
nivoi kadmijuma i MT u transplantiranoj jetri opadali u zavisnosti od proteklog
vremena. Reapsorbovani Cd-MT kompleks rapidno degraduje po ulasku u epitelnu
¢eliju proksimalnih tubula (Klaassen i sar., 1999). Slobodni kadmijum se tada u
citoplazmi vezuje za MT sintetisan od strane epitelnih ¢Celija tubula Sto sprecava
nastanak kadmijumom indukovanog oksidativnog stresa (Yang i Shu, 2015; Rani i
sar., 2014). PredloZeno je da je oStec¢enje bubreznog tkiva spreceno sve dok tkivo
bubrega moZe sintetisati dovoljno MT (Friberg, 1984).

PusSenje predstavlja primarni izvor izloZzenosti kadmijumu u opstoj
populaciji, te iz tog razloga kadmijum predstavlja veoma vazan problem za javno
zdravlje (Prozialeck i Edwards, 2010). Kakva je bila izloZenost fetusa kadmijumu i
da li je moZda uzrokovana puSenjem u trudno¢i, ne moZe se re¢i na osnovu ove
studije jer podaci o pusackom statusu trudnica nisu bili poznati. Dobijena sniZena
ekspresija protektivnih molekula u CAKUT-u svakako moZe predstavljati faktor
rizika za nastanak CAKUT-a usled niskog protektivnog kapaciteta u urogenitalnom
tkivu, jer je poznato da u detoksifikacionoj funkciji MT moZe doc¢i do zasicenja, a

samim tim i do bubreZnih ostec¢enja visokim dozama slobodnog kadmijuma u tkivu

83



Diskusija

bubrega (Yang i Shu, 2015). Ovaj rezultat moZe predstavljati polaznu tacku u
budu¢im studijama jer kompleksnost CAKUT-a umnogome zavisi i od
modifikuju¢ih uticaja faktora spoljasnje sredine (PNicolaou i sar., 2015). Takode je
vazno ove rezultate validirati na kontrolnim uzorcima uparene dobi jer je u
novijim studijama pokazano da povecanje ekspresije MT u tkivu bubrega sa
starenjem predstavlja mehanizam odbrane od oksidativnog stresa (Leierer i sar.,

2016).

5.1.2. Bioloski smisao molekularnih mreza i gena odabranih za njihovu

validaciju

U studiji je okarakterisano sedam glavnih molekularnih mreza u CAKUT-u,
saCinjenih od subsetova DEG (Tabela R4), od kojih su cCetiri eksperimentalno
validirane kao mreZe od najveceg interesa za relevantnu patologiju (Slika R4, R5,
R6 i R7). Za validaciju ekspresije na nivou iRNK odabrani su geni ¢iji produkti na
osnovu literature ucestvuju u patoloskim procesima u urinarnom sistemu ali nisu
do sada istraZivani u CAKUT-u. Molekuli i njihove interakcije, koji formiraju mreZe
od interesa, su od velikog znacaja jer u dosadasnjim studijama nije okarakterisana
mreza klju¢nih molekulskih interakcija u CAKUT-u dobijena analizom ekspresije
celokupnog genoma. Iz tog razloga dizajn buducih funkcionalnih studija bi trebao
da se zasniva na informacijama o kljunim interakcijama, sadrzanim u ovim
mrezama.

Molekularna mreza 1 (Slika R4) je sadrZala gene c¢ija je funkcija povezana sa
Celijskom morfologijom, humoralnim imunim odgovorom i razvi¢em i strukturom
limfoidnog tkiva. Poremecaj u razvojnim procesima, ali i u fizioloSkim celijskim
procesima postanalno moze rezultovati morfoloSkim promenama celija koje mogu
doprineti razvoju CAKUT-a. Mreza je validirana proverom ekspresije 3 gena koji su
clanovi ove mreze (RASD1, PROM1 i LCNZ), na nivou iRNK. Produkt RASD1 gena je
aktivator G-protein signalnog puta u neuronima, vazan za neuronalnu signalnu
transdukciju (Fang i sar., 2000), odgovornu za normalno funkcionisanje urinarnog
trakta (Kajbafzadeh i sar., 2006). Ukljuten je u procese Ccelijskog rasta,

