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Az utébbi évek molekuldris biolégiai kutatdsainak egyik legjelentGsebb fejezete a nem kddold ribonukleinsavak
(RNS-ek) kutatdsa. A nem kédolé RNS-ek csoportjan beliil kiilon csoportot képeznek a cirkuldris RNS-ek, amelyek
jelent6ségét mostandban kezdjiik megismerni. E rendkiviil stabil molekuldk tobbféle mechanizmuson keresztiil — pél-
ddul a szintén nem kédolé RNS-ek csaladjaba tartozé mikro-RNS-ek megkotése vagy a transzlacio befolyasoldsa ré-
vén — vesznek részt a génexpresszid szabilyozasiban. A cirkularis RNS-ek kifejez6désének megviltozisit tobb daga-
natban leirtik, ami stabilitidsuk révén biomarkerként torténd alkalmazdsukat vetiti elre, illetve molekuldris célpontként
is széba johetnek. Osszefoglal6 cikkiinkben a cirkuldris RNS-ek 4ltalinos jellemzdit és tumorbiolégiai jelentSségét
mutatjuk be.
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Circular ribonucleic acid and its tumor-biological relevance

One of the most remarkable chapters in recent years’ research of molecular biology is the quest for non-coding ribo-
nucleic acids (RNAs). Circular RNAs form a distinct group within non-coding RNAs and their significance is being
discovered only now. These uncommonly stable molecules take part in the regulation of gene expression by various
mechanisms, ¢4., by decoying microRNAs or by acting upon the translational machinery. The altered expression of
circular RNAs was described in different types of cancers, and considering their stability, circular RNAs could be
exploited as future biomarkers and even as molecular targets. In this synopsis, the authors present the biological
characteristics and the tumor-biological relevance of circular RNAs.
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Roviditések

CDRl1as = (cerebellar degeneration-related protein 1 antisense
transcript) a cerebellaris degeneratihoz kapcsolt fehérje-1 an-
tiszensz transzkriptuma; cfDNS = (cell-free DNA) szabadon
kering8 DNS; circRNS = cirkuldris RNS; ciRNS = csak intro-
nokat tartalmazé cirkuldris RNS; DNS = dezoxiribonukleinsav;
EIciRNS = exon-intron szekvencidkat tartalmazoé cirkularis
RNS; EMT = (epithelial-to-mesenchymal transition) epithelia-
lis-mesenchymalis atalakulds; eRNS = enhancer RNS; exRNS =
extracellularis RNS; f-circRNS = tzids cirkuldris RNS; GWAS
= (genom-wide association study) genomi szint(i asszociicios
vizsgilat; HDL = (high-density lipoprotein) nagy strtiségi
lipoprotein; IncRNS = (long non-coding RNA) hosszti nem
koédold RNS; IRES = (internal ribosome entry site) belsG ribo-
somabelépési hely; miRNS, miR = mikro-RNS; mRNS = (mes-

senger RNS) hirvivé RNS; ncRNS = (non-coding RNA) nem
kédolé RNS; ORF = (open reading frame) nyitott leolvasasi
keret; PAR = promoéterasszocidlt RNS; piRNS = Piwi-interact-
ing RNS; RBP = (RNA-binding protein) RNS-kotd fehérje;
RNAPII = RNS-polimeraz-1I; RNA-seq = (RNA sequencing)
RNS-szekvenilas; RNdz R = ribonukledz R; RNS = ribonukle-
insav; rRNS = ribosomalis RNS; RT-qPCR = (reverse transcrip-
tion-quantitative polymerase chain reaction) reverz transzkrip-
cidhoz kapcsolt kvantitativ polimeraz-lancreakcio; siRNS =
(small interfering RNA) kis interferalé RNS; snRNS = (small
nuclear RNA) kis magi RNS; snoRNS = (small nucleolar RNA)
kis nukleolaris RNS; SNP = (single-nucleotide polymorphism)
egy nukleotidot érint6 polimorfizmus; TF = (transcription
factor) atir6dasi tényezd; tRNS = transzfer-RNS; UTR =
(untranslated region) le nem fordit6dé régi6/szakasz
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Az utébbi évtized felfedezéseinek koszonhetéen a mole-
kularis biol6gia nemcsak hatalmas fejlédésen ment ke-
resztiil, hanem egy paradigmaviltas kapujaba is kertilt.
Osszefoglal6 cikkiinkben a génexpresszié szabalyozasa-
nak egy nemrégiben ,,Gjra felfedezett” apparatusit ki-
vanjuk bemutatni, és annak daganatbiolégiai jelent&sé-
gét. Az utodbbi évtizedek eredményei azt mutatjak, hogy
az RNS nemcsak mint a DNS és a fehérjék kozotti hirvi-
v§ jatszik fontos szerepet, hanem magaban a génexpresz-
szibban és a genom szabalyozasaban is alapvets funkciot
tolt be.

A mar négy évtizede felfedezett cirkuldris RNS-nek
(circRNS) eleinte nem tulajdonitottak érdemi bioldogiai
funkciét, a normdl splicing mechanizmus hibainak vél-
ték. Az ez irinyd kutatisok hattérbe szorulisira magya-
rizatot adhat aktiv keresésiik hidnya, hiszen izoldldsuk
és bioinformatikai analizisiik médszertanilag eltér a li-
nedris RNS-ck kimutatasatol. Kutatdsuk jelentéségéhez
manapsig mar nem fér kétség, habar pontos funkcidik
jelenleg sem teljesen tisztazottak. A circRNS-eket 6ve-
206, egyre nagyobb figyelem a tumorgenezisben betol-
tott szerepiiknek, a szévetekben és testfolyadékokban
egyardnt igen stabil szerkezetiiknek és linedris partnere-
ikhez képest is eltérd szovetspecifikus kifejez&désiiknek
koszonhets. Cikkiinkben a cirkuldris RNS-rél alkotott
jelenlegi tudasunkat kivinjuk kontextusba helyezni,
kezdve annak biogenezisével, majd a tumorprogresszi-
Oban, diagnosztikai és prognosztikai biomarkerként be-
toltott szerepére is kitérve a személyre szabott medici-
niban.

