STRESZCZENIE

Wkom()rkach eukariotycznych DNA wystepuje gléwnie w formie liniowej, upakowanej
w chromosomy. Poza tym moze tez przybierac postaé kolistych czasteczek. Najdoklad-
niej zbadane zostaly koliste DNA odgrywajace role genoméw mitochondriéw i chloropla-
stow. Niemniej zasob kolistych DNA u Eukarya jest znacznie szerszy. Obejmuje rowniez po-
zachromosomowe czasteczki (ang. extrachromosomal circular DNA; eccDNA): koliste formy
rDNA, pierscienie telomerowe, male polidyspersyjne DNA, mikroDNA oraz inne typy ko-
listych DNA o pochodzeniu jadrowym. Wystepowanie eccDNA potwierdzono u wszystkich
organizmoéw testowanych w tym zakresie. Dotychczasowe badania wykazaly, ze niektére
eccDNA sa obecne na kazdym etapie cyklu komérkowego, podczas gdy inne pojawiaja sie i/
lub ulegaja nagromadzeniu w szczegdlnych okolicznosciach. Dowiedziono, ze akumulacja
eccDNA nierzadko zachodzi w nastepstwie powaznej destabilizacji genomu, bedacej wy-
nikiem stanéw chorobowych czy stresu. Cho¢ w srodowisku naukowym wzrasta zaintere-
sowanie eccDNA, pozostaja one stabo poznanym skladnikiem genoméw eukariotycznych.
Nadal niewiele wiadomo na temat mechanizméw ich formowania, ewolucji oraz ich funkcji
biologicznych.

WPROWADZENIE

Przez dtugi czas srodowisko naukowe postrzegalo genomy eukariotyczne
jako twory stosunkowo stabilne i mocno konserwowane, a takze niezdolne do
natychmiastowej odpowiedzi na dziatanie czynnikéw Srodowiskowych. Uwa-
zano, ze wszelkie zmiany w genomach zachodza powoli, w wyniku diugofalo-
wych proceséw ewolucyjnych. Prezny rozwéj biologii molekularnej, szczegdlnie
w kilku ostatnich dekadach, pozwolit zrewidowa¢é ten poglad. Pojawienie sie
i doskonalenie technik wysokoprzepustowego sekwencjonowania umozliwity
wglad w architekture genoméw na niespotykana dotad skale [1,2]. Badania wy-
kazaly, ze genomy eukariotyczne sg zdecydowanie bardziej plastyczne niz do
niedawna sgdzono. Jednym z przejawéw tej zmiennosci jest powstawanie ko-
listych, pozachromosomowych czasteczek DNA (ang. extrachromosomal circular
DNA; eccDNA) [3].

Endogenne, fizycznie odseparowane od chromosoméw koliste molekuty
DNA wystepuja w komoérkach eukariotycznych gléwnie w postaci materiatu
genetycznego organelli pétautonomicznych: mitochondriéw i chloroplastéw.
Od dziesiecioleci dostrzegano u Eukarya réwniez koliste czgsteczki DNA o po-
chodzeniu jagdrowym. Koliste DNA poczatkowo obserwowano u pojedynczych
organizmoéw nalezacych do odlegtych linii ewolucyjnych, totez brano je raczej
za artefakt [2,3].

Obecnie dzigki nowoczesnym technikom obrazowania oraz wysokoprzepu-
stowym analizom genomowym, pozwalajacym na analizy catego ,cyrkulomu”
(zasobu kolistych czasteczek DNA wystepujacych w danym organizmie) wiado-
mo, ze eccDNA sg bardzo zréznicowana grupa czasteczek. Ich pojawienie sie w
komoérkach moze by¢ przejawem normalnego funkcjonowania lub towarzyszy¢
destabilizacji genomu w wyniku proceséw chorobowych, starzenia lub ekspozy-
¢ji na szkodliwe czynniki srodowiskowe [4,5].

ZNANE TYPY KOLISTYCH DNA U EUKARYA

Koliste DNA odgrywaja wiele istotnych r6l w komérkach eukariotycznych.
Uczestniczg w rozmaitych procesach biologicznych. Niektore z tych czasteczek
sa obecne w komérce caly czas, podczas gdy inne pojawiaja sie pod wpltywem
okresdlonych czynnikéw lub w konkretnej fazie cyklu komérkowego. Czasteczki
te sa zr6znicowane pod wzgledem pochodzenia, zawartosci, rozmiaréw, liczeb-
nosci w komorce oraz petnionych funkgji (Tabela 1) [2,4,6].
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Tabela 1. Wykaz znanych typéw kolistych DNA u Eukarya scharakteryzowanych w pracy.

pozachromosomowe 1 000 000-3 000 000

DNA (ecDNA; DM)
chloroplastowy DNA (cpDNA) 30 000-500 000 - glony
120 000-160 000 - rosliny wyzsze

Nosniki protoonkogenéw lub genéw lekoopornosci.

