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Tutkielman aiheena on sirkulaarinen RNA ja sen rooli rintasydvassa. Tutkielmassa kasitellaan
sirkulaarisen RNA:n (circRNA) rakennetta sekd toimintaa rintasyévassa. circRNA on rakenteeltaan
yksijuosteista RNA:ta, joka on muodoltaan rengasrakenteinen. circRNA:n rakenne johtuu molekyylille
ominaisesta back-splicing-silmukoinnista, missa rengasrakenne syntyy kovalenttisella sidoksella.
Tarkeimmat biologiset tehtavat circRNA:Ila ovat microRNA-molekyyleihin tarttuminen, RNA:ta
sitovien proteiinien konjugaattina toimiminen, transkription saateleminen ja translaatioon
osallistuminen.

Tutkielmassa tuodaan esiin tdmanhetkiset rintasyovan toteamisen ja hoidon keinot. circRNA on
lupaava rintasyovan diagnostiikan biomarkkeri, mika perustuu circRNA:n ilmenemisen muuttumiseen
syopakasvaimessa. circRNA on spesifinen rintasyovan alatyypille, minka avulla potilaalle voidaan
antaa oikeaa hoitoa. Rintasyopatyyppeja ovat luminaaliset rintasyovat, HER2- rintasyopa ja
kolmoisnegatiivinen rintasyépa. Taimanhetkisissa rintasyévahoidoissa on heikkoutena sy6van
vastustuskyky syopalaakkeille, jonka syntyyn circRNA:t osallistuvat. Tulevaisuuden tutkimuksissa
keskitytaan loytamaan circRNA:han pohjautuvia hoitoja, jotka estaisivat vastustuskyvyn syntymisen.
circRNA:n tutkimuksissa etsitdan myos tasmalaakkeita, jotka vaikuttaisivat circRNA:n ilmenemiseen
kiihdyttavasti tai heikentavasti, milld syovan etenemista ja etdpesakkeiden syntya estetdan.

Asiasanat: circRNA: sirkulaarinen RNA, rintasyopa, miRNA: microRNA, biomarkkeri, rintasyévan hoito
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1 Johdanto

Rintasydopa on naisten yleisin syopd, jonka suurin sairastumisriski on vanha ika.
Rintasyopa todetaan mammografiakuvauksella, rintojen  tunnustelulla tai
kaikututkimuksella. (Vehmanen 2020b.) Rintasydévdan tavanomaisin hoitomuoto on
rinnan saastdva leikkaus, mutta valilld ainoana ratkaisuna on koko rinnan poisto.
Rintasyovan uusiutumisen riskida vahennetdan sadehoidolla, mikad aiheuttaa potilaalle
haitallisia sivuvaikutuksia. Elimistdon jaaneita syOpasoluja havitetaan
liitannaisladkehoidoilla kuten solunsalpaajilla, vasta-ainehoidoilla ja hormonihoidoilla.
Ladkehoidon valintaan vaikuttaa rintasyovan alatyypin tietaminen, joita ovat
luminaalinen, HER2-positiivinen ja kolmoisnegatiivinen rintasyopa. (Vehmanen 2020a.)
Maailmanlaajuisesti on edistytty paljon rintasydévan hoidoissa, mutta sydpaan

sairastuvuus ja kuolleisuus on yha korkeaa (Wang ja Fang 2018).

Sirkulaarinen RNA (circRNA) on yksijuosteista rengasmaista RNA:ta. circRNA:ta
muodostuu back-splicing-silmukoinnilla, joka poikkeaa RNA:n normaalista lineaarisesta
silmukoinnista. Rintasyovan diagnostiikassa circRNA on saavuttanut huomiota sen
merkityksesta rintasyévan tunnistuksessa ja toimimisesta syovan ennusteen
indikaattorina. (Wang ja muut 2023.) circRNA-molekyylit sopivat hyvin rintasyovassa
biomarkkeriksi niiden ominaisuuksien ansiosta: niilla on pitkd puoliintumisika seka
niiden ilmeneminen syopakasvaimessa on spesifistd. circRNA-molekyylien spesifisyyden
ja normaalista poikkeavan kayttdaytymisen ansiosta ne toimivat biomarkkerina

rintasydpatyypin identifioinnissa. (Li ja muut 2019b.)

circRNA osallistuu sy6paan liittyvien prosessien saatelyyn biomarkkerina toimimisen
lisdksi. circRNA:n biologisia toimintoja ovat miRNA-molekyyleihin tarttuminen, RNA:ta
sitovien proteiinien konjugaattina toimiminen, transkription sdately ja proteiinien seka
peptidien koodaaminen. (Wang ja muut 2023.) circRNA:n toimintaan pohjautuvissa
ladkehoidoissa pyritdadan vaikuttamaan syovan syntyyn ja etenemiseen vaikuttamalla

circRNA:n syopaan liittyvien prosessien saatelyyn (Tran ja muut 2020).

Kanditutkielmassa kasittelen circRNA:n ominaisuuksia, kuten rakennetta ja circRNA:n
toimintaa soluissa. Tutkielmassa kasittelen tulevaisuuden mahdollisuuksia kayttaa

circRNA:ta rintasyovan diagnoosissa kuten biomarkkerina rintasyévan alatyypin



identifioinnissa ja syovan ennusteen maarittamisessa. Lisaksi tutkielmassa tuon esiin
tietoa tamanhetkisesta rintasyovan hoidosta, minka pohjalta pohdin circRNA:n

merkitysta rintasyovan hoidossa.