diferencijacije i transformacije (Vaidyanathan i sar., 2004), koji predstavljaju vaZne
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procese prilikom rasta i grananja ureterovog pupoljka (Renkema i sar., 2011).
Snizena ekspresija ovog gena moZe znacajno uticati na pomenute procese.
Medutim, uzrok sniZene ekspresije RASD1 gena u CAKUT-u joS uvek nije poznat.
Drugi validirani gen, PROM1, je u dosadasSnjim studijama kori$¢en u identifikaciji
bubreznih progenitorskih celija koje nastaju tokom epitelijalno-mezenhimalne
tranzicije (EMT) (Sagrinati i sar., 2006, Schwartz i sar., 2013). Samim tim, poviSena
ekspresija PROM1 u epitelnim c¢elijama je marker akutnog tubularnog i
glomerularnog oStecenja (Schwartz i sar., 2013). Bududi da je pozitivni ekspresioni
signal PROM1 detektovan u urinarnom traktu, neophodno je u budué¢im studijama
ispitati koja je uloga ovog markera u CAKUT-u. MoZe se pretpostaviti da povecanje
ekspresije PROM1 u CAKUT-u koje smo detektovali u urinarnom sistemu kao i u
gore navedenim radovima ukazuje na formiranje progenitorskih celija koje
ucestvuju u EMT u ureterima. Proteinski produkt treceg validiranog gena iz mreze
1, LCNZ, predstavlja vazan faktor u odbrani urinarnog trakta od patogena,
inhibiraju¢i rast bakterija vezivanjem za bakterijske siderofore (Goetz i sar., 2002).
Zbog svoje odlike da ukaZe na rane procese akutnog bubreznog oStecenja, LCN2 je
danas najcesc¢e izucavani biomarker ovog stanja (Huen i Parikh, 2015, Kuwabara i
sar., 2009), te ne iznenaduje njegova identifikacija i u ureterima sa CAKUT-om.
Takode, LCN2 je opisan u animalnim modelima policisticnih bubrega kao kljuc¢ni
efektor bubreznog oStecenja i cistogeneze i kao marker progresije hronicne
bubrezne bolesti pracene tubularnom atrofijom, intersticijalnom fibrozom i
infiltracijom inflamatornih celija (Viau i sar., 2010). Ove informacije sugeriSu da
detektovana poviSena ekspresija LCN2 u uzorku uretera pacijenata sa CAKUT-om
signalizira na prisustvo inflamatornih i fibrotskih procesa, a takode dodatno
potvrduje i jedinstvo patofizioloskih mehanizama na nivou bubrega i urinarnog
sistema.

Molekularna mreZa 3 (Slika R5) je sadrzala gene cija je funkcija povezana sa
kancerom, povredama i abnormalnostima organizma i oboljenjima reproduktivnog
sistema, Sto je ukazivalo na mehanizme koji mogu ucestvovati i u nastanku CAKUT-
a. Mreza je validirana proverom ekspresije gena SOSTDC1 na nivou iRNK.

Proteinski produkt ovog gena je bubrzno specificni BMP antagonist koji moduliSe
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renoprotektivnu aktivnost BMP7 (Yanagita i sar., 2004). On takode kontroliSe i
grananje ureterovog pupoljka za vreme razvita bubrega kao i postnatalnu
otpornost na oStecenje (Tanaka i sar., 2008). MiSevi nokauti za SOSTDC1
(SOSTDC1 -/-) su rezistentni na povrede bubrega izazvane nefrotoksi¢nosc¢u i
unilateralnim opstrukcijama uretera (UUO), pa je inhibicija ekspresije SOSTDC1
predloZena za primenu u terapijske svrhe kod bubreznih bolesti (Yanagita i sar.,,
2006). U ranijim studijama je dokumentovano da je ekspresija TGF-B1, koji je
vazan razvojni faktor urinarnog sistema, povecana u stenoticnom tkivu kod
pacijenata sa opstrukcijom na nivou UPJ u poredenju sa normalnim tkivom (Yang i
sar., 2003), pa je i inhibicija TGF-B1 predloZena u terapiji fibroze bubrega da spreci
EMT (Cho i sar., 2016). Analogno tome, postnatalna povisena ekspresija SOSTDC1 u
tkivu uretera moZe rezultovati izmenjenom BMP signalizacijom i patoloSkim
promenama u urinarnom sistemu.

Molekularna mreZa 5 (Slika R6) je sadrzala gene cija je funkcija povezana sa
¢elijskom morfologijom, funkcijom i odrZanjem celije i embrionalnim razvi¢em.
Glavna karakteristika ove mreZe na osnovu koje se razlikuje od ostalih analiziranih
mreZa je dominacija sniZene ekspresije gena ¢lanova u CAKUT-u u odnosu na
kontrole. MreZa je validirana proverom ekspresije gena INA na nivou iRNK.
Produkt gena INA je ¢lan familije neurofilamenata uklju¢enih u morfogenezu
neurona i transmisiju elektri¢nog impulsa duz aksona (Yuan i sar., 2012). U studiji
u kojoj je kod opstrukcija i normalnih spojeva na nivou UPS vrSeno bojenje tkiva
uretera antitelima za proteine neurofilamenata je pokazano da su pozitivno
obojeni neuralni elementi primetno redukovani u miSiénom sloju na nivou
opstrukcija u poredenju sa kontrolama (Kajbafzadeh i sar.,, 2006). U uzorcima
uretera koji su ispitivani u ovoj studiji, iako nisu svi sa opstruktivnom pozadinom,
postojala je sniZena ekspresija gena INA, sugeriSuci na taj nacin jo$ jednom vaznost
inervacije uretera u patologiji CAKUT-a tj. vaZnost neuralne komponente i u
razvicu i u postnatalnim fizioloSkim procesima urinarnog sistema.