A nem kodolé RNS-ek biologiai szerepe

A nem kédolé RNS-ek (ncRNS) felfedezéséhez az egész
genomra kiterjed§ tanulmanyok vezettek el, amelyek —
tobbek kozott — kimutattdk az emlésgenom jelentds,
RNS-re val6é atir6dasit. A nagy ateresztGképességi
transzkriptomikai vizsgilatok megdobbent6 médon azt
mutattik, hogy az eukaryota-DNS 90%-a 4tir6dik RNS-
re, amelybdl mindossze 1-2% kodol fehérjét, mig a tal-
nyomé tobbség ncRNS. A koribban passzivnak vélt,
nem kédolé genom, a ncRNS-ek és emellett egy sor,
hozzajuk kapcsolhaté mechanizmus azonositisival a
génexpresszié egy teljesen Gj szabalyozasi mechanizmu-
sat fedezték fel [1].

Az ncRNS-eket tovabb lehet bontani infrastrukturalis
RNS-ekre és szabalyoz6 RNS-ekre. A folyamatosan kife-
jez6d6 infrastrukturdlis RNS-ek kozé tartozik a riboso-
malis RNS (rRNS), a transzfer-RNS (tRNS), a small
nuclear RNS (snRNS) és a small nucleolar RNS
(snoRNS). A szabalyozé6 RNS-ek pedig tovabb oszta-
lyozhaték, mint mikro-RNS (miRNS, miR), cirkuldris
RNS (circRNS), Piwi-interacting RNS (piRNS), small
interfering RNS (siRNS), hosszt nem kédolé RNS
(IncRNS, 200 nukleotidndl hosszabb), prométerasszoci-
alt RNS (PAR) és enhancer RNS (eRNS) [2—4].
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Mikro-RNS-ek: az RNS-interferencia
szabalyozoi

A miR-ek rovid, 19-25 nukleotidbdl ll6, evolacidsan
konzervalt, a legtobbszor kiilon miRNS-gének altal ko-
dolt, érett formdikban egyszild molekuldk, amelyek a
humién gének kb. 30-60%-4t szabalyozzak poszttransz-
kripciondlis szinten, az epigenetikai — a DNS-szekvencia
megvaltoztatisival nem jard — szabalyozas keretében
[5]. A miRNS-ek részben a génexpresszid elsGdleges
regulatoranak tartott transzkripcios faktorokhoz (TF)
hasonléan fejtik ki hatdsukat. Mig a TF-ok a gén pro-
moterrégidjanak specifikus szekvencidjahoz kotédve fej-
tik ki aktivalé vagy csendesit§ hatisukat, addig a mi-
RNS-ek a citoplazmidban az mRNS-ekhez kotédve
jarulnak hozza azok transzliciéjanak gitlasihoz (degra-
dacidjahoz vagy csendesitéséhez) a 3' le nem fordit6dd
régidhoz kotédve (UTR: untranslated region) [6]. Az
utobbi évek megfigyelései arra is utalnak, hogy a mi-
RNS-¢k a sejtmagban is funkciéval birnak, ahol a gén-
transzkripcio- és hisztonfehérjék modifikicidjaban irtak
le szerepiiket [7, 8]. A miRNS-ek biolégiai funkcidinak
bizonyitékai ma mdr bdségesen rendelkezésre allnak.
Pleiotrop hatasaikra példa a sejtciklus, -differencialédds,
sejtproliferdcié, hormonszekrécié és apoptodzis szabd-
lyozésa, tovabbd szerepiik van a vérképzésben és az
cgyedfejlédésben, masrészt megviltozott expresszidjuk
révén hozzijarulnak daganatok, autoimmun és érrend-
szeri betegségek kialakulasihoz [9]. Tovabbi figyelemre
mélto tulajdonsiguk a szoveti specificitisuk. A miRNS-
ck szovetspecifikus kifejez&dése a kiillonboz6 szovetek-
ben eltéré miRNS-profilt hoz létre az emberi szervezet-
ben. Jelenleg koriilbelil 2500 miRNS ismert emberben
[10]. Patogenetikai jelentGségiiket alatimasztja az a
tény, hogy mig egy miRNS egy adott szovetben/sejtben
betolthet aktivald /csendesitd funkciét, lehetséges, hogy
egy masik szovetben/sejtben épp az elébbivel ellentétes
vagy eltéré mértéki hatast hoz létre [6]. Ennek megfe-
lel6en ugyanaz a miRNS az egyik szovetben tumor-
szuppresszor, mig a masikban onkogén hatasu is lehet.
Példa az el6bbi jelenségre a miR-24, amelynek colorec-
talis daganatokban csokkent kifejez6dését, hepatocellu-
laris carcinomdban pedig talzott expresszidjit figyelték
meg [11, 12]. A miRNS-ck a kddolé RNS-cknél muta-
tott hosszabb felezési idejiik és stabilitisuk miatt j6l
vizsgidlhatok formalinfixdlt paraffinba dgyazott szovet-
mintikon, tovabbd megtalalhaték testfolyadékokban,
igy a vérben is [13, 14]. Az utébbiak az Gn. keringé
miRNS-ek, amelyek passzivan necrosis, gyulladds révén
vagy aktivan membrianhdlyagocskikban (exosomdk,
microvesiculak) és makromolekularis komplexek (Ago,
HDL) segitségével szabadulhatnak fel [15-17]. Kilo-
nosen az exosomalis miRNS-ek vetik fel annak lehet&sé-
gét, hogy a kering miRNS-ek az epigenetikai informa-
ci6 hormonszerti tovabbitéi lehetnek. Mindezen
tulajdonsigokat figyelembe véve a miRNS-ck jelenleg
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az egyik leginkabb kutatott teriilet a daganatos és nem
daganatos betegségek terapidjaban és minimalisan inva-
ziv diagnosztikajiban egyarint — kiemelve a szovettani-
lag is nehezen differencidlhaté mellékvese- és pajzsmi-
rigyrakokat [18].