2 Sirkulaarinen RNA

circRNA:ta havaittiin RNA-viruksissa ensimmaisen kerran elektronimikroskoopilla 1976,
milloin circRNA:ta pidettiin virus analogeina (Sanger ja muut 1976). Myéhemmin vuonna
1979 tehdyssa tutkimuksessa circRNA:ta havaittiin  ensimmaisen  kerran
eukaryoottisoluissa elektronimikroskoopilla (Hsu ja Coca-Prados 1979). circRNA-
molekyyleja pidettiin alkuun pieleen menneen silmukoinnin viallisina RNA-
molekyyleind, mika johti taukoon circRNA tutkimuksien kehityksessa. Toinen syy,
tutkimuksien puutteelle on, ettd referenssigenomina kaytettiin lineaarista RNA-
sekvenssid, joka ei tunnista circRNA:n rengasrakennetta. Sekvenssin datasta ovat
poistuneet  tiedot circRNA:sta.  Nykydan  bioinformatiikan  analyysit ja
sekvensointimenetelmat ovat kehittyneet huomattavasti, minka avulla circRNA:n
toimintaa biologisissa prosesseissa on selvitetty. (Wang ja muut 2023.) circRNA-
molekyyleja on olemassa useissa eri lajeissa, mika tukee niiden tarkeytta evoluutiossa ja

innostaa uusille tutkimuksille (Li ja muut 2019b).

2.1 Rakenne

circRNA muodostuu yksijuosteisesta RNA:sta. circRNA:n rakenne on kovalenttisesti
suljettu silmukka, jonka muodostamista avustaa RNA-polymeraasi Il (Tran ja muut
2020). Normaalisti RNA silmukoidaan lineaarisesti, mutta circRNA:lla on vaihtoehtoista
back-splicing-silmukointia (Wang ja muut 2023). Lineaarisessa silmukoinnissa liitetdaan
eksonit yhteen ja poistetaan intronit. Transkription jadlkeisessa muokkauksessa
lineaariseen ldhetti RNA:han lisatdan 5- hantaan CAP-rakenne ja 3’-hdntdan poly-A-
hanta. Lineaarisessa silmukoinnissa silmukoidaan 5’-paan silmukoinnin luovuttaja (engl.
splice donor) 3’-paan silmukoinnin vastaanottajaan (engl. splice acceptor), mutta back-
splicing — silmukoinnissa luovuttaja ja vastaanottaja menee vastakkaisesti, koska 3’-pdan
silmukoinnin luovuttaja liittyy 5’-pdan silmukoinnin vastaanottajaan kovalenttisesti.
(Chen ja Yang 2015.) circRNA:n silmukointi tapahtuu eksoneita, introneita tai niita
molempia silmukoiden. Taman seurauksena circRNA:ta on olemassa kolmea tyyppia:
eksoni-circRNA:ta, sirkulaarista introni-circRNA:ta seka eksonia ja intronia sisdltavaa
RNA:ta. (Li ja muut 2019a.) Suurin osa circRNA:sta on silmukoitu eksoneista ja nykydan
termilld circRNA viitataan paaasiassa eksoneista silmukoituun sirkulaariseen RNA:han

(Wang ja Fang 2018).



Kolmella erilaisella circRNA-tyypilla on myds erilaiset tavat muodostaa silmukkarakenne.
Ensimmainen silmukoimismetodi on eksonien viliin jattaminen, missa syntyy eksoneita
ja introneita sisaltdvaa circRNA:ta (kuva 1A). Eksonien véliin jattdmisessa circRNA:n
rengasrakenne muodostuu, kun eksonien vilille muodostuu kovalenttinen sidos. (Wang
ja Fang 2018.) Eksonien valiin jattamisessa syntyy circRNA:n lisdksi lineaarista lahetti-
RNA:ta, josta ovat poistuneet circRNA:n sisdltamat valiin jatetyt eksonit, ja introneja
sisaltava lassorakenne. Lassorakenteesta voi syntya pelkdstdaan introneita sisaltavaa
circRNA:ta, jos se padsee pois RNA:n lassorakennetta pilkkovan entsyymin luota (engl.

DBR1 debranching RNA lariats 1). (Tran ja muut 2020.)
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Kuva 1:circRNA:n back-splicing silmukointi. A) circRNA:n silmukointi ensimmaisell& back-splicing menetelmalla,
joka on eksonien véliin jattdminen. (engl. exon skipping). Eksonien valiin jattdmisessa syntyy introneista
lassorakenne,eksoni-introni-circRNA ja l&hetti RNA:ta. B) Toinen silmukoimismetodi on intronien pariutuminen (engl.
intron pairing), jossa syntyy eksoni-circRNA tai eksoni-introni-circRNA. C) Kolmas silmukoimismetodi on intronien
yhdistdminen RNA:ta sitovilla proteiineilla, RBP (engl. RNA binding protein). Silmukkarakenteen syntyminen
edellyttdd RNA:ta sitovien proteiinien dimerisoitumisen. (Tran ja muut 2020.)

Toinen silmukoimismetodi on intronien pariutuminen, missa syntyy pelkastdan
eksoneita sisdltavaa circRNA:ta tai myos intronia sisaltavaa circRNA:ta. (Wang ja Fang
2018) Intronien pariutumisessa silmukkaan kuuluvien eksonien molemmille puolille
jaavat vastakkain intronit, jotka pystyvat rakenteeltaan liittymaan yhteen (kuva 1B).
Intronien pariutumisessa vastakkaisten emdasparien vilille muodostuu sidoksia, mika

mahdollistaa circRNA:n sulkeutuneen rengasrakenteen. (Tran ja muut 2020.) Eksonien



valilla olevilla introni-alueilla on toistuvia elementtejd, kuten ALU-toistojaksoja.
Intronien pariutuminen tapahtuu usein nadiden toistuvien ALU-jaksojen valilla eli
circRNA:n muodostumiselle on etuna, ettd esilahetti-RNA:lla on pitkat intronit. (Wang ja

Fang 2018.)