Molekularna mreZa 7 (Slika R7) je sadrzala gene cija je funkcija povezana sa
razvojnim poremecajem, poremecajem endokrinog sistema i urodenim

poremecajem. Mreza je validirana proverom ekspresije gena TAC3 na nivou iRNK.
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Drugi gen iz grupe faktora odgovornih za normalnu aktivnost neuroloSke
komponente urinarnog sistema (pored INA), Cija je ekspresija validirana u CAKUT-
u, pripada grupi tahikinina. Naime, TAC3 je neurotransmiter i vaZzan medijator
kontrakcije miSi¢nih Celija urinarnog trakta pacova (Maggi i sar., 1988). Samim tim,
smanjenje ekspresije TAC3 gena moZe potencijalno dovesti do abnormalnosti u
protoku urina usled smanjene kontraktilnosti glatke muskulature urinarnog trakta,
a samim tim i do funkcionalne opstrukcije. Pored toga $to je pokazano da je TAC3
aktivan na nivou urinarnog trakta, receptori za TAC3 su takode pronadeni i u
bubrezima pacova, Sto pokazuje da poremecaj u ekspresiji ovog gena moze takode
direktno da utiCe i na fiziologiju bubrega (Chen i Hoover, 1995). Dosadasnja
istrazivanja aktivnosti tahikininskih peptida u svinjskim ureterima su pokazala da
antagonisti tahikininskih receptora mogu biti kandidati za lecenje opstrukcija
uretera (Jerde i sar., 1999). Za donoSenje konacnog zakljucka o ulozi TAC3
ekspresije u CAKUT-u potrebne su dalje studije.

UoCena promena u ekspresiji validiranih gena u CAKUT-u u odnosu na
kontrole Cini ove gene vaznim kandidatima za tkivne biomarkere ove bolesti.
Buduce funkcionalne studije bi trebalo da rasvetle mehanizme odgovorne za
nastanak uocenih promena u ekspresiji validiranih gena i ostalih ¢lanova klju¢nih
molekularnih puteva. Kao prvi korak ka tom cilju, moraju se uzeti u obzir opisane
molekularne mreZe jer sadrZe informacije o klju¢nim interakcijama iz odredenog
molekularnog puta, glavne (fokus) molekule i smer promene njihove ekspresije,
kao i njihove uzvodne regulatore. Cinjenica je da je kompleksnost mehanizama
ukljuc¢enih u patologiju CAKUT-a velika, Sto je i potvrdeno u ovoj studiji. Stoga u
bliskoj budu¢nosti ostaje veliki izazov kako najbolje integrisati podatke dobijene iz
ekspresione studije sa ostalim genetickim, epigenetickim i sredinskim
mehanizmima i implementirati ih u personalizovane medicinske pristupe i
preciznu terapiju. Takode, bioinformaticko modelovanje bolesti na osnovu
rezultata dobijenih koriS¢enjem tehnologija sa velikim protokom podataka

posluZilo bi kao orude za pomo¢ u prognostickom savetovanju.
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5.2. Identifikacija aktivnosti miRNK na osnovu transkriptoma u CAKUT-u

