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KROZNE RNA IN HEPATOCELULARNI KARCINOM
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Hepatocelularni karcinom (HCC) je najpogostej$a oblika primarnega raka jeter in predstavlja
enega glavnih vzrokov z rakom povezanih smrti na globalni ravni. S trenutno diagnostiko (slikovne
tehnike, biopsija jeter, krvni a-fetoprotein) ta tip raka pogosto odkrijemo v Ze napredovanem
stadiju. V zadnjem desetletju so krozne RNA (circRNA) prisle v ospredje raziskav na podrodju
raka. Vecina $tudij o izrazanju circRNA v tumorjih HCC v primerjavi z oddaljenim netumorskim
tkivom, ki so trenutno na voljo v podatkovni zbirki Gene Expression Omnibus, je bila izvedena na P 22
vzorcih pacientov, zdravljenih v kitajskih zdravstvenih ustanovah. V teh regijah je okuzba s hepatitis B
virusom za razliko od zahodnega sveta $e vedno glavni dejavnik tveganja za razvoj HCC. V povzetku
poro¢amo o karakterizaciji krozne RNA hsa_circ_0062682 in ocenjujemo njen diagnosti¢ni potencial
na pacientih, zdravljenih v slovenskih zdravstvenih ustanovah Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana in Maribor (UKC LJ, UKC MB) (1) ter transkriptomu circRNA 10 pacientov z uporabo
metodologije sekvenciranje dolgih branj tehnologije Oxford Nanopore.

Z analizo Ze objavljenih podatkov, pridobljenih z uporabo mikromrez, smo identificirali 38 (32
nadizrazenih, 6 znizano izrazenih) spremenjeno izrazenih circRNA v tumorjih HCC. Izbrani
kandidatni circRNA hsa_circ_0062682 smo potrdili onkogeni potencial z uporabo funkcionalnih
testov na modelnih celi¢nih linijah HCC. S pomo¢jo biotiniliranih oligonukleotidov v kombinaciji
z masno spektrometrijo ter RNA imunoprecipitacijo smo potrdili vezavne partnerje, med drugim z
YBX1, znanim onkogenom. Zanimivo je dognanje, da je izrazanje hsa_circ_0062682 v nasi kohorti
pacientov, ki imajo metabolno in z alkoholom povezavo etiologijo bolezni, obratno kot v pacientih,
zdravljenih v kitajskih ustanovah. Razlike v izrazanju hsa_circ_0062682 med kohortama nakazujejo
na mozen vpliv etiologije in molekularnih podtipov HCC pacientov, vklju¢enih v $tudijo. Z metodama
RT-qPCR in ddPCR smo dolo¢ili nivo hsa_circ_0062682 v plazmi in tako ocenili njen diagnosti¢ni

potencial neinvazivnega biomarkerja.

Z uporabo tehnologije sekvenciranja dolgih branj Nanopore smo ovrednotili transkriptom circRNA
tumorskega in oddaljenega netumorskega tkiva 10 pacientov s primarnim HCC, zdravljenih v UKC
LJ in UKC MB. Knjiznico circRNA smo pripravili po modificiranem protokolu Rahimi in sod. (2).
V prvem koraku smo uporabili biotinilirane DNA probe proti ribosomalni RNA, ¢emur je sledila
razgradnja linearnih RNA s pomo¢jo encima RNaza R. Tako pridobljen nabor obogatenih circRNA
smo linearizirali, prepisali in pomnozili po Nanopore protokolu »cDNA-PCR Sequencing Kit«
(SQK-PCS111). Z opisanim protokolom smo skupno sekvencirali 323 milijov branj, ki so presegla
dolo¢eno mejno vrednost kvalitete (Q score =2 9). Med temi smo identificirali 21261 molekul
circRNA, katerih mesta povratnega spoja sovpadajo bodisi z eksonskimi mejami ali pa so ta poroc¢ana
v prostodostopnih podatkovnih zbirkah. Znotraj teh 21261 circRNA branj smo identificirali 9672
razli¢nih mest povratnega spoja. Z metodo RT-qPCR smo na 60 vzorcih RNA zaenkrat potrdili
7 circRNA, ki se v tumorskem tkivu spremenjeno izrazajo v primerjavi z okoliskim netumorskim
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tkivom. V prihodnje bomo izrazanje circRNA ovrednotili na vejem $tevilu FFPE vzorcev slovenskih
pacientov. Izbranim kandidatnim circRNA bomo ocenili onkogeno oz. tumor supresorsko vlogo na
modelnih celi¢nih linijjah HCC. S tem upamo, da bomo pripomogli k razumevanju izrazanja circRNA
pri patologiji HCC, predvsem na evropski populaciji pacientov.

Literatura

1. Razpotnik R, Vidmar R, Fonovi¢ M, Rozman D, Rezen T. Circular RNA hsa_circ_0062682 Binds to YBX1 and Promotes Oncogenesis in
Hepatocellular Carcinoma. Cancers. 2022;14(18):4524.

2. Rahimi K, Vene MT, Dupont DM, Kjems ]. Nanopore sequencing of brain-derived full-length circRNAs reveals circRNA-specific exon
usage, intron retention and microexons. Nat Commun. 2021;12(1):4825.

66