Kolmas circRNA:n silmukoimistapa on intronien yhdistaminen RNA:ta sitovilla
proteiineilla (engl. RNA-binding protein, RBP), milloin syntyy vain eksonia sisaltavaa
circRNA:ta (kuva 1C). circRNA:n rengasrakenteen syntyminen vaatii silmukoitavien
eksonien molemmilta puolilta RBP:t, jotka sulkevat silmukan. Silmukan sulkeutuminen
ja proteiinien aktivoituminen vaativat RBP:n dimerisaation. (Tran ja muut 2020.)
Dimerisaatiossa proteiinit liittyvdt muodostaen toimivan yksikon, joka on joko

homodimeeri tai heterodimeeri (Dang 2022).

circRNA:t ovat kestavia rakenteeltaan, mika perustuu circRNA:n silmukkarakenteeseen,
josta puuttuu 5’-padstd CAP-rakenne ja 3’-pdasta poly-A-hdntd. Tama estdd RNA-
eksonukleaasia tai RNaasi R:33 hajottamasta circRNA:ta. Naista edelld mainituista syista
circRNA on kestavampi rakenteeltaan kuin lineaarinen RNA ja silla on pidempi
puoliintumisaika. Nama piirteet tekevat circRNA:sta ideaalisen biomarkkerin
diagnostiikassa. (Li ja muut 2019a; Wang ja Fang 2018.) circRNA-molekyylit ovat
levinneet laajasti elimist6on, silla ne voivat kulkea solunulkoisessa nesteessa. circRNA:ta
voidaan havaita veren plasmasta sekad eksosomeista, mika tukee myos circRNA:n kayttoa

rintasyévan diagnostiikassa. (Li ja muut 2019b.)

2.2 Toiminta

circRNA:t vaikuttavat microRNA-molekyylien toimintaan. mikroRNA eli miRNA on
koodaamatonta RNA:ta, jonka pituus on 19-24 nukleotidia. miRNA on tarkea solujen
biologisissa prosesseissa, kuten jakaantumisessa, kehittymisessd, apoptoosissa sekd
metaboliassa. (Misir ja muut 2020.) miRNA:t osallistuvat muun muassa syopdasolujen
geenien sdatelyyn (Z. Wang ja muut 2023). circRNA:t sisdltdavat vaihtelevia maaria
miRNA:ssa olevia MRE-alueita (engl. miRNA response element), jotka sitovat miRNA:ta
circRNA:han. circRNA:t pystyvat myos varastoimaan tai kuljettamaan miRNA:ta, minka

takia circRNA:ta kutsutaan miRNA-pesusieneksi (engl. miRNA sponge). (Misir ja muut



2020.) circRNA:han voi tarttua useita kymmenia miRNA-molekyylejd, jotka sitoutuisivat
muuten ldhetti-RNA:han. circRNA:t voivat tamadn seurauksena inhiboida miRNA:ta
estamalla lahetti-RNA:n ja miRNA:n kohtaamisen tai kiihdyttaa miRNA:n kohdegeenien

ilmenemista. (Kuva 2A) (Wang ja muut 2023.)
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Kuva 2: circRNA:n toiminta. A) miRNA:n tarttuminen circRNA:han MRE-alueisiin (engl. miRNA sponging), mik&
inhiboi miRNA:ta tai kiihdyttdd miRNA:n kohdegeenien ilmenemistd. B) RNA:ta sitovien proteiinien (RBP)
konjugaattina toimiminen (engl. protein binding). circRNA muodostaa kompleksin RBP:n kanssa ja vaikuttaa sen
aktiivisuuteen ja proteiinien sijaintiin solussa. C) circRNA:t saatelevat transkripitiota sitoutumalla RNA polymeraasi
I1:n promoottoriin (Pol I1). Pol Il:seen sitoutuminen kiihdyttaa circRNA:n ilmenemisté. D) circRNA:t pystyvat koodata
mikropeptidejd ja proteiineja translaatiolla (engl. coding for proteins), koska circRNA:ssa on yli 100 aminohapon
avoin lukukehys, ORF. Joistain circRNA-molekyyleista 16ytyy myds AUG aloituskodoni ja kyky sitoutua ribosomiin.
(Tran ja muut 2020.)

circRNA:t voivat toimia myos RNA:ta sitovan proteiinin konjugaattina. RBP:t sitoutuvat
RNA:han seka osallistuvat RNA:n transkriptioon, silmukointiin ja hajoamiseen. RBP:t

ovat mukana lisédmassa poly-A-hdnnan esiaste-RNA:han. (Wang ja muut 2023.) circRNA
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sitoutuu RBP:hen muodostaen kompleksin, joka sddtelee proteiinien sijaintia solun
sisalla seka prosessiin osallistuvien proteiinien aktiivisuutta (Kuva 2B) (Zeng ja muut
2022). Tutkimuksissa on loydetty RBP nimeltd HuR (engl. human antigen R), joka pystyy
vakauttamaan lahetti-RNA:ta ja saatelemaan niiden translaatiota. Tutkimuksessa
huomattiin circ-1073-molekyylin sitoutuvan HuR-proteiinin, milloin proteiinikompleksi

estda kasvaimen kasvua rintasyovassa. (Wang ja muut 2023.)

Useimmat circRNA:t osallistuvat lahetti-RNA:n sdatelyyn toimimalla miRNA-sienen3,
mutta osa sadtelee geenien cis- ja trans-transkriptiota. (Wang ja Fang 2018) circRNA:t
voivat kiihdyttda muiden geenien ilmenemista tai suosia circRNA:n ilmenemistd, mika
inhiboi mMRNA:n syntymistda. Eksoni-introni-circRNA:t kiihdyttavat lahetti-RNA-
molekyylien transkription aloitusta sitoutumalla DNA:n promoottorialueelle, mika
kiihdyttdaa circRNA:n syntya (Kuva 2C). (Tran ja muut 2020.) Eksoni-introni-circRNA:t
muodostavat esikompleksin U1snRNA:n (engl. U1 spliceosomal RNA) kanssa, milla
sitoutuu RNA-polymeraasi ll:n promoottoriin. UlsnRNA stimuloi RNA polymeraasi Il:sta
muodostamaan ensimmaisen fosfodiesterisidoksen. Transkription pidennysvaiheelle
oleellinen vaihe on RNA-polymeraasi Il:en fosforyloituminen. Vain intronia sisaltavat
circRNA:t osallistuvat transkription saatelyyn sitoutumalla fosforyloituneeseen RNA-
polymeraasi ll:een. (Bose ja Ain 2018; Wang ja muut 2023.) Introniset circRNA:t
kiinnittyvat RNA-polymeraasi ll:een ja kiihdyttavat oman lahetti-RNA:n tuottamista
(Tran ja muut 2020).