A cirkularis RNS-ek

Az ut6bbi id6k felfedezései tartik fel elSttiink, hogy gé-
nek ezrei korkorosen zart szerkezeti RNS-eket expresz-
szilnak (az aktiv gének expresszidjanak végterméke
5-20%-ban circRNS) [19]. Sokan koziiliik tartalmaznak
ugyan exonokat, de fehérjék csak ritkin képzddnek ré-
luk. A circRNS-ck a nem kédolé genom egy 4j fajtajat
alkotjak, s a génexpressziét f6ként poszttranszkripciond-
lis szinten befolyasoljak. E hatdsokat a DNS bazissorend-
jének megviltoztatasa nélkiil, epigenetikai tton érik el.
A circRNS-ek neviiket a kovalens kotéssel bezart struk-
tardjuknak koszonhetik. A pre-mRNS-b6Sl (még nem
teljesen érett, intronokat is tartalmazé forma) képzéd-
nek egy ,backsplicing”-nak nevezett folyamat sorin,
amikor is kialakul a 3'-vég és az 5'-vég kozotti kovalens
kotés [20]. A circRNS-ek kifejez&désének mértéke eltér
a megfelel§ linedris RNS-ek kifejez6désétSl. Ez azzal
magyarizhaté, hogy a circRNS-ek képz&dése nem a hor-
dozé gének kifejez&désével all Osszefiiggésben, hanem
alapvet8en az intron szerkezete (repetitiv, reverz komp-
lementer szekvenciak) hatirozza meg a backsplicing gya-
korisagat [21]. A splicing mechanizmust6l fliggéen
Osszességében hiarom osztilyat kiillonboztetjiik meg a
circRNS-eknek. A nukledris lokaliziciéja 2'-5" circRNS-t,
amely csak intronokat tartalmaz (ciRNS); a szintén nuk-
ledris lokalizaciéjt, 3'-5' exon-intron szekvencidkat tar-
talmazé EIciRNS-t és a leggyakoribb citoplazmatikus
lokalizaci6ja 3'-5' exonalis circRNS-t. A circRNS-ekre
szovetspecifikus kifejez6dés jellemz6, mi tobb, a kvanti-
fikacios adatokbdl kimutathatd, hogy nem csupan donor
és akceptor véletlenszerd faziéjar6l, hanem kiilonboz4
szabdlyozomechanizmusok 6sszjatékardl van sz6 [22].
A szovetspecifikus kifejez6dés oka jelenleg még nem tel-
jesen tisztizott.

Funkcidjukat tekintve a circRNS-ek részt vesznek a
neuralis mi@kodésben, a velesziiletett immunitdsban, a
sejtproliferaciéban csakigy, mint a kilénbozé szolid
(colorectalis rak, hepatocellularis rak, tiid6rak, glioma,
osteosarcoma stb.) és hematoldgiai tumorok kialakulasa-
ban [23]. A génexpressziot a miRNS-ek ,,szivacsként”
valé megkotése, a fehérjeszekvesztricié, az RNS-polime-
raz-11 (RNAPII) modifikdldsa és a pre-mRNS-képz&dés
gatlasa révén befolydsoljik. Tovibba egyes circRNS-ck
transzlalédason mehetnek keresztiil, masok pedig pszeu-
dogének (olyan nukleotidszekvenciak, amelyek csak lat-
sz6lag koédolnak egy génterméket, de az vagy funkcié-
képtelen, vagy ki sem fejez8dik) forrdsai lehetnek, ez
utébbi példaul génkett6z6dés révén az RNS korkoros
szerkezete miatt [24].

A cirkularis RNS-ek bioszintézise

A biogenezis megértésének és kutatasanak klinikai rele-
vancidjit a megfelel§ biomarkerek kivalasztasa és a tu-
morgenezissel val6é kapcsolatanak feltirasa timasztja ald.
Az oly sok tumorban mar megfigyelt aberrans circRNS-
expresszid ugyanis részben magyardzhaté a biogenezis-
ben bekovetkezé genetikai és epigenetikai médosulasok-
kal [25].

Az RNS-ck cirkularizilodésa a leggyakrabban a splice-
osoman keresztiil (RNS és fehérjék szupramolekularis
komplexe) kovetkezik be a pre-mRNS-b6l az RNAPII és
a hordoz6 gének segitségével. A circRNS szintézise kii-
16nb6z8 endogén és exogén hatdsokra néhiny napos,
hetes reakcididével képes fokozott vagy csokkent kifeje-
z6dést mutatni. A spliceosoma altali cirkularizalédas ha-
rom uton johet létre. Az els6: a kolinedris splicingot ko-
vetGen a kivagott introni RNS- lassz6” cirkularis RNS-sé
rendezddik (2'-5' forma). A masodik a kotranszkripcio-
nalis backsplicing segitségével az exon cirkularizacidja
(3'-5" exondlis forma). A harmadik a poszttranszkripcio-
ndlis backsplicing exont és intront is tartalmaz6 ,,lassz6”
cirkularizicidja (3'-5' exon-intron forma). A folyamat-
bél is adéddan a circRNS-eknek nincs poly(A)-farkuk,
5'-sapkdjuk és szabad végz&désiik, s ezen tulajdonsigok
ésaz RN4z R-rel (3'-5' exonukledz) szembeni reziszten-
cia miatt a felezési idejiitk 2—-10-szer hosszabb (19-48
ora) linearis mRNS-, tarsaikénal” (azonos génrdl atird-
do; rokon mRNS), illetve kimutatasuk is részben RNdz
R-cl6kezelés utin lehetséges [26, 27]. A transzkripcids
végtermékeknek azonban csak egy kis szdzalékat teszik ki
a circRNS-ek. Linedris tarsaikhoz képest csupan 5-10%-ot
tesznek ki, ugyanakkor vannak gének, amelyek az mRNS-
cknél tobb circRNS-t expresszilnak. Ehhez hasonléan a
vérlemezkékben a joval tartésabb circRNS-ek relativ
tobbségéhez vezet, hogy azok érésiik soran sejtmagju-
kat, ezzel egyiitt tovabbi transzkripciés potencidljukat
elvesztik, ami a rovidebb életi mRNS-ek relativ hidnya-
hoz vezet. A vérlemezkéken kiviil még a neuronokban is
egészen magas circRNS-szintet figyeltek meg, aminek
oka jelenleg még nem teljesen tisztazott [28, 29]. Emel-
lett a circRNS-ek 90%-a sejtenként csak 1-10 moleku-
lapéldanybdl all (az mRNS-ek medianja 17 molekula/
sejt), mindazondltal sejtenként dtlagosan 25 000 izofor-
ma mennyiséget ér el, ami a circRNS-ek sokszintiségének
tudhaté be. Evolacids konzerviltsagat illetéen igen je-
lent&snek vélt 15%-os atfedés mutatkozott az ember és
az egér circRNS-készlete kozott. Méretiiket tekintve at-
lagosan 547 nukleotidbdl dllnak, s ez megfelel a ténynek,
miszerint dtlagosan 1-5 exont tartalmaznak, amelyek
koriilbelil 20-200 nukleotid hosszaak [22].