Zawiera geny kluczowe do
przeprowadzania fotosyntezy.

Zawiera geny niezbedne do
funkcjonowania mitochondriéw.

Niepoznane.

Koduja kinetoplastowe rRNA i biatka.

Produkuja gRNA umozliwiajace edycje informacji
genetycznej zawartej w maksichromosomach.

Zawierajg macierz rDNA. Akumulacja

zwigzana ze starzeniem replikacyjnym.

Odtwarzanie jadra wegetatywnego po

procesach piciowych u orzeskéw.

Matryce w alternatywnym wydluzaniu telomeréw przez
rekombinacje homologiczna.

Skracanie wydluzonych telomeréw.

Inicjacja lub wzmacnianie niestabilnosci genomu.

mitochondrialny 2 000 - najmniejszy poznany (Chromera velia);

DNA (mtDNA) ~30 000 - $rednio;
16 569 - cztowiek;
256 000 000 - najwiekszy poznany (Diplonema
papillatum); rozproszony - w postaci zestawu
czasteczek o wielkosci 6 000 i 7 000 par zasad

elementy NR 20 000-50 000

kinetoplastowe 20 000-40 000

maksichromosomy

kinetoplastowe 500-10 000

minichromosomy

koliste rDNA (rDNAcircle) 9100-24 500

koliste DNA Oxytricha 3 000-15 000

telomerowe koliste DNA 700-56 800 - cztowiek

mate polidyspersyjne 100-10 000

DNA (spcDNA)

mikroDNA 100-400

Matryca do powstawania matych niekodujacych
RNA o znaczeniu regulatorowym.

KOLISTY DNA W ROLI GENOMU ORGANELLARNEGO

Genomy organelli pétautonomicznych sa nosnikami in-
formacji genetycznej niezbednej do prawidtowego funkcjo-
nowania tych struktur komérkowych. Zostaly nabyte wraz
z zawierajacymi je organellami. Materiat genetyczny orga-
nelli w ewolucyjnej skali czasu, odkad przestaly one by¢
wolno zyjacymi organizmami, ulegal stopniowej redukcji.
Kontrola nad niektérymi kluczowymi procesami metabo-
licznymi zostata przekazana do jadra. Ze wzgledu na barie-
re przestrzenng, genomy organellarne i jadrowy wchodza
ze soba w ograniczone interakcje.

MITOCHONDRIALNY DNA (mtDNA)

Mitochondria to organelle odpowiedzialne za synteze
adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) - noénika energii uzytecz-
nej biologicznie [7]. Powstaly okoto 1,5-2 miliardéw lat temu
w wyniku jednorazowego zdarzenia, w ktérym wolno zyja-
cy organizm zblizony do dzisiejszych bakterii purpurowych
zostal endosymbiontem przodka komérki eukariotycznej.
W toku ewolucji wiekszoséé genéw mitochondrialnych zo-
stala przeniesiona do genomu jadrowego albo utracona [8].

Genomy mitochondrialne poszczegélnych organizméw
r6znia si¢ wielkoscia, topologia oraz potencjalem koduja-
cym [8], [9]. Rozmiary zbadanych genoméw mitochondrial-
nych nie odzwierciedlaja stopnia zlozonosci organizmu.
Oscyluja w granicach od okoto 2 tysiecy par zasad u jedno-
komoérkowca Chromera velia do ponad 256 milionéw par za-
sad u innego mikroorganizmu Diplonema papillatum [10,11].
Dla poréwnania: ludzki genom mitochondrialny obejmuje
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okolo 16,5 tysigca par zasad, podczas gdy usredniona wiel-
kosé¢ typowego genomu mitochondrialnego to okoto 30 ty-
siecy par zasad [7, 12].

Wiekszoé¢ dotychczas poznanych genoméw mitochon-
drialnych zostala zmapowana jako pojedynczy kolisty lub
liniowy chromosom [13]. Ludzki genom mitochondrial-
ny przyjmuje forme dwuniciowej kolistej czasteczki. Nici
wchodzace w sktad mtDNA réznig sie masg czasteczkowa
- moga by¢ odseparowane od siebie poprzez wirowanie w
gradiencie chlorku cezu. Ni¢ ciezka jest bogatsza w nukle-
otydy guanylowe od nici lekkiej [7].