circRNA-molekyyleja on pidetty koodaamattomana RNA:na, koska niilta puuttuu 3’-ja 5’-
paat seka ribosomin sitoutumispaikat. Viimevuosina on huomattu, etta circRNA:t voivat
kumminkin sitoutua ribosomiin ja jotkut sisaltavat aloituskodonin AUG. Tama
mahdollistaa, ettd circRNA pystyy koodaamaan mikropeptideja ja pienia proteiineja
translaatiolla (Kuva 2D). (Wang ja muut 2023.) circRNA:n kyky toimia translaation
templaattina liittyy siihen, ettd osalla circRNA-molekyyleistd on yli 100 aminohapon
pituinen avoin lukukehys ORF (engl. open reading frame) (Tran ja muut 2020; Zeng ja

muut 2022).
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3 Rintasyopa

Rintasyopa on yksi kolmesta maailman yleisimmista sydvasta ja naisilla yleisin
pahanlaatuinen sy6pa (Harbeck ja Gnant 2017). Suomessa sairastuu vuosittain noin
5000 naista rintasyopaan, mutta elamansa aikana sairastuneiden osuus on vyksi
seitsemdsta naisesta. Rintasyopaa todetaan Suomessa eniten vaihdevuosia lahestyvilla
naisilla. Keski-ika rintasyovan toteamiselle on 60 vuotta. Rintasyovan riskitekijoita on
monia, mutta suurin riski on ika. Muita riskitekijoita ovat muun muassa ylipainoisuus,
runsas alkoholin juominen ja muuten epaterveelliset syOmistottumukset. 30 %
rintasydopatapauksista on huonojen elintapojen seurausta. 5-10 % todetuista
rintasyovistd johtuu geneettisesti periytyvastda sairastumisriskistd BRCA-geeneissa.
(Vehmanen 2020b.) Mutaatiot BRCA 1- ja 2-geeneissad lisdavat rintasyopaan
sairastumisriskia, koska geenit eivat pysty toimimaan normaalisti syovan ehkaisyssa

(Winters ja muut 2017).

Rintasydvdssa syopdsolut alkavat kasvaa ja jakaantua hallitsemattomasti ilman
apoptoosia, mikd johtaa kasvaimen syntyyn (Klefstrom 2012). Rintasyopa loydetdan
yleensa kyhmyna rinnassa, joka todetaan kadsin tunnustelemalla. Kyhmyn lisdksi
|oydettdvia oireita rintasydvassa ovat ihon tai nannin vetdytyminen sisddnpain,
epatavallinen nannierite, sinnikas ihottuma seka punoitus ja turvotus rinnassa. Syovalle
olennainen ominaispiirre on metastaasien eli etapesdkkeiden syntyminen. Rintasyopa
valilla huomataan vasta etdapesdkkeen sijainnin oireista. Suomessa 50-69-vuotiaille
naisille tehddan mammografiakuvaukset kahden vuoden valein, missd seulotaan
rintasyopaa rintojen rontgentutkimuksessa. Mikali l6ytyy rintasyopaan viittaavia
merkkeja, rinnasta otetaan biopsia eli paksuneulandyte, josta voidaan todeta syopa

laboratoriossa. (Vehmanen 2020b.)

Rintasyovan hoitona yleisin ratkaisu on leikkaushoito, jossa koko rinta poistetaan tai
paadytaan vyksilollisesti parempaan leikkaustyyppiin. Saadstavassa leikkauksessa
yhdistetaan rintasyévan hoitoon sadehoitoa vahentdmaan sydvan uusiutumisen riskia.
Séadehoidon merkitys syovan hoidossa on vahentad paikallisen uusiutumisen riskia ja
parantaa syovan ennustetta. Sddehoidon negatiivisia puolia ovat ihon arsytysoireet ja
hoidetun rinnan muuttuminen aiempaa tiivimmaksi. Sddehoito saattaa jattaa rintaan

pistelevan tai kutittavan tuntemuksen pitkaksi aikaa. (Vehmanen 2020a.)
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Rintasydvadn hoitoon liitetdan usein ladkehoito, jolla ehkdistdadn sydvan uusiutumista
havittamalla elimistoon jadneet sydpasolut. Ladkehoitoa suunnitellaan hoitotavaksi, jos
imusolmukkeissa on etdpesakkeita, syopa on suuri kooltaan tai rintasyovan alatyyppi on
aggressiivinen. Solunsalpaajat ovat yksi rintasyOpaan kaytettavista laakehoidoista.
Solunsalpaajien toiminta perustuu syOpdasolujen tuhoamiseen niiden
jakautumisvaiheessa. Tama takia ne ovat tehokkaimpia aggressiivisten sydpien
hoidossa, joissa solujen jakautuminen on nopeinta. Solusalpaajien kaytdssa haittapuoli
on lisdantynyt tulehdusriski, mutta sen lisdksi esiintyy esimerkiksi pahoinvointia,
hiustenlaht6d, uupumusta, heikentynytta hedelmallisyyttd ja painonnousua.
Solunsalpaajahoitojen haittavaikutukset rajoittavat niiden kayttoéa iakkdaimmilla
ihmisilla. Toinen rintasyovassa kaytetty ladkehoito on vasta-ainehoito, jota kaytetaan
HER2-positiivisessa rintasyovassa solunsalpaajien lisdksi. Vasta-ainehoito voi aiheuttaa
sydanhaittoja, mutta harvoin hoitoihin liittyy muita haittavaikutuksia. Luminaalisiin
syopiin kdytetdan hormonihoitoa, joka estda estrogeenin tai progesteronin toimintaa.
Hormonihoitoa kaytetaan viidesta vuodesta kymmeneen vuoteen riippuen rintasydvan
uusiutumisriskistd. Hormonihoidon suurimmat haitat ovat vaihdevuosioireet, ja
yleisimpana kaytetty tamoksifeeni-ladke lisaa laskimoveritulpan ja kohtusydvan riskia.