A cirkularis RNS-ek potencialis biologiai
jelentGsége

A kisérleti bizonyitékok alapjan a circRNS-ek kétfélekép-
pen fejtik ki biolégiai hatasukat. El6szor is maga a
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A miR-7 onkogének kifejez6dését gatolja

1. dbra

A ciRS-7 gatolja a miR-7-et

A cirkuldris RNS-ek miRNS-,,szivacs”-funkciéja. A ciRS-7 jelenlétében a miR-7 nem képes gitolni az onkogének kifejez6dését; nyil: a miR-7 egyen-

stlyi dllapotanak eltoléddsa aktiv (balra), illetve passziv (jobbra) irdinyba

ciRS-7 = cirkuldris RNS; EGFR = epidermalis névekedési faktor receptor; miR-7 = mikro-RNS; RNS = ribonukleinsav

circRNS kialakulasanak folyamata is biol6giai hatdssal
bir, masrészt a kialakult termékek transzregulicios ké-
pességgel birnak. Mind ez idaig csak néhany circRNS-t
tanulmdnyoztak részletesebben, s ezekrdl lesz sz6 a to-
vibbiakban. A circRNS-ck a génexpresszidra kifejtett ha-
tasaikat hat kilonb6z6 médon érhetik el: 1) a fentebb
mar részletezett miRNS-ck szekvesztralasa révén ,szi-
vacsként” képesek azokat inaktivalni; 2) a circRNS-ek
stimulalni tudjak a gének RNAPII dltali inicidcidjat,
elongicidjat; 3) hozzdjarulnak a rokon linearis mRNS-ek
csokkent kifejez6déséhez a linedris splicing csokkentése
révén; 4) fehérjékhez kotdédve gatoljak a ribosoma-
bioszintézissel és -transzliciéval jaré folyamatokat; 5)
néhiny circRNS képes fehérjét kddolni, amennyiben
tartalmaz an. nyitott leolvasasi keretet (ORF) és riboso-
makapcsolodasi helyet; 6) végil a circRNS-ek képesek
enzimatikus folyamatokat katalizdlni az enzimek és
szubsztritjaik kozott [22, 30].

1. A kozelmaltban kimutattik, hogy a citoplazmatikus
ncRNS-ek képesek a miRNS-eket szivacsként befogni,
ezéltal a kédolé RNS-eket felszabaditva a lebomléstél,
utat engednek transzlicidjuknak [22]. A legels§ jelenté-
sek a CDRlas (cerebellar degeneration-related protein

Feed-forward hurok

U1 snRNS
/] Hordozé gén
W NATEFFTTTTTT
RNS-
polimerdaz-Il
2. 4bra

1 antisense transcript) gén transzkriptumat vizsgiltak
(mas néven ciRS-7), amely b&ségesen tartalmaz miRNS-
kots helyeket a miR-7 szamaéra (1. 4bra). Ezen vizsgila-
tok szerint a miRNS—circRNS duplexen belil 1étrejové
mismatchek (a ,,;seed” [magi] régi6 tokéletes egyezésén
kiviil) elejét veszik a circRNS RISC-dependens lebonta-
sdnak, tovabba a kettejiik kolokalizacidjit is bizonyitot-
tak RNS-FISH-eljardssal [31]. A ,,miRNS-szivacsok”
nem tal gyakoriak a circRNS-ek funkciéi kozott, mar
ami a genomikus mércét illeti, kitiintetett esetekben
azonban valédi funkcionalitdssal birnak.

2. Tobb szaz circRNS-t hoztak mar Osszefiiggésbe a
transzkripcidban részt vevé RNAPII-komplex szabalyo-
zasaval. Ezek kozott taldlunk exon-intron szekvenciit
kédol6 (EICiRNS) és csak introni (ciRNS) circRNS-eket
is. Az EIciRNS funkciéit ismertetjiik részletesebben,
amelyek hasonlitanak a ciRNS hatdsmechanizmusihoz.

Az EIciRNS-ekrdl tigy talaltik, hogy koimmunpreci-
pitilédnak a sejtmagi RNAPII-vel. Az EIciRNS Ul
snRNS-hez kapcsolédasat irtak le, ami stimuldlja mind a
linearis mRNS, mind a cirkularis EICiRNS képz8dését,
ezéltal 1étrehozva egy ’feed-forward loop’-ot (2. dbra).
FeltehetSleg az EICiRNS az 6t hordozé gén helyére po-

mMRNS

Az EIciRNS-ek transzkripciora kifejtett hatdsai. Az EICiIRNS-ek a sajat kifejez6désiiket novelve *feed-forward” hurkot (hossza nyil) hoznak Iétre, illet-

ve novelik a hordozé gén mRNS-kifejez8dését is; rovid nyil: a transzkripcié folyamata

EIciRNS = exon-intron szekvencidkat tartalmazé cirkuldris RNS; mRNS =

hirvivé RNS; snRNS = kis magi RNS; RNS = ribonukleinsav
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3. abra A linedris splicing aktiv és passziv szabalyozisa

mRNS

mRNS

mRNS

mRNS

A) A gyors RNS-polimeraz-II a circRNS-ek, mig a lassi RNS-polimerdz-I1T a mRNS-ek képz&désének kedvez; nyil: a transzkripcié folyamata

B) Az R hurok képes befolyasolni a splicing mechanizmust

circRNS = cirkularis RNS; mRNS = hirvivé RNS; RNS = ribonukleinsav

zicionalja az Ul snRNS-t, igy az stimuldlni tudja az
RNAPII aktivitdsat, mint ahogyan az Ul-r6l sz6l6 ko-
rabbi tanulmanyok is lefrtdk mar ezen funkcidjit [32].
Az EIciRNS-ck magi tartézkoddsabdl és sajat lokuszan
valé pozitiv hatdsabdl itélve az 6t hordozd gének cisz-
reguldtorainak tekinthetdk.

