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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Nekodirajuce RNK kao perspektiva u dijagnostici i le¢enju kardiovaskularnih bolesti
Ljiljana Rakicevic

Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu

Beograd, Srbija

Kontakt: ljiljanarakicevicO11@gmail.com

Apstrakt

Kardiovaskularne bolesti (KVB) su klasa oboljenja koja obuhvataju srce i/ili krvne sudove i nastaju slozenim
sadejstvom genetickih i ste¢enih faktora. Razvoj molekularne biologije omogucio je nove uvide u funda-
mentalne mehanizme koji dovode do KVB, kao i napredak u dijagnostici, prognostici i leCenju. Novi pristupi
u dijagnostici i leCenju KVB podstaknuti su istrazivanjima koja se odnose na nekodirajuce RNK - duge ne-
kodiraju¢e RNK i kratke nekodiraju¢e RNK. Ova klasa molekula, ne samo da se povezuje sa razlic¢itim me-
hanizmima koji dovode do razvoja KVB, nego se prepoznaje njihov potencijal kao biomarkera,
farmakogenetickih faktora, novih meta lekova i novih alatki u le¢enju bolesti. Upotreba nekih od njih u le-
¢enju ljudi je i odobrena od strane relevantnih agencija. Posebnu paznju privlace studije koje se odnose na
nekodiraju¢e RNK poreklom iz ekstracelularnih vezikula, dodatno potvrdujuci potencijal nekodiraju¢e RNK
kao leka buduénosti, ne samo u tretmanu KVB.

Kljucne reci: Kardiovaskularne bolesti, nekodirajuce RNK, biomarkeri

Non-coding RNAs as a prospect in diagnostics and treatment of cardiovascular diseases
Ljiljana Rakicevic¢
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade

Belgrade, Serbia
Correspondence: ljiljanarakicevic011@gmail.com

Abstract

Cardiovascular diseases (CVDs) are group of diseases which encompass heart and/or blood vessels and they
originate from complex coaction of genetic and acquired factors. Development of molecular biology has en-
abled new insights into fundamental mechanisms which lead to CVDs, as well as progress in diagnostics,
prognosis and treatment. New approaches to diagnostics and treatment of CVDs have been encouraged
by researches which are related to non-coding RNA, long non-coding and short non-coding RNA. Not only
is this group of molecules being associated with different mechanisms which lead to CVDs, but their po-
tential to be biomarkers, pharmacogenetic factors, new drug targets and new treatment tools is being recog-
nised. Relevant agencies have approved some of them to be used for human treatments. Studies related to
non-coding RNAs deriving from extracellular vesicles are getting special attention, additionally confirming
non-coding RNAs potential as drug of the future, not limited just to CVDs.

Key words: cardiovascular diseases, non-coding RNAs, biomarkers



1. KARDIOVASKULARNE BOLESTI KAO ZNACAJAN MEDICINSKI | DRUSTVENI PROBLEM

Kardiovaskularne bolesti (KVB) su klasa oboljenja koja obuhvataju srce i/ili krvne sudove i nastaju slozenim sa-
dejstvom genetickih i stec¢enih faktora. Ova oboljenja su vodeci uzrok smrtnosti u svim delovima sveta, osim u Africi
[1]. Tokom poslednjih decenija stopa mortaliteta je smanjena u mnogim razvijenim zemljama, ali stovremeno je doslo
do naglog porasta smrtnosti usled KVB u zemljama sa niskim i srednjim nivoom primanja. Na globalnom nivou, op-
terecenje bolestima iz ove grupe je u porastu, a poslednje statistike pokazuju da je u proseku skoro svaka tre¢a smrt
u svetu izazvana kardiovaskularnim bolestima. U pojedinim zemljama stopa smrtnosti je i veca, kao $to je slu¢aj u Sr-
biji, gde iznosi 53,3% [2, 3].