W przyrodzie spotyka sie tez bardziej skomplikowane
formy organizacji mtDNA. Na przyklad genomy mitochon-
drialne wrotkéw z rodzaju Brachionus wystepuja w postaci
dwoch kolistych czasteczek, u nicieni nalezacych do rodza-
ju Globodera skladajq sie z szesciu pierscieni mtDNA, zas u
niektérych gatunkéw wszy genom mitochondrialny moze
by¢ rozproszony nawet w dwudziestu niewielkich kolistych
chromosomach [9]. Jeszcze wiekszym zréznicowaniem ge-
nomoéw mitochondrialnych charakteryzuja sie mikroorgani-
zmy jednokomoérkowe.

Przyktadowo, mitochondrialny DNA diplonemidéw -
cudzozywnych wiciowcéw morskich - obejmuje zestaw
kolistych chromosoméw o wielkosci 6 i 7 tysiecy par zasad
[14]. Catkowite rozmiary mtDNA tych organizméw moga
wynosi¢ nawet 256 milionéw par zasad; srednio 600 tysiecy
par zasad. Genom mitochondrialny diplonemidéw ma przy
tym zaskakujaco niski potencjal kodujacy: niespetna 5%
kazdego pierscienia DNA jest niepowtarzalny, za$ reszta
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to bloki powtorzen [15]. Geny mitochondrialne diplonemi-
doéw sa rozbite na niewielkie fragmenty zwane modutami, a
kazdy chromosom zawiera tylko jeden z nich. Poszczegodlne
moduly ulegaja transkrypcji niezaleznie od siebie. Ich facze-
nie w pojedyncza sekwencje mRNA zachodzi wskutek na-
stepujacych po sobie reakcji sktadania w ukladzie trans [15].
Transkrypty mitochondrialne diplonemidéw sa nastepnie
redagowane poprzez insercje urydyny (i prawdopodobnie
guanozyny), substytucje: adenozyny przez inozyne, cytozy-
ny przez urydyne i guanozyny przez adenozyne oraz polia-
denylacje [14,16].

Badania filogenetyczne wskazuja, Ze najbardziej zblizony
do mitochondrialnego jest genom Rickettsia provazekii - bak-
terii wywolujacej tyfus plamisty. Z drugiej strony sposréd
znanych genomoéw mitochondrialnych, mtDNA nalezacy
do wiciowca Reclinomonas americana najbardziej przypomi-
na genomy bakteryjne. Zawiera 97 genéw, w tym 62 koduja-
ce bialka. Geny biatkowe Reclinomonas obejmuja peten zasob
genow biatkowych wykrytych w dotychczas zsekwencjono-
wanych genomach mitochondrialnych, co potwierdza mo-
nofiletycznos$é mitochondriéw [17].

Genomy mitochondrialne zwierzat wielokomoérkowych
zwykle sa kompaktowe: geny leza blisko siebie, a niekiedy
nawet na siebie zachodza. Przewaznie tez nie zawieraja in-
tronéw. Natomiast u innych organizméw mtDNA charak-
teryzuje si¢ wiekszymi rozmiarami, mniej zwarta struktura
oraz czestszym wystepowaniem intronéw [8, 9]. Mitochon-
drialny DNA czlowieka zawiera 37 genéw, 13 z nich koduje
ogniwa laficucha oddechowego, a pozostale 24 - mitochon-
drialng maszynerie translacyjna: 22 rodzaje tRNA i 2 typy
rRNA [7,18].

Niewielka zawarto$¢ genéow w mtDNA wiaze sie ze
znacznie mniej zréznicowanym repertuarem kodonéw w
poréwnaniu z genomem jadrowym - co za tym idzie, kod
genetyczny mitochondriéw rézni sie od kodu genetyczne-
go w genomie jadrowym. Przykltadowo, kodon UGA stan-
dardowo sygnalizujacy zakorniczenie translacji, w mtDNA
wielu organizméw oznacza tryptofan. Z kolei AUA, ktory
w genomie jadrowym koduje izoleucyne - w mtDNA odpo-
wiada metioninie [7].