3. JoOllehet az RNS-ek cirkularizdléddsa >100-szor rit-
kabban zajlik le a linedris splicingndl, egyre inkdbb elter-
jed6ben van az a nézet, miszerint két, egymassal kompe-
ticibban all6 folyamatrdl beszéliink. A circRNS-eknek az
e fejezet bevezet6jében emlitett funkcidi koziil jelenleg a
splicing modulacidjit tartjak a legelterjedtebb és legilta-
lanosabb funkciénak [33]. A splicing modulaciéjat a ki-
sérletek alapjan ,,passziv” és ,aktiv” elméletekkel irhat-
juk le. A passziv mechanizmus egyik feltételezett oka a
mechanisztikus elmélet szerint az Gn. ,kinetikus kapcso-
las” elve. Az elképzelés szerint az elongicié sebessége
befolyasolja a kotranszkripciés splicingot, vagyis vannak
exonok, amelyek gyenge splicing hellyel rendelkeznek,
és ezen exonokat csak egy eléggé lassit RNAPII ismeri fel
és épiti be az mRNS-be. Misik oldalrél megkozelitve azt
talaltdk, hogy kismértékben (1,2-szer) gyorsabb elonga-
ci6 jellemz6 a circRNS-eket tartalmazé gének esetében a
circRNS-t nem tartalmazékhoz képest (3/A abra) [33].
Az ,aktiv”’ modell a linedris és backsplicing kozotti kap-
csolatot a hibrid circRNS:DNS eredendéen tokéletlen
illeszkedésére vezeti vissza. A DNS transzkripciéja sordn
az intronok kivigédnak, ezért a relative rovidebb
circRNS DNS-hez val6é kapcsolédasa R alaka  hurkot

hoz létre (3/B dbra). A circRNS-ek ezen R hurkairdl ki-
mutattik, hogy képesek szabilyozni a linedris alternativ
splicingot [ 34].

4. Mind ez iddig két circRNS-rél mutattik ki transzla-
ciémodifikalé hatidsukat. A circANRIL az egyik, amely
az rRNS-processzilé komplex gatldsa révén fejti ki hatd-
sat, a masik a circPABPN1 kozponti fehérjét gatld me-
chanizmussal jarul hozza a transzlici6é gatlisihoz. Mdra
mar ismert, hogy az ANRIL-IncRNS kifejez6désének
megvaltozasa szamos betegség rizikéjat befolyasolja, ide-
értve a tumorokat és a cardiovascularis betegségeket
[35]. A circANRIL a funkcidjit tekintve potencidlis fé-
kez&je lehet a sejtkarosodashoz asszocidlt, linedris RNS
altal kivaltott talburjanzisnak, amit az atherogen dlla-
pottal hoztak Osszefiiggésbe. Az ANRIL egy olyan kii-
lonleges 16kusz, ahol a circRNS antagonizdlja a rokon
RNS-transzkriptumot, méghozza a linedris transzkrip-
tum dltal ellitott ’downstream’ cellularis funkciék gatla-
saval (4. dbra). A circPABPNI ezzel szemben specifiku-
san a tirs mRNS befolyédsoldsan keresztiil hat a transzlicié
folyamatara. HeLa-sejteken tortént vizsgalatoknak ko-
szonhet6en a HuR-rél mint RNS-kotd fehérjérsl (RBP)
kidertilt a circPABPN1-hez valé kiilondsen magas affini-
tisa [36]. A HuR egy sor mRNS és nem kédolé RNS
stabilitdsat képes novelni, valamint a splicing koordindci-
Ojaban is részt vesz. Megillapitottik, hogy a circPABPN1
talexpresszdlt dllapotban gitolja tobbek kozott a HuR-
nak a PABPNI-mRNS-sel val6 kolcsonhatasat, ennek
kovetkeztében kevesebb PABPNI-mRNS keriilt transz-

ORVOSI HETILAP

407

2020 m 161. évfolyam, 11. szam



OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

ANRIL-mRNS
ANRIL-mRNS

ANRIL-mRNS

A linearis ANRIL fokozza a cardiovascuralis rizikét (villamalakzat)

4. dbra

ANRIL-mRNS
ANRIL-mRNS

11—

ANRIL-mRNS

A circANRIL gatolja linearis tarsat

A circANRIL cardioprotectiv szerepe. A circANRIL jelenlétében az ANRIL-mRNS nem képes fokozni a cardiovascularis rizikét; nyil: az ANRIL-

mRNS egyenslyi allapotdnak eltoléddsa aktiv (balra), illetve passziv (jobbra) irdnyba

ANRIL = antisense non-coding RNA in the INK4 locus; circANRIL = cirkuldris antisense non-coding RNA in the INK4 locus; mRNS = hirvivé RNS

laciéra (5. abra) [37]. A hipotézisek szintjén érdekes ki-
tekintést nygjthat a tovibbi RBP-k, circRNS-ek és lined-
ris mRNS-ek kozotti kapesolat ilyen moédon vald
atgondoldsara.

5. A circRNS-ekbdl kiindul6 transzlicié elméletben
nagyban megnovelné a genom kodoloképességét, nem
beszélve annak evoliciés vonatkozasairdl. Eukaryotik-
ban a transzlaci6 standard moédja az tn. Kozak-szekven-
cia / 5' ,sapkitél” fiiggd ribosomabelépés, de amikor
egy ,,belsG ribosomabelépési hely” (IRES) jelen van, a
40S ribosomalis alegység 0Osszekapcsolddhat az érett
mRNS-sel, még akkor is, ha az nem tartalmaz szabad 5'
véget [38]. A legfejlettebb tomegspektrometriat alkal-
mazd, az endogén circRNS transzlacidjat célzd kutatd-
sok eddig két esetben szolgaltak bizonyitékkal: a circMb!
és a circZNF609 esetében, habar funkciéjuk pontos leira-
sa ez idaig nem ismeretes [ 39, 40].