Osnovne patofizioloske manifestacije, koje se postavljaju kao izazov u medicinskoj praksi i istrazivanju, javljaju se
u vidu ateroskleroze i suzenja krvnih sudova, primarne i sekundarne hipertenzije, infarkta miokarda, venskih trom-
boza, aritmija, bolesti sréanih zalizaka, bolesti miokarda i perikarda izazvane infektivnim agensima ili reumatskim bo-
lestima. Osim geneticke predisponiranosti i rizicnog stila Zivota, razvoju kardiovaskularnih bolesti doprinose i
pridruzene bolesti kao $to su dijabetes, hiperlipidemija, hormonski poremedaji, infektivne bolesti itd. S obzirom na
prirodu i slozenost KVB, napori drustva, da se smanji njihova ucestalost kao i stepen smrtnosti, dolaze iz razlicitih pra-
vaca - od bazi¢nih i primenjenih istrazivanja, preko angazovanja inovativnih tehnologija do edukacije stanovnistva

[1].

2. MOLEKULARNA BIOLOGIJA KAO ZAMAJAC U PROUCAVANJU | LECENJU
KARDIOVASKULARNIH BOLESTI

Revolucija koju je molekularna biologija izazvala u mnogim oblastima, svakako je i kardioloska istrazivanja po-
stavila na potpuno novu platformu. Metodoloski pristupi molekularne biologije omogucili su nove i preciznije uvide
u fundamentalne procese i doveli do opisivanja novih dijagnostickih i prognosti¢kih markera, iznalazenja novih far-
makoloskih meta, kao i do postavljanja osnova za razvoj inovativnih metoda lecenja. Zahvaljuju¢i tehnologijama za ana-
lizu sekvence DNK, opisani su uzro¢nici naslednih malformacija i monogenskih bolesti srca [4]. Takode, opisani su
geneticki faktori koji pokazuju visoku povezanost sa slozenim bolestima kao $to su hipertenzija [5, 6], aritmija [7], ate-
roskleroza [8], venske tromboze [9]. Dodatno, okarakterisani su nasledni faktori koji opredeljuju odgovor na mnoge far-
makoterapeutike, koji se koriste u lecenju i prevenciji KVB. To je dovelo do dizajniranja personalizovanih protokola koji
pruzaju mogucnost terapije koja je bezbednija za pacijentai ekonomicnija za zdravstveni sistem [10].

Nova era na polju izuc¢avanja kardiovaskularnog sistema, na molekularnom nivou nastala je sa mogu¢nostima za
dizajniranje rekombinantnih gena i uredivanje genoma. Tehnike kojima se izaziva over-ekspresija, utiSavanje gena ili
kreiraju mutacije, kao i dizajniranje eksperimentalnih modela kod kojih se imitiraju bolesti ¢oveka, postale su mo¢ni
alati koji omogucavaju nova i preciznija saznanja o funkciji i bolestima srca [11]. Manipulacija genima u cilju le¢enja bo-
lesti kod ljudi, najvise se priblizava realnosti koris¢enjem modernih tehnika u vidu CRISPR/Cas9 sistema. Tome idu u pri-
log rezultati istrazivacke grupe koja je uspela da kod ljudskih preimplantaciomih embriona eliminise mutirani gen
MYBPC3 poreklom od oca obolelog od nasledne kardiomiopatije. Ipak, uspostavljanje ovakvih pristupa u redovnoj
medicinskoj praksi, zahteva prevazilazenje mnogih izazova, ne samo tehnoloskih, nego i etickih [12].

Jedan od najvecih izazova za istrazivanja u medicini odnosi se na moguc¢nosti regeneracije miokarda nakon po-
vrede izazvane infarktom. Naime, posle sré¢ane povrede, kardiomiociti prolaze kroz nekroti¢nu i apoptotsku smrt ce-
lijai sr¢ani fibroblasti se aktiviraju da proizvode kolagen i druge komponente ekstracelularnog matriksa, sto dovodi do
fibroze i oStecenja src¢ane funkcije. Proliferativni kapacitet kardiomiocita koji bi omogucio regeneraciju srca, postoji
kod novorodencadi, ali vi.emenom opada, tako da je kod odraslih osoba taj kapacitet nedovoljan za oporavak srca [13].
Embrionalne mati¢ne Celije i indukovane pluripotentne mati¢ne celije su proucavane u cilju razvoja Celijske terapije kao
egzogeni izvor novih kardiomiocita. Pokazano je da se kardiomiociti, dobijeni ¢elijskim inZenjerstvom, mogu uspesno
inkorporirati u infarktom osteceni miokard, izazivajuci povoljne efekte na sr¢anu funkciju. Ipak uspesnosti u klinickoj
upotrebi stoji na putu vise prepreka, kao sto su lose prezivljavanje egzogenih kardiomiocita, rizik od tumorogenosti,
razvoj aritmija i sl. [14].