(Vehmanen 2020a.)
3.1 Rintasyopatyypit

Yleisin rintasyopatyyppi on ER-positiivinen eli ER+, joka todetaan kolmasosalta
rintasydpadn sairastuneista henkiloista (Wang ja muut 2023). ER-positiivista syopaa
kutsutaan luminaaliseksi syovaksi, jossa ilmenee estrogeenireseptoreja. Luminaalista
syOpaa esiintyy myos PR-positiivista (PR+), eli siina ilmenee progesteronireseptoreita.
(Barzaman ja muut 2020; Vehmanen 2020b.) Luminaalisesta syovastd on olemassa A-
ja B-muotoa, joista B-muoto on aggressiivisempi, koska siinad solujen jakautuminen on
nopeampaa (Vehmanen 2020b). Hoitona ER+-rintasyOpdatyyppia vastaan kaytetdan
antihormonaalista hoitoa, joista yleisin lddke jo vuosikymmenten ajan on ollut
tamoksifeeni (Wang ja muut 2023). Tamoksifeenin toimintaperiaate on estaa
estrogeenin sitoutuminen estrogeenireseptoriin (Barzaman ja muut 2020). Osalla
potilaista syntyy kumminkin vastustuskyky tamoksifeenia vastaan, jonka syntyyn liittyy

koodaamattomat RNA:t, kuten circRNA. Resistenssi tamoksifeenille syntyy mm.
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Hsa_circ_0025202-nimisella circRNA:lla, joka tarttuu miR-182-5p-microRNA:han ja
sadtelee FOXO3-tekijan aktiivisuutta. (Wang ja muut 2023.)

Toinen rintasyopatyyppi on HER2-positiivinen (HER2+) sybpd, joka perustuu HER2-
reseptorin monistumiseen. HER2-reseptori on ihmisen epidermaalisen kasvutekijan
reseptori. (Vehmanen 2020b.) HER2+-rintasyovan hoitoon kdytetdan monoklonaalisia
vasta-aineita, kuten trastutsumabia ja pertutsumabia, jotka inhiboivat mikrotubuluksia
(Barzaman ja muut 2020). Vasta-aineiden lisdksi HER2+-syévan hoidossa kdytetdan
tyrosiinikinaasi-inhibiittoreita, kuten lapatinibi-ladkettd (Wang ja muut 2023).
Aggressiivisissa rintasyovissda, kuten HER2-positiivisessa ja kolmoisnegatiivisessa
rintasyovassa, hoito aloitetaan ladkehoidolla, jota seuraa sydpdkasvaimen leikkaus

(Vehmanen 2020a).

Kolmas rintasyovan biologinen alatyyppi on kolmoisnegatiivinen rintasyopa, jossa ei ole
ollenkaan estrogeeni- tai progesteronireseptoreita eikda HER2-reseptoreita (Vehmanen
2020b). Kolmoisnegatiivista rintasyopaa kutsutaan TNBC-syovaksi (engl. Triple Negative
Breast Cancer). TNBC-sybopa on naistd syoOvistda pahanlaatuisin ja silld on suurin
todennakoisyys rintasyopatyypeista tuottaa etdpesakkeitd. TNBC reagoi huonosti
perinteisiin kemoterapiahoitoihin eikd siihen ole hyvin tehoavaa tarkennettua

terapiamuotoa. (Wang ja muut 2023.)
3.2 Sirkulaarinen RNA rintasydvassa

Uusissa tutkimuksissa on loydetty useampia circRNA-molekyylejd, jotka ovat osana
rintasyovan etenemista. Tutkimuksissa huomattiin circRNA-molekyylien kayttaytyvan
epanormaalisti rintasyovassd verrattuna terveeseen rintakudokseen. (Zeng ja muut
2022) Vuonna 2018 tehdyssa tutkimuksessa geenisirutekniikalla rintasydvasta loydettiin
1155 circRNA-molekyylia, jotka toimivat epanormaalisti kudoksessa. (Shi ja muut 2018;
Wang ja Fang 2018). On huomioitavaa, etta tutkimukset ovat uusia ja kaikkea tietoa ei
olla vield 16ydetty. Rintasyovassa circRNA:t muuttuvat aktiivisiksi ja osallistuvat syovan
karsinogeenisyyteen sekd etapesidkkeiden ja kemoresistenssin syntyyn (Li ja muut
2019a). Osalla circRNA:sta on todettu olevan rintasyévan syntyyn edistédvia
ominaisuuksia, mutta osa circRNA molekyyleista vaimentaa kasvainten kasvua (Wang ja

muut 2023).
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CircRNA:t osallistuvat rintasydvassa syopasolujen jakaantumiseen sekda syovan
etenemiseen, kuten kasvaimen etdpesdkkeiden syntymiseen (Wang ja Fang 2018).
Osallistuminen perustuu circRNA:n toimimiseen miRNA-sienena. Esimerkiksi circHMCU-
molekyyli esiintyy rintasyovassa aktiivisempana, mika lisda syopasolujen jakaantumista,
siirtymista seka laajenemista terveisiin kudoksiin vaikuttamalla solujen solusykliin.
Taman lisaksi circHMCU pystyy sitoutumaan miRNA let 7 - perheen jaseniin, mika
kiihdyttaa let 7 — perheen kohdegeenien esiintymista. (Zeng ja muut 2022.) Taulukossa
1 on vuosilta 2017-2022 tutkimuksia, joissa on todettu eri rintasydpatyypeissa esiintyvia
circRNA-molekyyleja seka niiden vaikutuksia syévan etenemiseen ja syntyyn. Taulukossa
olevat circRNA:t vaikuttavat sy6paan toimimalla miRNA-sienena, minka takia taulukossa

mainitaan osallistuva miRNA-molekyyli. (Wang ja muut 2023.)