PABPN1-mRN5m
ettty a8\
HuR w SN

A HuR mRNS-stabilizalé hatasardl ismert

5. dbra

- ey

6. A CDK2 a sejtciklus G1-S-fizis-atalakulisiban egy
kulcsfontossagu szabalyozé fehérje. A CDK2 a ciklin E-
hez kotédve képes elinditani a G1-S-dtalakuldst. Az
clébbi folyamatot a p21 fehérje gitolja a CDK2-vel vald
kapcsolodas révén. Mindezen feliil kimutattak, hogy a
circFoxo3 tumorszuppresszor circRNS szimultin képes
kapcsolatba 1épni a p21 és CDK2 szabdlyozémolekulik-
kal, eziltal létrehozva egy olyan harmas Kkatalitikus
komplexet, amely még hatékonyabban gitolja a CDK2
sejtciklust elémozditd hatasat [30].

A circRNS-ek tumorbioldgiai szerepe

A circRNS-ek két okbdl is érdekesek a betegségek kon-
textusiban. Egyrészt potencidlisan egy 0j, a vérben ke-
ring$ biomarkerként szolgalhatnak, tudvalévé ugyanis a

A circPABPN1 gatolja a HuR-t

A cirkulris RNS-ek RBP-koté funkcidja. A circPABPNI jelenlétében a HuR RBP nem képes stabilizalni a PABPNI-mRNS-t; nyil: a HuR RBP

egyensulyi allapotinak eltolédasa aktiv (balra), illetve passziv (jobbra) irdnyba

circPABPNI1 = cirkuldris PABPN1; HuR = human antigen R; mRNS = hirvivG-RNS; PABPNI1 = polyadenylate-binding nuclear protein 1; RBP =

RNS-kot6 fehérje; RNS = ribonukleinsav
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circRNS-ek nagyfoktl stabilitisa egyéb biomolekuldk-
hoz, mint példaul a linearis RNS-ekhez vagy peptidek-
hez viszonyitva — mindez pedig egy kiilondsen relevans
paraméternek tlnik. Masrészt tobb tucat circRNS vesz
részt a killonb6z6 tumorképzé folyamatokban, példaul a
circHIPK colorectalis, hepatocellularis, vese-, hugy-
holyag-, prosztata-, mell- és gyomorrikban is miRNS-
szivacsként funkcional, mig a hsa_circ_0004277 potenci-
alis diagnosztikai marker és terdpids célpont lehet az acut
myeloid leukaemidban [41, 42].

2013-ban az ENCODE adatait felhaszndlva nagy éat-
eresztGképességli RNS-szekvenalds segitségével kimutat-
tak a circRNS-ek béséges és egyedi kifejez&dését kiilon-
b6z8 tumoros sejtvonalakban [43]. Maga a tumorgenezis
szamos molekularis viltozast magaban foglal, tobbek
kozott a genetikai muticiokat és a génexpresszids modo-
sulasokat.

A circRNS-ek miRNS-ekkel fennall6 kapcsolata ki-
emelendd. A circRNS-ek egyfajta ,,szivacsként” képesek
megkotni a miRNS-transzkriptumokat, ezzel az epige-
netikai médositissal egyfajta endogén RNS-kompeticiot
hozva létre. A leginkibb tanulmdinyozott ebbdl a szem-
pontbdl is a ciRS-7, amely relative magas kifejez6dési
ratdval és stabilitdssal bir, és képes szupprimalni a miR-7-
et, ezdltal novelve a miR-7 ’target’ gének expresszidjat.
Tekintettel arra, hogy a miR-7 kozvetleniil onkogének
(példdul EGFR, PIK3CD , IRS1 és 2, Rafl, Pakl, Ackl)
expressziéjit gatolja, az elébbi folyamat eredé hatdsa-
ként hozzajirul a tumorprogressziéhoz [44].

Az epithelialis—-mesenchymalis atalakulds (EMT) fon-
tos szerepet jatszik a tumorok és metastasisok kialakuld-
sdban, a circRNS-ekkel felfedezett kapcsolatuk pedig
nagyban hozzdjirulhat a tumorprogresszié megértésé-
hez. A circRNS-¢k biogenezisében részt vevs egyik leg-
inkabb vizsgalt fehérje a QKI-nek nevezett mesenchyma-
lis splicing faktor, amely képes akar de novo circRNS-ek
létrehozdsara [25]. A QKI-rél kimutattak tovibba, hogy
tumorszuppresszor tulajdonsigu, és tiidérakban a down-
szabb prognézissal hozta Gsszetiiggésbe [45, 46].

A daganatokban gyakori genetikai eltérések — mint a
pontmuticiok, kromoszomalis deletidok, amplifikiciok és
transzlokaciok — donté szerepet jatszanak a tumorgene-
zisben [47]. Az utdbbival szoros Osszefiiggésben egyre
tobb adat dll rendelkezéstinkre a fGzids circRNS-ekkel
kapcsolatban, amelyek szintén a kromoszomalis transz-
lokaciok soran képzdédnek, és potencidlis diagnosztikai,
terapias szerepiik lehet [48].

Mindezek mellett a kozelmultban fény deriilt a
circRNS-ek transzliciés képességére, miszerint egyes
circRNS-ek bizonyos szovetekben, bizonyos korilmé-
nyek kozott transzlalédnak, habar a tumorgenezisben
betoltott szerepiik még felderitésre var [39].