Nove mogucnosti u podsticanju regenerativnog potencijala ciljnih organa, i izazivanja regresije patoloskih pro-
cesa, potekle su iz istrazivanja nekodirajucih RNK.

3. NEKODIRAJUCE RNK

Vecina RNK sintetisanih u procesu transkripcije su nekodirajuce. Informacione RNK (iRNK), ¢ije primarne sekvence
opredeljuju sekvence proteina, ¢ine manje od 2% eksprimiranog genoma. Prvi okarakterisani molekul nekodirajuce
RNK bila je transportna RNK (tRNK) za alanin, ¢ija je struktura opisana jo$ 1965. godine [15]. Detaljna struktura ribozo-

I Trendovi u molekularnoj biologiji

147



Trends in Molecular Biology

148

malnih RNK (rRNK), opisana je nesto kasnije, krajem sedamdesetih i ranih osamdesetih godina proslog veka, mada su
kao komponente ribozoma, bile poznate i ranije [16]. Do danas je, uz tRNK i rRNK, opisano vise klasa nekodirajucih
RNK: duge nekodiraju¢e RNK (IncRNK), mikro RNK (miRNK), male interferiraju¢e RNK (siRNK), RNK koje stupaju u inter-
kaciju sa PIWI proteinima (piRNK), male nuklearne RNK (snRNK), ekstracelularne RNK (exRNK), male RNK specifi¢ne za
Kahalovo telo (scaRNK) [17]. Opsezna istrazivanja ovih molekula pokrenuta su tokom devedesetih godina proslog veka,
kada su detektovane male regulatorne RNK kod nematoda (Caenorhabditis elegans) i prvi put opisani mehanizami re-
gulacije ekspresije posredstvom nekodirajuc¢ih RNK[18]. Od tada su se nekodirajuce RNK izdvojile kao posebna grupa
regulatornih molekula sa nezamenjivom ulogom u odrzavanju osnovnih celijskih procesa. Generalno, do sada se naj-
veci broj podataka u pogledu ove grupe molekula, odnosi na mikro RNK i duge nekodirajuce RNK, pa je takva pro-
porcija prisutna i kada je u pitanju ispitivanje uloge nekodiraju¢ih RNK u kardiovaskularnim bolestima.

3.1. Mikro RNK

Mikro RNK (miRNK) su obi¢no duzine oko 22 nukleotida i nastaju od duzih, dvolanc¢anih prekursora koji nakon
transkripcije dobijaju karakteristi¢cnu sekundarnu strukturu u vidu ukosnice. Ovi molekuli su poznati kao regulatori
ekspresije gena na posttranskripcionom nivou.

Uobicajeni mehanizmi regulacije eksprsije posredstvom miRNK su: endonukleotic¢ka degradacija; destabilizacija
iRNK (deadenilacija i egzonukleoliticka degradacija); utisavanje translacije (inhibicijom inicijacije ili elongacije tran-
slacije; proteoliza rastuceg polipeptida). Takode, miRNK mogu delovati kao aktivatori ekspresije, npr. putem ometanja
proteina koji vrse represiju translacije [17].

Prema poslednjoj sistematizaciji podataka, kod ¢oveka je opisano 1917 prekursora od kojih nastaje 2654 maturi-
ranih sekvenci razli¢itih miRNK [19]. Jedna miRNK moze ucestvovati u regulaciji vise stotine gena, dok razli¢ite miRNK
mogu kolektivno ciljati jednu mRNK [20]. Uz ovakvu kombinatoriku, procenjuje se da je ekspresija oko dve trecine
gena koji kodiraju proteine ¢oveka, regulisano posredstvom miRNK [21].