Taulukko 1:circRNA:n vaikutukset eri rintasyOpatyypeissa vuoden 2017-2022 tutkimuksissa.(Muokattu: Z. Wang ja
muut 2023).

circRNA . Muuntu-n ut Osallistuva miRNA Kohdeproteiini Vaikutus
ilmentyminen
ER+-rintasydpa
tamoksifeeni herkkyys, lisdantyminen,
circRNA_0025202 heikentynyt miR-182-5p FOXO3a kyy Y

etdpesakkeiden synty ja levidminen

kasvu, solusyklin eteneminen,
circPGR kiihtynyt miR-301a-5p CDK1/CDK6/ CHEKZ etdpesdkkeiden synty, levidminen ja
tunkeutuminen terveeseen kudokseen

HER2+-rintasydpa

elinkelpoisuus, levidminen ja

irchMmMpP11 kiiht iR-153-3 ANLN
ere fintynyt m P tunkeutuminen terveeseen kudokseen
TNBC
) - ) lisgantyminen, vaeltaminen ja
SEPTS kiiht R-637 LIF
eire fintynyt m tunkeutuminen terveeseen kudokseen
lisdntyminen, vaeltaminen ja
circFBXW7 heikentynyt miR-197-3p FBXW7 4 ) I
kasvaimen kasvu
eteneminen ja etépesikkeiden
hsa_circ_0044234 heikentynyt miR-135h GATA3 ) ; P
-~ syntyminen
circHIF1A kiihtynyt miR-149-5p AKT/STAT3 kasvu ja etdpesakkeiden syntyminen

lisdantyminen, vaeltaminen,
circUBE2D2 kiihtynyt miR-512-3p CDCA3 tunkeutuminen terveeseen kudokseen,
doksorubisiinille vastustuskylky

Toinen tapa, miten circRNA osallistuu rintasyovan saatelyyn, on syopaan liittyvan
signaloinnin kautta. Kasvavassa maarassa tuloksista on paadytty tulokseen, etta circRNA
pystyy saadellda rintasyopaa vaikuttamalla kohdegeeneihin tai miRNA:han, joka

puolestaan on yhteydessa syopaan liittyviin signalointireitteihin. (Wang ja Fang 2018.)
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Erds signalointireitti on PI3K-AKT-FOXO, jossa kasvutekijat aktivoivat PI3K:n, joka saa
puolestaan AKT:n aktivoitumaan, joka inaktivoi FOXO3:n fosforyloinnilla. Aktivoitunut
signalointireitti saa FOX03:n siirtymdan tumasta solulimaan eli pois kohde geenien
luota. (Smit ja muut 2015; Yang ja muut 2016.) FOXO3 on sydvan syntya estava geeni,
jonka aktivoituminen johtaa solukuolemaan, solusyklin pysdhtymiseen seka useissa
kudoksissa stressin vastustuskykyyn. PI3K-AKT-FOXO signalointireitin aktivoitumisella ja
FOX03:n inhiboinnilla on rintasyopada edistava vaikutus. Rintasydvassa circ-FOX03
tarttuu kiinni miRNA:han, johon FOXO3 mRNA muuten sitoutuisi. circ-FOX03:n ansiosta
FOX03:n mRNA pysyy vapaana ja FOXO3-proteiinin translaatio voi tapahtua normaalisti.
Tama aiheuttaa syopasoluissa solukuoleman ja estda rintasyovan etenemista. (Wang ja

Fang 2018; Yang ja muut 2016.)
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4 Sirkulaarisen RNA:n kliininen merkitys
4.1 Diagnostiikka

Tutkimuksissa on todettu circRNA:n nouseva merkitys rintasyévan diagnosoimisessa,
mikda perustuu molekyylin kykyyn toimia biomarkkerina. circRNA:t osallistuvat
rintasydvan aikaiseen diagnoosiin, jonka tunnistustapana toimii ei-invasiivinen
nestemainen biopsia. CircRNA-molekyyleilld on pitka puoliintumisika (yli 48h) ja levidvat
elimistdssa verenkierron mukana, mikda tekee molekyylistd ideaalisen rintasydvan
biomarkkerin nestemaisissa ndytteissa. (Wang ja muut 2023.) CircRNA molekyyleja
voidaan havaita veren lisdksi plasmasta, seerumista sekd eksosomeista (Zeng ja muut
2022). Eksosomit ovat halkaisijaltaan 30—100 nm kokoisia vesikkeleita, jotka sisaltdavat
molekyyleja kuten proteiineja ja RNA:ta eli sisdltden myos circRNA:ta. circRNA:ta
sisaltavat eksosomit ovat loistava biomarkkeri syovassa, koska ne lisdavat diagnostiikan

tarkkuutta ja herkkyytta. (Wang ja muut 2023.)

Biopsioista voidaan selvittda tiettyjen circRNA-molekyylien ilmeneminen ja verrata sita
terveen kudoksen pitoisuuteen. Rintasyévan alatyypeille on ominaiset circRNA:t, joiden
ilmeneminen on normaalista poikkeavaa, minka takia biopsialla voidaan selvittda
rintasyopatyyppi. Rintasyévassa circRNA:n ilmeneminen on kiihtynytta tai normaalista
ilmenemisestd heikentynytta riippuen kyseisesta circRNA:sta. (Wang ja muut 2023.)
CircRNA:n kayttamiseksi aikaisessa syovan diagnoosissa tarvitaan jatkuvia tutkimuksia
uusien circRNA molekyylien loytamiseksi sekd niiden ilmenemisen selvittdmiseksi

normaalissa kudoksessa ja syopakudoksessa.

CircRNA:ta voidaan hyodyntdaa myods maarittamaan syovan etenemista. Syévan ennuste
on tarkedd potilaalle, jotta tiedetddan syovan kayttdaytyminen tulevaisuudessa, ja
potilaalle pystytadn antaa parasta hoitoa sekd tarjota syovan tehokasta seurantaa. Osa
circRNA-molekyyleistd toimivat syovan etenemisessa epdsuotuisina biomarkkereina,
joita ei toivota potilaan naytteessa olevan. Esimerkki epdsuotuisasta biomarkkerista on
circZNF609, jonka korkea pitoisuus on yhteydessa syovan levidamiseen imusolmukkeisiin
ja heikompaan syovasta selviytymisprosenttiin. Erityisesti kolmoisnegatiivisessa
rintasyovassa on tarkeda kayttda circRNA:ta biomarkkereina syovdn etenemisen

diagnosoimiseen. TNBC on aggressiivisin rintasyopatyyppi, mutta tieto syodvan
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kehittymisesta antaa mahdollisuuden ennakoida sydvan hoidossa ja aloittaa oikea

hoitotapa mahdollisimman ajoissa. (Wang ja muut 2023.)