5.2.1. Validacija CIA metode i unapredenje identifikacije klju¢nih miRNK

potencijalno asociranih sa oboljenjem

Inovativna strategija koja obuhvata primenu multivarijacione statisticke
tehnike CIA u kombinaciji sa NSC i BGA analizama je pokazala veliki potencijal da
integracijom podataka o genskoj ekspresiji sa GEC-a i predikcije miRNK ciljnih
gena iz viSe predikcionih algoritama identifikuje miRNK asocirane sa razli¢itim
stanjima ili oboljenjima (Madden i sar., 2010; Mulrane i sar., 2012; Jovanovic i sar.,
2014; Jovanovic i sar., 2016). Medutim, ono Sto samu metodu ¢ini joS fleksibilnijom
je to da kombinacija razli¢itog broja i vrsta predikcionih algoritama moZe usmeriti
analizu da identifikuje minimalni broj klju¢nih miRNK u ispitivanoj bolesti
(Jovanovic i sar., 2016). Budu¢i da trenutno postoji mnostvo razli¢itih, medusobno
komplementarnih algoritama koji predvidaju miRNK ciljna mesta, njihov odabir je
vazan za pravilnu analizu i interpretaciju rezultata. Vazno je imati na umu da
upotreba velikog broja razli¢itih vrsta algoritama moZe dovesti do previdanja
klju¢nih miRNK, jer sa ve¢im brojem algoritama teZe je posti¢i konzistentnost
izmedu algoritama. Sa druge strane mali broj algoritama u analizi moZe rezultovati
ve¢im brojem laZzno pozitivnih rezultata koji bi bili efekat same prirode
predikcionog algoritma i prirode metode koja svaku promenu u ekspresiji gena
pripisuje aktivnosti miRNK.

Iz opisanih razloga je izvrSena validacija CIA metode upotrebom pet
predikcionih algoritama po Madden-u i sar., 2010 (Jovanovi¢ i sar., 2014).
Predikciona procedura algoritama kori$¢enih u validacionoj studiji se zasnivala na
komplementarnosti seed regiona miRNK i 3'UTR iRNK, i konzerviranosti ciljnih
mesta izmedu vrsta. Primenom CIA metode na postoje¢em ekspresionom setu
podataka GSE28829, sacinjenom od uzoraka sa dva fenotipa (segmenata karotidne
arterije sa ranim ili uznapredovalim aterosklerotskim plakom), detektovane su
miRNK potencijalno asocirane sa ova dva stadijuma ateroskleroze (Jovanovic i sar.,
2014). U vaskularnoj patologiji su, za razliku od CAKUT-a, miRNK dosta izuc¢avane i

informacije mogu posluZiti kao dobra validacija metode i odabira predikcionih
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algoritama. Pretragom literature je utvrdeno da su miR-221, miR-222, miR-21,
miR-127 i familija miR-146 opisane u procesima odgovornim za progresiju
ateroskleroze (Nicoli i sar., 2012; Dentelli i sar., 2010; Ji i sar., 2007; Cipollone i
sar., 2011; Sun i sar., 2011, Takahashi i sar., 2010). Sa druge strane, miR-100, miR-
145, miR-155 i miR-24 su opisane u procesima protektivnim u kontekstu
progresije plaka (Grundmann i sar., 2011; Cheng i sar., 2009; Cordes i sar., 2009;
Zhuisar., 2011; Liisar., 2016; Wei i sar., 2013; Zhou i sar., 2011) Sto je takode bilo
u skladu sa naSim rezultatima. Za ostalih 13 miRNK potencijalno asociranih sa
ranim i 8 miRNK potencijalno asociranih sa uznapredovalim aterosklerotskim
plakom je neophodna dalja eksperimentalna validacija.

Ovakva postavka predikcionih algoritama se pokazala kao pogodna za
otkrivanje vec¢eg broja miRNK koje su potencijalno u razli¢itoj meri odgovorne za
genski ekspresioni profil karakteristican za neko oboljenje. Medutim, budu¢i da je
koncept ove studije bio da se otkrije minimalni broj klju¢nih miRNK ¢ija bi
poviSena ekspresija bila karakteristicna za bolest i koje bi bile kandidati za
eksperimentalnu validaciju, odlu¢eno je da je dodatno filtriranje rezultata
neophodno. Integracija predikcija CoMeTa analize kao dodatnog predikcionog
algoritma uvodi korekciju rezultata smanjenjem broja miRNK potencijalno
asociranih sa oboljenjem. Na ovaj nacin je omoguceno uklanjanje frakcije miRNK
asociranih sa karakteristicnom ekspresijom gena koji su po koekspresionoj analizi

loSe rangirani ciljni geni (Jovanovic¢ i sar., 2016).
5.2.2. Identifikacija klju¢nih miRNK u CAKUT-u

Upotrebom CIA metode je izvrSena integracija predikcije miRNK ciljnih
gena i podataka o genskoj ekspresiji sa GEC-a, i identifikovane su miRNK koje
imaju potencijal da svojom aktivnoS¢u izazovu uoCene promene u genskoj
ekspresiji karakteristicne za CAKUT. Eksperimentalnom validacijom kompjuterski
asociranih miRNK sa CAKUT-om potvrdena je ekspresija mir-144, mir-375, mir-183
i mir-200a u tkivu uretera. Analizom eksperimentalnih rezultata uocen je statisticki
znacajno poviSen nivo miR-144 (5,7 puta) kod pacijenata sa CAKUT-om u odnosu

na kontrole. Iako razlika u ekspresiji kod ostalih validiranih miRNK nije bila
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statisticki znacajna, sve su pokazivale trend u poviSenju ekspresije u CAKUT-u u
odnosu na kontrole, Sto je u skladu sa rezultatima CIA analize (Jovanovic i sar.,

2016).