Krajem protekle decenije doslo se do preciznijih podataka o delovanju pojedinih miRNK i njihovom translacionom
potencijalu u pogledu dijagnostike i leCenja KVB. Intenzivna istrazivanja koja su se odvijala u ovoj oblasti dovela su do
toga da se na osnovu bazi¢nih znanja o miRNK, kreiraju inovativne strategije u formulaciji lekova. Tako je od strane Ame-
ricke Agencije za hranu i lekove nedavno odobreno vise terapijskih strategija koje su zasnovane na modulaciji delo-
vanja miRNK. Obavljena je prva faza klinickog testiranja farmakoloskog agensa MRG-110, dizajniranog da inhibira
miRNK92a (NCT03603431). Prethodno je ustanovljeno da miRNK92a u endotelnim celijama ¢oveka, vrsi represiju pro-
cesa neophodnih za angiogenezu, tako $to utiSava ekspresiju proangiogenih faktora (kao $to je integrin alfa 5), blokira
vaskularno umrezavanje i usporava migraciju endotelnih ¢elija kao i njihovu sposobnost da se vezu za fibronektin.
Preklini¢ke studije na sisarima su pokazale da sinteticki inhibitor miRNK92a, pojacava ekspresiju proangiogenih gena,
koji su ujedno mete miRNK92a [22].

Takode, za primenu kod ljudi, odobrena je upotreba sintetickog preparata CDR132L koji inhibitora miRNK132
(NCT04045405). Naime, pokazano je da kod insuficijencije srca, miRNK132 orkestrira pokretanje patoloskog remode-
liranja miokarda utisavajuci niz kardioloski relevantnih gena kao $to su NOS3 (Endothelial Nitric Oxide Synthase 3)i SR
Ca’ATPaza 2a (SERCA2a). Tokom preklinic¢kih ispitivanja pokazano je da CDR132L sprecava nepovoljno remodeliranje
miokarda i obnavlja sr¢anu funkciju, a na molekularnom nivou dovodi do restauracije ekspresije ATPase SERCA2a koja
je krucijalna za ponovno preuzimanje kalcijuma tokom kontrakcija kardiomiocita [23].

Poslednjih nekoliko godina istrazivanja, koja se odnose na ulogu miRNK u KVB, obelezila je detaljnija stratifikacija
pacijenata, uzro¢nika bolesti i faktora rizika. To je omogucilo da se dode do preciznijih informacija o aktivnostima po-
jedinih miRNK u definisanim uslovima. Tako je od strane grupe autora pokazano da miRNK-29b-3 posreduje u patolo-
skim promenama miokarda kod kongenitalnih bolesti srca, utiSavanejm ekspresije gena NOTCH2, kojije posebno bitan
za razvoj srca [24]. U istraZivanjima koja se odnose na Sagasovu bolest, koja je prouzrokovana parazitom Trypanosoma
cruzii pracena hroni¢nom kardiomiopatijom, pokazano je da je pojacana ekspresija miRNK-21 povezana sa napredo-
vanjem fibroze i imunim odgovorom kod ove bolesti. U tom kontekstu, inhibicija miRNK-21 predstavlja obecavajuci te-
rapeutski pristup [25]. Kako je miRNK-21, koja je prva opisana i najvse prouc¢avana miRNK kod ¢oveka, postoji rapidan
priliv podataka u vezi uloge ove nekodiraju¢e RNK u KVB. Tako je pokazano da je nivo cirkuliSu¢e miRNA-21 u pozitiv-
noj korelaciji sa razvojem dijabeti¢ne kardiomiopatije kod pacijenata obolelih od dijabetesa, kao i da u tom kontekstu
predstavlja biomarker visoke dijagnosticke efikasnosti [26]. Takode, pokazano je da nivo cirkuliSu¢e miRNA-21, u kom-
binaciji sa Cystatin-C testom (testa procenu brzine glomerularne filtracije), predstavlja dobar prognosti¢ki marker kar-
diorenalnog sindroma tipa 2 kod starijih pacijenata [27].

Analizom nivoa miRNA-21 i miRNA-126 poreklom iz egzozoma seruma, doslo se do zakljucka da ove nekodirajuce
RNK imaju visoku dijagnosticku efikasnost u pogledu razvoja akutnog koronarnog sindroma (nestabilna angina pek-
toris i infarkt miokarda) [28].