Az elméleti attekintés utdn alljon itt néhany példa a
circRNS-ek daganatokban betoltott szerepérdl. A tu-
morgenezis szimos molekuldris valtozist magiban fog-
lal, igy a genetikai mutacidkat és a génexpresszid valtoza-

sat. A circRNS-ek tumorgenezisben betoltott szerepére
egy igen széles kord és specifikus evidenciakat felsora-
koztaté kozelmultbeli tanulmany vilagitott ra, amely
tobb olyan circRNS-t azonositott, amely a tumorgenezis
centralis folyamataihoz kotédik [48]. Bizonyos kromo-
szématranszlokdcidk és -jrarendez&dések ismerten el6-
fordulnak tobb daganatban is, mint példaul leukaemid-
ban (PML/RARa és MLL/AF9), Ewing-sarcomaban
(EWSR1/FLI1) és tiidGrikban (EM1.4/ALK1). Ennek
kovetkeztében az mRNS hibés szabdlyozé hatasok ald
keriil, vagy maga a linearis mRNS szekvencidja esik a fa-
zi6 aldozatava és valik egy csapasra onkogén természeti-
vé. A transzlokdciok circRNS-eket is érinthetnek. Ezt a
nemrégiben felfedezett aberrans transzkriptumot fiizids
circRNS-nek (f-circRNS) nevezték el. A circRNS-ek ki-
sérletes talexpresszéltatisa iz vivo és tovabbi, csontvel-
transzplanticiot kovetd szubletdlis irradidcidon dtesett,
majd visszatranszplantilt egerekkel val6 kisérletek felfed-
ték a f-circRNS medidlta sejttranszformaciot, tumorkép-
z6 szerepét [48]. Ezen f-circRNS-ek megtalalhaték a
citoszoélikus és nukledris kompartmentben is, de elséd-
leges molekularis mechanizmusuk tovibbra sem ismert.
A molekularis mechanizmusok megismerése utin a rele-
vans f-circRNS-ek gitlisa Gjabb eszkozt adhat a kutato,
majd a klinikus kezébe a tumorellenes terdpidban és akar
a gyogyszer-rezisztencia lekiizdésében.

A periférias vérbdl kinyert szabad circRNS-ek szek-
vendlasa jelenleg a tumorbiomarker-kutatis egyik meg-
kozelitése. Egy masik kiemelend6 moédszer a daganatos
szovetek profilozasa és kontroll egészséges szovetekkel
val6 osszevetése, a circRNS-kifejez8dés kiilonbsége utan
kutatva. Ez utébbi kutatisok mar tobb mint 20 circRNS-t
irtak le kiilonb6z6 daganatokban. Ezen kutatidsok alap-
jan a circRNS-ek elsGdleges effektor mechanizmusaként
a miRNS szivacs” funkcidjat feltételezik. Egy tanul-
many a circHIPK3-at emelte ki a colorectalis, gyomor-,
hagyholyag, mell-, hepatocellularis, prosztata- és vilagos-
sejtes vesedaganatok RNS-expresszidjanak profilozasa
alapjan. A circHIPK3 kifejez6dése linedris mRNS meg-
felel6jéhez képest magas aranyban reprezentilédott, és
2—4-szeres talexpresszalédast mutatott legalibb egy ra-
kos sejtvonalon [42]. A circHIPK3 9 kiillonb6z8 mi-
RNS-t képes megkotni relative alacsony szamd miRNS-
koté hellyel (1-2), ami klasszikusan nem tekinthet$
miRNS-szivacsnak. Mégis, a circ HIPK3-hoz kot6dé mi-
RNS-ceknek feltételezetten novekedésgatld hatasuk van,
amelyet el6zetesen tobb fiiggetlen tanulmany is kimuta-
tott (miR-124) [42]. Amikor siRNS-ekkel vették célba a
circHIPK 3-at, csokkent sejtproliferciot (1,5-2-szere-
sen) talaltak a daganatos sejtvonalakban. A bemutatott
bizonyitékok 6sszhangban dllnak azzal a lehet&séggel,
miszerint a HIPK3-circRNS novekedést gatld funkcié-
kat betolté miRNS-eket szekvesztril, ered$ hatasként
sejtproliferaciot eredményezve. Egy masik megkozelités-
ben, a kozelmultban feltérképezésre keriilt néhiny be-
tegség- és hajlamasszocidlt genomi szint asszocidcids
(GWAS) vizsgalatokbdl nyert SNP (single-nucleotide
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polymorphism, egy nukleotidot érinté polimorfizmus),
amelyeket Osszevetettek az Gsszes ismert circRNS-képzs
l6kusszal, és szamos, feltételezetten betegségasszocialt
circRNS bukkant fel, csakhogy Gjra rimutasson: a
circRNS-ek bioldgidja ) sugarat lehet szamos betegség
megértéséhez a jovében.

A circRNS mint biomarker

Egyes kozelmultbeli tanulményok a vérben igyekezték
felderiteni, vajon az tartalmaz-e keringé circRNS-eket.
A remények szerint a betegségspecifikus circRNS-ex-
presszios profilozds segitségével a folyadékbiopszia 1j
szintre emelheti a klinikai diagnosztika tarhazat.

A circRNS-ekrél kimutattak, hogy sejt/szovet specifi-
kusan fejez&dnek ki, méghozz4 a sejt teljes linedris-RNS-
kifejez8désétdl eltérd mintdzatban, ami alapul szolgalhat
a circRNS-ek klinikai alkalmazhatésidganak [43].

Az extracellularis RNS (exRNS) mint a testnedvekbdl
kinyerhet6 tjfajta biomarker egyre gyakrabban 4ll a kuta-
tasok kozéppontjaban. A linedris RNS-ekhez viszonyitva
a circRNS-ek igen nagy stabilitdst, hosszabb felezési id6t
mutatnak, a szabad végek hidnydnak és az exonukledz
degradil6 hatasaval szembeni rezisztencidnak koszonhe-
téen [23]. A circRNS megtalilhaté az exosomdkban, a
sejtmentes nydlban, a vizeletben és a plazmaban is. Az
elébbi tulajdonsagbdl adéddan a circRNS-ek a folyadék-
biopszids diagnosztika és a személyre szabott medicina
jovébeli biomarkerei lehetnek.