5.2.3. Povecanje nivoa miR-144 u tkivu uretera pacijenata sa CAKUT-om u

odnosu na tkivo uretera zdravih kontrola

lako je predloZeno da poviSen nivo miR-144 u telesnim te¢nostima moze
predstavljati biomarker dijabetesnog bubreZnog oStecenja (Yang i sar., 2013),
uloga ove miRNK i biomarkerski potencijal nije ispitan u CAKUT-u. Gen za miR-144
je lokalizovan u polimorfnom regionu (17q11.2) bogatom varijabilnim brojem
kopija (engl. CNV - Copy Number Variation) (MacDonald i sar., 2014). CNV su
funkcionalne varijante koje mogu uticati na ekspresiju miRNK promenom broja
miRNK gena kao i promenom pozicije regulatornih elemenata (Persengiev i sar.,
2013). Rezultati studija koje su istraZivale asocijaciju CNV sa CAKUT-om su
pokazali da znacajan broj pacijenata poseduje submikroskopske hromozomske
disbalanse, izmedu ostalog, i u regionu 17q11-12 (Sanna-Cherchi i sar., 2012,
Caruana i Bertram, 2015). Iz opisanog je jasno da ekspresija mir-144 moZe biti
poviSena kod specificnih CNV genotipova. Udaljene interakcije izmedu DNK
segmenata sa prisutnim CNV mogu takode direktno modifikovati ekspresioni profil
miRNK (Persengiev i sar., 2013). Medutim, mehanizme odgovorne za regulaciju
ekspresije miRNK ne treba interpretirati iskljuc¢ivo kroz geneticku varijabilnost
zbog kompleksnog uticaja epigenetickih interakcija i faktora sredine (PNicolaou i
sar., 2015, Sato i sar., 2011). Naime, pokazano je da je ekspresija mir-144 u
inverznoj korelaciji sa metilacionim statusom celokupnog genoma u kanceru (Shen
i sar.,, 2015). Epigeneticke modifikacije su takode opisane i kao mehanizam koji
omogucava interakciju izmedu faktora sredine i genoma za vreme razvica, Sto
moZe uticati i na promenu osetljivosti prema bolestima. ViSegeneracijski efekti
sredine su zabeleZeni kod sisara u epidemioloSkim studijama Coveka ili kod
zivotinjskih modela kod glodara (Stapleton, 2016). PoSto su epigeneticke
modifikacije reverzibilne i osetljive na stres iz spoljasnje sredine (npr. in utero

stres), omogucavaju¢i na taj nacin vremensku i razvojnu varijabilnost u genskoj
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ekspresiji (PNicolaou i sar., 2015), ove modifikacije mogu uzrokovati promenu i u
ekspresiji miRNK u ranom razvicu, koja moZe ostati izmenjena ¢ak i nakon rodenja.

Stabilno stanje nivoa miRNK u celiji je rezultat balansa izmedu biogeneze
miRNK, na koju mogu uticati CNV i epigeneticki mehanizmi, i aktivne degradacije
(Guo i sar., 2015). Medutim, razlika u kinetici degradacije izmedu razli¢itih
izoformi iste miRNK kao i izmedu razli¢itih miRNK jo$ uvek nije u potpunosti
objasnjena (Guo i sar., 2015). Iz tog razloga, u budu¢im studijama bi trebalo
obratiti paZnju, pored biogeneze, i na degradacione mehanizme.

Razvi¢e bubrega i urinarnog trakta je kompleksan proces koji zahteva
preciznu vremensku i prostornu modulaciju genske ekspresije, odgovornu za
pravilnu proliferaciju, diferencijaciju i morfogenezu (Plisov i sar., 2000). Analizom
grupa ciljnih gena miR-144 iz COOL analize kao i analizom GO rezultata dobijenih
na tim grupama, otkriveno je da jedna grupa sadrzi 511 ciljnih gena koji u¢estvuju
u procesima relevantnim za CAKUT. Naime, odredeni GO bioloski procesi
zastupljeni u grupi gena (razvi¢e bubrega, razvice urogenitalnog sistema, razvice
cevastih organa, embrionalno razvi¢e organa) sugeriSu da promena nivoa miR-144
moZe dovesti do poremecaja u razvi¢u bubrega i urinarnog trakta.