Kada su u pitanju istrazivanja u medicini, posebna pogodnost u vezi miRNK je njihovo prisustvo u telesnim tec-
nostima, sto ih ¢ini dostupnim i jednostavnijim za proucavanje kod ljudi. Ve¢ina miRNK u krvi ¢oveka je poreklom iz
trombocita, $to je podatak koji trombocite ¢ini posebno dragocenim u pogledu izu¢avanja nekodiraju¢ih RNK [29].
Pored zaklju¢aka o bazi¢nim ¢elijskim procesima u kojima ucestvuju trombocitne miRNK, doslo se i do podataka o po-
tencijalnom znacaju miRNK po pitanju analize aktivnosti trombocita i efekata antiagregacione terapije. Naime, poka-
zano je da miRNK u cirkulaciji ukaziju na status trombocita u realnom vremenu i da se mogu koristiti kao biomarkeri
za predvidanje razlicitih aspekata njihove funkcije, pa se u tom kontekstu, mogu iskoristiti i za pracenje i prilagodava-
nje antitromboticke terapije [30, 31]. Ovakvi nalazi imaju znacaj za dalje unapredenje personalizovane medicine, koja
i pored znacajnih dokaza koji opravdavaju njenu primenu, jos nije zazivela u pogledu tretmana KVB. Da bi se to ostva-
rilo, pored prevazilazenja ekonomskih i tehnickih barijera, dodatni uslov je generisanje stratifikovanih i preciznijih po-
dataka, koji bi bili osnova za dalje unapredenje personalizovanih protokola [32]. Kao 5to je slu¢aj sa drugim oblastima,
izuc¢avanje nekodirajucih RNK i personalizovanu medicinu postavlja u novu ravan, obezbedujudi detaljnije i preciznije
podatke neophodne za razvoj medicine.

3.2. Duge nekodiraju¢e RNK

Duge nekodirajuc¢e RNK - IncRNK (Inc - eng. long non coding) obi¢no se definisu kao nekodirajuci transkripti ¢ija
je duzina veca od 200 nukleotida [33]. Vrlo brzo nakon $to su 1999. godine prvi put opisane, IncRNK su postale pred-
met mnogih istrazivanja znacajnih, koliko zbog fundamentalne uloge ovih molekula, toliko i zbog mogu¢nosti koje pru-
Zaju u oblasti primenjene nauke [34]. Prema poslednjoj sistematizaciji, do sada je kod ¢oveka registrovano 101 293
transkripta za IncRNA [35]. LncRNK su lokalizovane u jedru i za razliku od drugih nekodirajuc¢ih RNK, nije im svojstvena
konzerviranost medu vrstama [36]. Ulogu regulatornih molekula IncRNK ostvaruju putem: regrutovanja kompleksa
koji ucestvuju u epigenetickoj regulaciji gena; modifikovanja vezivanja opstih transkripcionih faktora za DNK; uces¢a
u procesu transkripcione interferencije; modulacijom specifi¢nih transkripcionih faktora IncRNK, cesto deluju tako $to
okupljaju proteinske komplekse i zajedno sa njima predstvaljaju senzore za razlicite ¢elijske signale [33].

Kao i miRNK, i IncRNK su intenzivno proucavane kod kardiovaskularnih bolesti, sa ciljem da se objasne moleku-
larni procesi koji dovode do patoloskih stanja i/ili da se principi delovanja IncRNK iskoriste u formulaciji novih gene-
racija lekova. U tom kontekstu poseban izazov predstavlja iznalazenje moguénosti za reaktivaciju proliferacije
kardiomiocita, kako bi se omogucila regeneracija miokarda nakon infarkta. Na tom polju znacajni su podaci o visoko
konzerviranoj RNK LncDACH1 ¢ija ekspresija raste nakon rodenja i tokom odrastanja, a posebno je visoka u oste¢enom
miokardu. LncDACHT1 se direktno vezuje i inhibira aktivnost proteina PP1A (eng. protein phosphatase 1 catalytic subu-
nit alpha), neophodnog za deobu ¢elija, kontrakciju misi¢a, metbolizam glikogena, i proteinsku sintezu. Eksperimenti
na zivotinjama su pokazali da se utisavanjem LncDACH1 postize reaktivacija proliferativhog potencijala kardiomiocita
i regeneracija srca nakon infarkta, $to su podaci koji bi se mogli iskoristiti za razvoj terapeutske strategije u cilju rege-
neracije srca [37].

LncRNK pokazuju i svoj potencijal biomarkera korisnih za pracenje toka i leCenja KVB. Tako je pokazano da kod pa-
cijenata sa koronarnom boles¢u koji su podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji, visoka koncentracija IncRNA-
Ang362 u plazmi korelira sa losim prognozama u daljem toku bolesti [38]. Dodatno, niska ekspesija IncRNA TONSL-AS1,
kod pacijenata sa koronarnom boles¢u je povezana loSom prognozom toka bolesti. Smanjenje ekspresije ove neko-
diraju¢e RNK, istovremeno korelira sa pojacanom ekspresijom miR-197. Pokazano je da izmedu IncRNA TONSL-AST i
miR-197 ne postoji direktni medusobni uticaj na ekspresiju, mada su istovremeno uklju¢ene u procese, kojima se, osim
toka bolesti, regulise i njihova sopstvena aktivnost [39]. Udruzenost u delovanju IncRNK i miRNK na iste celijske pro-
cese pokazana je i na drugim primerima [40].