Kaikki circRNA:t eivat toimi epdsuotuisina rintasydévan biomarkkereina vaan osalla on
positiivinen merkitys. Rintasyopda sairastavilta potilailta on [6ytynyt tutkimuksessa
circ_LARP4-biomarkkeri, joka on yhteydessa kasvaimen pienenemiseen ja parempaan
syovan ennusteeseen. Toinen suotuisa circRNA-biomarkkeri on hsa_circ0001073, joka
osoittaa syOpaa sairastavalla olevan pienempi todennakodisyys sairastua rintasyopaan

uudestaan (Wang ja muut 2023).

4.2 Laakeresistenssi

Toimivien ja rintasydpdan tehoavien ladkehoitojen kehittdamisessa on ongelmana
vastustuskyvyn syntyminen syopaldaakkeille eli kemoresistenssi (Wang ja muut 2023).
Kemoresistenssi on suuri ongelma syovan hoidossa, minka takia circRNA:n toiminnan
ymmartaminen rintasydvassa on tarkeda. Tiedon avulla voitaisiin antaa parempaa
hoitoa, kun osataan ennustaa syopaladkkeen resistenssin mahdollinen syntyminen.
Kemoresistenssin syntymisen ehkdisemiselld tamanhetkiset rintasydvan solunsalpaaja-

ja hormonihoidot tehoaisivat paremmin. (Sarkar ja Diermeier 2021.)

Kemoterapiaan voi syntya vastustuskyky usealla eri tavalla, mutta tutkimuksissa on
huomattu circRNA:n osallistuvan resistenssin  syntyyn. Kemoterapiaa vastaan
vastustuskykyisessa syopdkasvaimessa esiintyy circRNA-molekyyleja, joita ei muuten
rinnassa esiintyisi, milla uskotaan olevan merkitysta resistenssin syntyyn. Tutkimus on
vield uutta ja pintapuolista, minka takia ei pystyta viela maarittamaan circRNA:n osuutta
ladkeresistenssin syntyyn. Tutkimuksissa on kumminkin huomattu circRNA-molekyylien
normaalista poikkeavaa ilmentymistd ladkehoidolle vastustuskykyisissa kasvaimissa.

(Wang ja muut 2023.).

Doksorubisiini-ladkkeelle syntyvaan resistenssiin osallistuu circKkDM4C eli se voi toimia
biomarkkerina ladkkeen resistenssin synnylle. Viitettd tukee circKkDM4C ilmentymisen
heikentyminen ja toimiminen miRNA-sienend miR-548p-molekyylille, mika estaa
kasvaimen kasvamista ja vahentaa doksorubisiini-ladkkeen vastustuskykya. (Sarkar ja

Diermeier 2021.) Resistenssin syntyyn Paklitakseli-ladkettd vastaan osallistuvat muun
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muassa circ-RNF111, circ-ABCB10 ja hsa_circ_0006528, joiden ilmentyminen on
kiihtynytta vastustuskykyisessa kudoksessa verrattuna kudokseen, johon ladke tehoaa.
hsa_circ_0006528 on myds kiihtyneesti ilmentynyt rintasyovdssd, joka on
doksorubisiinille vastustuskykyinen. HER2+-rintasyopaan tarkein ladkehoito on
antihormonaalinen hoito, jonka haasteena on myos lddkeresistenssi. Yleisin
antihormonaalinen ladke on trastutsumab, jota kohtaan voi sydpa voi tulla
vastustuskykyiseksi. Tutkimuksissa on huomattu, ettda Hsa_circ_0001598 ja circ-BGN
ilmentyminen on kiihtynytta trastutsumab-resistensseissa kudoksissa (Wang ja muut

2023.)

4.3 Biologinen tasmalaake

Osa circRNA-molekyyleistd toimivat rintasyovdssa liiallisesti ilmentyneend ja
karsinogeenisina eli syopada aiheuttavina. Biologisessa tasmaladakehoidossa keskitytaan
ndiden circRNA-molekyylien inhiboimiseen. (Tran ja muut 2020.) circRNA:han
kohdistuvassa hoidossa pyritdan laskemaan karsinogeenisten circRNA-molekyylien
ilmentyminen normaalille tasolle. Yleisin tapa on toimittaa lyhyttd, rakenteeltaan
hiuspinnia muistuttavaa RNA:ta (engl. short hairpin RNA, shRNA) tai pienta hairitsevaa
RNA:ta (engl. small interfering RNA, siRNA) sy6pdkasvaimen luo. Nama RNA-molekyylit
kohdistavat toimintansa circRNA:n rengasrakenteen kiinnittymiskohtaan, mika inhiboi
ilmenemista. Rintasyovassa esimerkiksi circDnmtl-molekyylit ovat liiallisesti
ilmentyneend, mika edistda p53 ja AUF1 proteiinien siirtymistd solun tumaan. Muutos
aiheuttaa solussa autofagosytoosia, eli solun omien osien hajottamista lysosomissa,
sekd edistdad kasvaimen kasvua. (Li ja muut 2021; Rogers 2024.) Hiirelld tehdyssa
tutkimuksessa SiRNA liitettiin polyetyleeniglykolilla vakautettuihin
kultananopartikkeleihin (PEG-AuNPs), joiden kohteena oli circDnmt1 (Li ja muut 2021;
Wang ja muut 2020). siRNA esti circRNA:n normaalia toimintaa ja proteiinien siirtymista
tumaan, minka takia solujen autofagosytoosia ei tapahtunut nostaen hiiren elinikaa (Li

ja muut 2021).