l[ako u studiji nivo miR-144, koja je asocirana sa razvojnim procesima, nije
ispitivan u ljudskom tkivu za vreme razvica, ve¢ nakon rodenja, prethodne studije
su pokazale da je identifikacija izmenjene aktivnosti razvojnih ¢inilaca moguca i
postnatalno. Naime, poznato je da odredeni faktori, neophodni za kontrolu razvic¢a
mogu imati prolongiranu aktivnost i nakon rodenja u CAKUT-u. Na primer, TGF-f31,
jedan od glavnih faktora odgovornih za razvice bubrega, pokazuje povisen nivo
iRNK u displasticnim epitelnim Celijama i subsetu okolnih ¢elija kod opstruktivnih
bubreznih displazija coveka (Yang i sar., 2000). PoviSeni nivo iRNK i proteina za
TGF-P1 je zabeleZen i u stenoticnom tkivu uretera kod pacijenata sa opstrukcijom
na nivou UPJ (Yang i sar., 2003). U poredenju sa displasticnim tkivom bubrega i
stenoti¢nim tkivom uretera, ekspresija TGF-f1 je kod normalnih organa bila
negativna (Yang i sar., 2000; Yang i sar., 2003). Ovi podaci podrzavaju mogucnost
postojanja prolongirane aktivnosti odredenih miRNK kao vaZnih epigenetickih

faktora u razli¢itim fazama razvi¢a urogenitalnog sistema. Poremecaj ekspresije tih
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miRNK bi mogao dovesti do destabilizacije vaznih signalnih puteva $to bi moglo

rezultovati razvojnim anomalijama.
5.3. Ogranicenja studije

Jedno od ogranicenja studije je isklju¢eno bubreZzno tkivo. Medutim, tkivo
uretera je namerno odabrano zbog uniformnosti analiziranog tkiva i povecanja
snage studije. PoSto je nejceS¢a hirurSka intervencija kod dece sa CAKUT-om
korekcija urinarnog trakta, tkivo uretera je odabrano za ispitivanje u ovoj studiji.
Tkivo uretera ima isto razvojno poreklo kao i sistem sabirnih kanali¢a bubrega,
velike i male bubreZne caSice i bubrezne karlice (Bohnenpoll i Kispert, 2014).
Takode, epitel adultnog bubrega se sastoji od specijalizovanih ¢elijskih linija od
kojih neke poticu od epitelnih ¢elija ureterovog pupoljka pri grananju (Plisov i sar.,
2000). Iz tog razloga uocene promene u genskoj ekspresiji u uzorcima uretera
poreklom od urinarnog sistema sa CAKUT-om mogu reflektovati veliki deo procesa
koji na slican nac¢in mogu uticati na razli¢ite delove ovog organskog sistema.

Jedno od glavnih ograni¢enja dela studije gde je ispitivana ekspresija
miRNK u tkivu uretera je starosna razlika izmedu pacijenata sa CAKUT-om i
kontrola, jer je poznato da se ekspresija odredenih miRNK menja sa starenjem
(Persengiev i sar., 2011, Csiszar i sar.,, 2014, Mercken i sar., 2013). mir-144 je
opisana kao jedina miRNK koja sa starenjem pokazuje konzistentno povecanje
ekspresije u malom mozgu ljudi i drugih primata kao i u kori velikog mozga kod
primata (Persengiev i sar., 2011). Ekspresija mir-144 je takode poviSena i u
cerebromikrovaskularnim endotelnim ¢elijama starih pacova (Csiszar i sar., 2014),
poredenju sa mladim jedinkama tih vrsta. lako ova visoko konzervirana miRNK
pokazuje starosno-zavisno povecanje ekspresije, to ne utiCe na zakljuCke ove
studije jer je nivo miR-144 poviSen u uzorcima uretera dece sa CAKUT-om u
poredenju sa kontrolama koje su adulti. Ipak, od velike je vaZnosti da se u budu¢im
studijama uradi validacija dobijenih rezultata na starosno uparenim uzorcima

tkiva uretera.
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Moguci razlog uocenog odstupanja izmedu rezultata CIA i eksperimentalnih
rezulatata ekspresije mir-183, mir-200a i mir-375 je primena predikcionih
informacija u asocijaciji miRNK sa CAKUT-om. Medutim, podaci o eksperimentalno
potvrdenim interakcijama izmedu miRNK i iRNK su jo$ uvek oskudni, pa predikcija
joS uvek predstavlja najsveobuhvatniji pristup. Iako je u studiji koriS¢en nov
pristup za filtriranje miRNK asociranih sa boleS¢u pomocu CIA, rezultati zahtevaju
dalju detaljnu eksperimentalnu validaciju. Takode, razlika izmedu platformi GEC
koriS¢enih u ovoj studiji i u CoMeTa predikcijama (Gennarino i sar., 2012) moze
rezultovati previdanjem odredenih ciljnih gena od strane CIA, i na taj nacin uticati

na asocijaciju miRNK sa CAKUT-om.
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6. Zakljucci

1. Utvrdeno je 78 diferencijalno eksprimiranih gena analizom ekspresije
celokupnog genoma u tkivu uretera dece sa CAKUT-om u odnosu na zdrave

kontrole.