Val6jaban a circRNS-ek a vér transzkriptomjanak nor-
mél részét képezik, mi tobb, nagyobb szamban talal-
haték meg a periférids vérben, mint magaban a szolid
szovetben. Példdul egy sor, béségesen el6forduld
circRNS-rél négyszeresen magasabb szintet dllapitottak
meg a tars linedris RNS-ekhez képest, illetve 2-5-szor
nagyobb mennyiségben fordultak el6 magaban a vérben,
mint a vizsgalt mdj- és agyszovetben. E megfigyelés ma-
gyardzata még virat magara. Osszehasonlitisképp, mi-
kozben az endogén sejten beliili circRNS életideje 1-2
napra tehet§, addig a csupasz, szérumba juttatott
circRNS féléletideje 15 masodperc koriili [30]. Ez eset-
ben tigy gondoljik, hogy a védtelen circRNS-ek is dldo-
zatul eshetnek az RN4z tipust endonukledzok hatdsai-
nak. Mindez nem megleps a terapiaban is hasznalatos
szabadon keringd DNS (cfDNS) relative rovid féléletide-
jét tekintve. A szabad DNS kimutathatésaganak hatteré-
ben folyamatos szoveti kibocsatast vagy burkolt dllapotat
feltételezik [22]. Ezen vélelmezett burokmechanizmus
létezésére tobb allaspont is napvilagot latott: a vérben
keringé DNS/RNS-t 6sszefiiggésbe hoztik kiilonb6zé
kering6 extracellularis foszfolipid membrianhoz kotott
vesiculdkkal, mind a 40-100 nm-es exosomakkal, mind a
100-1000 nm-es tartomdinyba esé microvesiculakkal.
FeltehetSen a keringé DNS/RNS-ek stabilizdciéjahaz
szintén hozzajirulnak az apoptotikus testekbdl szirmazo
vesiculdk, endoplazmatikus reticulum fragmentek vagy a
tehérjékhez valo kot6dés [22]. Példaként alljon itt a mér
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emlitett miRNS-ek AGO2-h6z vagy HDL-hez val6 ko-
t6dése, amely lehetévé teheti ezek hormonszerd hatisait
s [16]. A jov6 kutatasainak egyik feladata kideriteni a
szabadon keringd circRNS-eket a lebomlastél védé me-
chanizmusoknak a részleteit.

Mostandig néhany tucat circRNS keriilt profilozasra a
periférias vérbdl, amelyek alkalmasak lehetnek a corona-
riabetegségek, a szolid és nem szolid tumorok, a diabe-
tes, a sclerosis multiplex stb. dllapotanak kovetésére [22].
A circRNS-¢k standardizicidja, azonositisa és kvantifika-
cidja még nem elég kiforrott, megkozelitésiikben eltérs-
ek, igy az Osszhangban all6 eredmények eléréséhez to-
vabbi vizsgalatokra van sziikség.

A j6v6 lehetOségei

A Nature-ben megjelent 2018. évi, ,,Circular RNAs in
cancer: opportunities and challenges in the field” cim(
cikk ajanlasa szerint a circRNS-t célzé kutatisok még
mindig gyerekcipében jirnak, amit az egyel6re hidnyos
nevezéktannal és a nem egységes ,,reporting” standard-
dal magyariz [23]. Javasolja tehat, hogy a jov6beli tanul-
méanyok biztositsanak ’circBase ID’-t a tanulmanyozott
circRNS-cek szamira, illetve nevezzék el Gket a hordozé
gén elé irt ,circ” elStag segitségével. Amennyiben nem
taldlhaté meg a circBase adatbézisiban, a genomban el-
foglalt helyzetérdl adjanak tdjékoztatist. A circRNS-ek
legtobb, teljes genomra kiterjedd vizsgalatihoz microar-
ray-t vagy jgeneracios szekvendlast hasznaltak a dagana-
tosan elfajult szovetbdl és a kornyezd nem daganatos
szovetbdl, am a részletes, patologus dltal elvégzett min-
tak vizsgilata az esetek talnyomé részében elmaradt.
Minthogy a legtobb kutatas retrospektiv médon hatd-
rozta meg a kandidans circRNS biomarkereket, érdekes
volna latni, hogyan teljesitenck a prospektiv klinikai vizs-
gilatokban. Tovabba az 1j, tumorasszocidlt circRNS-ek
felfedezése megkoveteli az objektiv, részrehajlistél men-
tes megkozelitést, mint amilyen példiul az RNA-seq.
Arany standard hidnydban azonban tanicsos egynél tobb
circRNS-predikcids algoritmust elvégezni az RNA-seq
adatain az els6faju hibak kikiiszobolése érdekében. Még
emlitést érdemel, hogy az RT-qPCR hatékony médszer
ugyan az eredmények validdldsara, a reverz transzkripcié
soran hibdk léphetnek f6l, amelyek fals pozitivitashoz ve-
zethetnek, csakagy, mint a linearis mRNS-exon ismétl-
déseinek esetén, ami RNdz R-elGkezeléssel vagy polyA-
dbsitissal kilonboztethetd meg a circRNS-t6l. A
klasszikus ’Northern blotting’-ot tekinthetjiik az 1j
circRNS-ek validacidjara a leginkdbb alkalmas modszer-
nek [23].

Az in situ hibridizdcié egy masik elényos megkozelités
a circRNS expresszidjanak vizsgilatira. Egyrészt térbeli
informaciét nyajt a specifikus circRNS-ekrdl, masrészt
kompatibilis a formalinfixalt paraffinba dgyazott mintik-
kal. Az 4j technolégidk alkalmazhatésiga még felderi-
tésre var, ilyen példiaul a nanopore RNA sequencing
(Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Egyesiilt
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Kirdlysiag) és a NanoString Technologies (Seattle, WA,
Amerikai Egyesiilt Allamok).

Noha a circRNS-kutatds még csak a hajnalat ¢li, és a
tumorgenezisben betoltott pontos funkciéja még értel-
mezésre var, a circRNS nemcsak igéretes biomarker, de
potencialis tumorellenes gyogyszerek célpontja is lehet.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa anyagi timo-
gatisban nem részesilt.

Szerzdi munkamegosztis: Az 6sszefoglaléd cikk a két szer-
26 kozos munkdja. A cikk végleges valtozatit mindkét
szerzG elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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