Toinen hoitotapa tdasmalddkehoidossa on lisdtd syovan kasvua ehkaisevat circRNA:t,
joiden ilmeneminen on heikentynyt rintasyovassa (Li ja muut 2021). Kasvainten kasvua

estdvien circRNA-molekyylien etuna ovat circRNA-molekyylien pidemmat
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puoliintumisajat verrattuna muihin RNA-hoitoihin. Pidemman puoliintumisajan ansiosta
annosteltu ladkemaara voi olla pienempi ja harvemmin annosteltuna, koska circRNA:t
eivat hajoa yhta nopeasti. (Tran ja muut 2020.) Tasmaladkehoidoissa halutaan kiihdyttaa
syovan ehkaisevien circRNA-molekyylien ilmentymista, mita varten tuotetaan circRNA:n
ilmenemista avustavia rakenteita. Aiemmin tutkielmassa mainittu circFOXO3 on sy6van
kasvua ehkaiseva circRNA, jonka ilmeneminen on rintasyovassa heikentynyt. Hiirelld
tehdyssa tutkimuksessa circFoxo3-molekyylin aktiivisuuttaa lisattiin  liittamalla
circRNA:ta ilmentava plasmidi PEG-AuNP-partikkeliin, mika lisasi sydpasolujen

apoptoosia seka esti kasvaimen kasvua. (Li ja muut 2021.)
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5 Tulevaisuuden tutkimukset

Useat tutkimukset on tehty kayttdaen julkisia RNA-sekvensointikirjastoja, kuten The
Cancer Genome Atlas (TCGA). Sekvenssikirjasto on tehty poly-A-hannalla rikastettuna eli
sekvensoinnissa tunnistetaan RNA:t, joissa on poly-A-hanta. Taman seurauksena useat
circRNA:t ovat saattaneet jadada sekvensoimatta. Tulevaisuuden tutkimuksia varten
pitaa tehda uudet sekvenssikirjastot, jotka sisaltdavat circRNA:t tunnistettuna. (Sarkar ja

Diermeier 2021.)

circRNA-molekyyleillda on monta eri kohdekudosta seka ne osallistuvat usean sairauden
syntyyn. Esimerkiksi aiemmin tutkielmassa mainittu circFoxo3 on osallisena
sydanlihaksen vanhenemiseen, eturauhassydvan kemoresistenssin synnyssa ja useissa
muissa syovissa. circRNA:n ilmenemisen muuttamisessa on riski, ettd se vaikuttaa
muihin elimiston kudoksiin. circRNA:han kohdistuvassa ladkehoidossa on tarkeaa tietaa
circRNA:n potentiaaliset vaikutukset koko elimisto6én ennen kuin ladketta voidaan
kdyttaa syovan hoidossa. circRNA:han pohjautuvissa hoidoissa pitda parantaa
ladkkeiden spesifisyyttd ja vahentdd muihin kudoksiin olevaa vaikutusta ennen kuin
ladke on toimiva. Tutkimuksien avulla I6ydetaan myds rintasyovalle spesifisemmat

biomarkkerit. (Li ja muut 2021.)

circRNA:n toimintaan pohjautuvassa ladkehoidossa on kehitteilld synteettisia circRNA-
molekyyleja. Synteettiseen circRNA:han voidaan lisata miRNA:ta sitovia alueita, milloin
circRNA:n toimiminen miRNA-sienend tehostuu. Synteettistda circRNA-molekyylia
voidaan myos muokata siten, etta siita puuttuu lopetuskodoni. Tama mahdollistaa, etta
circRNA:sta tuotetaan jatkuvasti proteiinia translaatiolla. (Li ja muut 2021.) Haasteena
tulevaisuuden tutkimuksissa on, ettd synteettisistd circRNA-molekyyleistd ei tiedetd
vield, minkalainen vaikutus niillda on immuunijarjestelmaan. circRNA:t muistuttavat
muodoltaan virusanalogeja, minka takia niitd luultiin alkuun viruksiksi ja se saattaa
vaikuttaa elimist0ssa syntyvadan immuunireaktioon. (Sanger ja muut 1976; Tran ja muut
2020) RNA-terapian riskind on, ettd elimistdssa syntyy tulehdusreaktio-oireyhtyma
(engl. systemic inflammatory response syndrome, SIRS), jossa elimistoon tulee liiallinen
tulehdusvaste. Tulehdusreaktio-oireyhtymassa kiihtynyt kemokiinien, sytokiinien seka
leukosyyttien tuotanto aiheuttaa elinten lamaantumista. (Chakraborty ja Burns 2024;

Tran ja muut 2020.)
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6 Yhteenveto

circRNA:n  tutkimuksien tavoitteena on |0ytdd rintasydvassa normaalista
kayttaytymisesta poikkeavat circRNA:t. Tavoitteena on myods ymmartda circRNA-
molekyylien vaikutus syovan syntyyn ja etenemiseen sekda miten molekyyli vaikuttaa
muualla elimistdssa. Identifioimalla rintasyopatyypille ominaiset circRNA-molekyylit ja
niiden normaalista poikkeava toiminta, nopeutetaan oikean hoidon antamista ja
estetddan sydvan etenemistd. circRNA:n etuna rintasydvan diagnosoimisessa on sen
levittyminen koko elimist6dn veren mukana, mika mahdollistaa potilasystavallisemman

ndytteenoton nestemaisella ei-invasiivisella biopsialla.

Tutkimuksissa on edistytty lupaavasti, kuten synteettisen circRNA:n kehittamisessa,
mutta paljon on viela selvittamatta. circRNA-molekyyleja on vield monia, joita ei ole viela
tunnistettu ja monia, joiden toimintaa ei vield tdysin tunneta. circRNA on lupaava
rintasydvan hoitomenetelma, joka tarjoisi paremman vaihtoehdon perinteisille
rintasyovan ladkehoidoille, jotka aiheuttavat useita negatiivisia sivuvaikutuksia.
Tulevaisuuden tutkimuksissa voitaisiin keskittya 16ytamaan circRNA-molekyylit, jotka
osallistuvat kemoresistenssin syntyyn. Kemoresistenssiin aiheuttavien circRNA-
molekyylien paremmalla tuntemisella tutkimuksissa voitaisiin keskittyd estamaan
vastustuskyvyn syntymistda. Tama parantaisi kemoterapian tehoamista syopaan, milla

olisi positiivinen vaikutus rintasyévan paranemisprosenttiin.
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