2. Utvrdeno je da postoji visok nivo kompleksnosti bioloskih procesa i
molekularnih puteva koji su u CAKUT-u diferencijalno regulisani. VaZne
interakcije diferencijalno eksprimiranih gena u CAKUT-u se mogu predstaviti
sa 7 mrezZa, od kojih 4 sadrZe gene sa funkcijama koje se direktno mogu
asocirati sa CAKUT-om. Ove mreZe su ujedno i prikaz interakcija klju¢nih

molekula u CAKUT-u i predstavljaju temelj buducih funkcionalnih studija.

3. Utvrdene su promene u nivoima iRNK za LCN2, PROM1, SOSTDC1, RASD1, INA i
TAC3 u tkivu uretera pacijenata u poredenju sa kontrolnim tkivom, koje mogu
biti molekularni markeri za CAKUT. Validacijom najvaznijih molekularnih
mreZza u CAKUT-u utvrden je znacajno poviSen nivo iRNK za LCNZ2 (7,6 puta),
PROM1 (8 puta), i SOSTDC1 (5,6 puta) i znacajno sniZen nivo iRNK za RASD1
(4,5 puta), INA (3,3 puta) i TAC3 (6,6 puta) u tkivu uretera dece sa CAKUT-om u

odnosu na zdrave kontrole.

4. Metoda CIA bazirana na algoritmima za predikciju vezuju¢ih mesta za miRNK
zasnovanim na sekvenci je validirana na javno dostupnim podacima o
ekspresiji celokupnog genoma i pokazala se uspeSnom u identifikovanju veéeg

broja miRNK specifi¢nih za odredeni fenotip.

5. Kombinacija metode CIA bazirane na pet algoritama za predikciju vezujuc¢ih
mesta za miRNK zasnovanim na sekvenci i metode CIA bazirane na
predikcijama vezuju¢ih mesta za miRNK po algoritmu CoMeTa je validirana na
podacima o ekspresiji celokupnog genoma u tkivu uretera dece sa CAKUT-om i
zdravih kontrola i pokazala se uspeSnom u identifikovanju specifi¢nih klju¢nih
miRNK sa potencijalno poviSenom ekspresijom u CAKUT-u u odnosu na zdrave

kontrole.
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6. Utvrdeno je da miRNK sa potencijalno poviSenom ekspresijom u CAKUT-u u
odnosu na zdrave kontrole pripadaju manjem broju miRNK zajednica, koje dele
znacajan deo nizvodne regulatorne mreZe sinergistiCkom regulacijom
zajednickih gena. Dakle, bolje rangirane miRNK u metodi CIA iz iste zajednice
imaju veci potencijal da reguliSu iste procese, koji mogu biti odgovorni za

nastanak CAKUT-a.

7. U uzorcima tkiva uretera dece sa CAKUT-om i zdravih kontrola detektovana je i

kvantifikovana ekspresija mir-144, mir-200a, mir-183 i mir-375.

8. Utvrdeno je da postoji znacajno poviSen nivo miR-144 (5,7 puta) u tkivu
uretera dece sa CAKUT-om u odnosu na zdrave kontrole. Rezultat ukazuje da
poviSeni nivo miR-144 u tkivu uretera pacijenata moze biti molekularni marker

za CAKUT.

9. Utvrdeno je da miR-144 potencijalno reguliSe gene uklju¢ene u bioloSke

procese odgovorne za normalno razvice urinarnog sistema.
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IIpusor 1

U3jaBa o ayTopcTBy

Mme u npesume aytopa WeaH JoBaHoBUh
Bbpoj uHaekca 53043/2011
UsjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa gucepTauuja noa HacnoBoM

AHanuia ekcrnipecuje LEeNIOKYNHOr reHoMa y uuriby WaeHTUMKauuje Krby4yHUX
reHa u Mukpo PHK 3a HacTtaHak ypoheHux aHomanuja 6y6Gpera u ypuHapHor
TpakTa YyoBeka

e pe3ynTtaTt CONCTBEHOr UCTPpa*KMBavKor pana,

e [a gucepTaumja y LUenuHKA HU Yy AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre aunnome npema CTYAWCKUM Nporpamuma [Apyrnx BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHoOBa;

e [a cy pesynTaTu KOPEKTHO HaBedeHU 1

e [a HACaMm KpLumo/na ayTopcka npaBa U KOPWUCTWO/MAa WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay, 06.10.20186.
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IIpuior 2