Broj podataka koji se odnose na nekodirajuce RNK rapidno raste i o¢igledno je da su razli¢iti tipovi nekodirajucih
RNK umrezeni u jedinstvene regulatorne procese. To dovodi do kombinatorike koja usloznjava, kako postavke istrazi-
vanja tako i interpretaciju rezultata. Zbog toga su veoma bitna bioinformaticka istrazivanja koja imaju za cilj da se iz
mreze celokupne RNK izdvoje klasteri molekula koji bi bili najvazniji za proucavanje odredenih fizioloskih i patofizio-
loskih procesa. Ujedno, ovakvi pristupi bi olaksali selekciju molekula koji su visoko specifi¢ni kada su u pitanju odre-
dene bolesti i koji bi bili najrelevantniji kao biomarkeri ili farmakoloske mete [41].

Poseban predmet interesovanja po pitanju dugih nekodirajuc¢ih RNK i mikro RNK predstavlja njihovo prisustvo u
ekstracelularnim vezikulama. Ekstracelularne vezikule (EV) su strukture koje oslobadaju skoro sve celije Zivog sveta.
Okruzene su dvoslojnom membranom i sadrze brojne molekule, kao $to su proteini, nukleinske kiseline, bioaktivni li-
pidi itd. Na ove tvorevine se gleda kao na vazne medijatore u medecelijskoj komunikaciji, koji putem svog sadrzaja
mogu prenositi razli¢ite signale do ciljnih celija, gde se ukljucuju u razlic¢ite procese [42]. EV su izazvale posebno inte-
resovanje zbog svog potencijala u regeneraciji miokarda. Naime, pokazano je da EV poreklom iz hESC-Pg (human em-
bryonic stem cell-derived cardiovascular progenitors) ¢elija, i aplicirane u infarktom oste¢eni miokard eksperimentalnih
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miseva, dovode do promocije oporavka i boljeg prezivljavanja sr¢anih celija [43, 44]. Razmatranje miRNK i IncRNK po-
reklom iz EV postalo je posebno znacajno uz podatke da su ove dve klase nekodiraju¢ih RNK entiteti preko kojih ekstra-
celularne vezikule ostvaruju efekte na miokard [45]. Takode, poznato je da su miRNK i IncRNK u ekstracelularnim
vezikulama stabilizovane i zasti¢ene, $to obezbeduje njihovo postojano ucesce u celijkim procesima. Ove okolnosti su
bile motivacija da se EV dizajniraju bioinzenjeringom sa ciljem da se njihov sadrzaj isporuci do zeljenih odrednica.
Jedna od mogucnosti za koriséenje ovako nastalih vezikula je i isporuka razli¢itih terapeutika, $to je posebno povoljno
za supstance koje su po prirodi ribonukleinske kiseline [46].

S obzirom na dosadasnja saznanja koja postoje o miRNK i IncRNK i njihovim potencijalima u podsticanju regene-
rativnih procesa, ove grupa molekula je nezaobilazna u razmatranjima koja se ti¢u transporta terapeutika putem EV.

Konacno, prema onome $to u ovom trenutku pruzaju naucna literatura i rezultati, o¢igledno je da istrazivanja koja
se odnose na nekodirajuce RNK, kako bazi¢na tako i primenjena, uzimaju novi zamah. Saznanja o prirodi i principima
delovanja nekodirajucih RNK otvaraju nove perspektive u lecenju, dijanostici i prognostici. Medutim, ispred koris¢enja
ovih saznanja u praksi, stoje brojni izazovi - od prepoznavanja specifi¢nosti potencijalnih biomarkera do formulisanja
efikasnih lekova najbezbednijih za primenu kod ljudi. U svakom slucaju nesumnjivo je da su nekodiraju¢e RNK ve¢ po-
stala fundamentalna osnova za razvoj medicine buduc¢nosti.
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