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTaMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOpPCKOr paaa

Mme u npesume ayTtopa MBaH JoBaHoBUh
Bpoj uHaekca B53043/2011
Cryaujcku nporpam Buonoruja
Hacnos paga

AHanusa ekcnpecuje UEeNOoKYynHOr reHoma y uuiby uMaeHTUhUKaumje Krby4HUX
reHa u Mukpo PHK 3a HacTtaHak ypofleHux aHomanuja 6yGpera M ypuHapHor
TpakTa YyoBeka

MeHTOopM

ap Anekcanapa CtaHkoBuh, Hay4yHM caBeTHUK, YHuBep3uTeT y beorpagy, MHCTUTYT 3a
HykneapHe Hayke BuHya"

ap Karapuha 3erouh, goueHT, YHuBepauTeT y Beorpany, Buonowku dakynret

WUsjaBrbyjem aa je wramnada Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEKTPOHCKO)
BEp3vju Kojy cam npepao/na pagv noxpakeHa y [OQUrutanHoOM peno3uTopujymy
YHusep3uteta y Beorpaay.

[lossorbaBam Aa ce objase Moju NUYHWM nNojaum BesaHn 3a aobujare akagemcKor
Ha3WBa [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roguHa u mecto pofjersa u gatym

oabpaHe paga.

OB nu4yHM nogjaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuaMa auruTande
BubnuoTteke, y enekTpoHCKOM KaTanory u y nyénukauujama YHusepauteTa y beorpagy.

Mornuc ayTopa

Y Beorpaay, ___ 06.10.2016.
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IIpuior 3

U3jaBa o kopuwhekwy

Oenawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y [urutantm
peno3uTopujym YHueepauTeta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKy AucepTauujy nog
HaCcnoBOM:

AHanusa ekcnpecuje LENOKYNMHOr reHomMa y uuiby uAaeHTUdUMKaumje Krby4yHMUX
reHa u Mukpo PHK 3a HacTtaHak ypoljeHux aHomanuja 6ybBpera u ypuHapHor
TpakKTa YoBeKa

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

OvcepTaumjy ca cBMM Npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy norogHoM
3a TpajHO apXuBUpaH-e.

Mojy npOokTopcky Jauceprauujy noxpaweHy |y [AurMTanHoM  penosutopujymy
YHuBepauTteTa y beorpagy v fOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOPWUCTE CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y onabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTteo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@Aympc*rao — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLujanHo — aenut nog uctum ycnoeuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — aenutu nog uctum ycnoeuma (CC BY-SA)

(MonumMo Aa 3aoKpyxuTe camo jeHy oA LecCT NoHYHeHUX nuueHuu.
KpaTak onuc nuueHuum je cactaBHu 4e0 OBe U3jaBe).

Motnuc aytopa

/ rd
Y Beorpagy, __06.10.2016. (lbar Jode ot

¢/




1. AytopctBo. [lo3BosbaBaTte yMHOXaBawe, OMCTPMOyUMjy M jaBHO caonwiTaBawe
Jena, n npepage, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha HaduvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gasaoua NuueHLe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX
nuueHum.

2. AytopcTtBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUByuujy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepaje, ako ce HaBefe Me aytopa Ha Ha4nH ogpefeH
o[ cTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nvueHua He J03BOrbaBa KoMepuujaniy
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBate yMHOXaBak-€,
anctpmbyuurjy 1M jaBHO caonwtaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Mn
ynotpebe gena y cBOM [ferny, ako Ce HaBede ume ayTtopa Ha HauumH oppeheH of
CTpaHe ayTopa unu gaBaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSbaBa KOMepLujanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehun 0bmm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOopCcTBO — HEKOMepLUMjariHoO — AenuTu noa UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBare, ANCTpmbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gena, u npepage, ako ce HaBede
nMe ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua NUuEHLEe U ako ce
npepaga Auctpubympa nog MCTOM WM cnivdHOM nuueHuom. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa kKomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLM)y 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa nnu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unu gasaoua
nvueHue. OBa nuueHua [03BOrbaBa koMepumjandy ynotpeby gena.

6. AytopcTtBO — pgenutum noa MUCTUM ycrnoBuma. [lo3BoSbaBaTe YMHOXaBake,
ancTpmnbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauMH ogpeheH O4 CTpaHe ayTopa uAM fdaBaoua fuueHue M ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM UM cnvdHOM  nvueHuoMm. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuyHa je codTBEpCKUM nuueHuama,
OLHOCHO NuLEeHLaMma 0TBOPEHOr Koaa.