Mimo znacznej redukcji rozmiaréw genomu, mitochon-
dria zachowaly odrebny system ekspresji genéw. Replikacja
genomu mitochondrialnego réwniez zachodzi niezaleznie
od genomu jadrowego i cyklu komérkowego. Ponadto dzie-
dziczenie informacji genetycznej zawartej w mtDNA nie
odbywa sie zgodnie z prawami Mendla. U cztowieka mi-
tochondria sa przekazywane niemal wylacznie w linii mat-
czynej [7,19]. W pojedynczym mitochondrium moze znaj-
dowac sie kilka(set) kopii genomu mitochondrialnego, za$
w komérce - kilka tysiecy. Co wiecej, kopie te nie zawsze sa
identyczne - zjawisko to nosi nazwe heteroplazmii [7].

KINETOPLASTOWY DNA (KDNA)

Jest skomplikowang strukturalnie odmiang mitochon-
drialnego DNA, wystepujaca u kinetoplastydéw - jednoko-
moérkowych wiciowceéw, do ktérych nalezg organizmy wol-
no zyjace oraz pasozytnicze (w tym swidrowce patogenne
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dla czlowieka - wywolujace $pigczke afrykanska czy choro-
be Chagasa) [20]. Kinetoplastowy DNA sklada sie z dwéch
rodzajow kolistych dwuniciowych czasteczek, réznigcych
sie rozmiarami oraz liczba kopii w komorce: niewielu mak-
sichromosomoéw (20-40 tysiecy par zasad) i licznych mini-
chromosomoéw (0,5-10 tysiecy par zasad). Pierwsze z nich
koduja geny biatkowe i TRNA pochodzenia bakteryjnego,
podczas gdy drugie zawieraja geny naprowadzajacego
RNA (ang. guide RNA; gRNA), bioracego udzial w edydji
transkryptéw genéw zawartych w maksichromosomach
poprzez insercje i/lub delecje urydyny [14,20].

Maksichromosomy sa zbudowane z dwoéch segmen-
tow: dluzszego, konserwowanego obszaru, obejmujacego
wszystkie geny kodujace bialka i rRNA oraz krétszego rejo-
nu o zmiennej sekwengji, prawdopodobnie odpowiadajace-
go za replikacje [21].

Kinetoplastowy DNA moze tworzy¢ rozbudowana sie¢
splecionych z sobg pierscieni DNA, w przekroju przypomi-
najaca kolczuge. Taka organizacja przestrzenna na ogoél wy-
stepuje u gatunkéw pasozytniczych. Z kolei u organizméw
wolno zyjacych kDNA przyjmuje posta¢ swobodnych, luz-
no rozmieszczonych czasteczek [14,20,21].

CHLOROPLASTOWY DNA (cpDNA)

Gléwnymi zadaniami chloroplastéw sa przechwytywa-
nie i zamiana energii §wiatla slonecznego w energie wig-
zan chemicznych. Organelle te, podobnie jak mitochondria,
zostaly nabyte wskutek endosymbiozy, chociaz ich ewolu-
cja przebiegala w bardziej ztozony sposéb [22]. Okoto 1,5
miliarda lat temu doszto do pierwotnej endosymbiozy po-
miedzy sinica a komoérka eukariotyczng, bedaca wspdlnym
przodkiem zielenic i roélin ladowych, krasnorostéw oraz
glaukofitéw. Nastepnie chloroplasty pochodzace od zie-
lenic i krasnorostow byly wielokrotnie wtérnie nabywane
(oraz tracone) przez kolejne linie eukariontéw [23].

Chloroplasty posiadaja wiasny DNA oraz maszyne-
rie molekularnag umozliwiajaca jego powielanie i ekspre-
sje. Material genetyczny chloroplastéw zwykle przyjmuje
forme pojedynczej, dwuniciowej kolistej czasteczki [22].
Z licznych doniesiern wynika, ze genomy chloroplastowe
moga tez ulegac linearyzacji lub by¢ zorganizowane inaczej
[24,25]. U brunatnicy Pylaiella littoralis cpDNA wystepuje
w postaci dwoch kolistych czasteczek o wielkosci 133 i 58
tysiecy par zasad [26]. Z kolei u niektérych bruzdnic (jed-
nokomoérkowych glonéw) z rodzajow Heterocapsa, Amphidi-
nium, Protoceratum i Symbiodinium pojedyncza kopia geno-
mu chloroplastowego obejmuje zbiér kolistych czasteczek o
rozmiarach 2,2-3,8 tysigca par zasad [27].

Rozmiary genoméw plastydowych glonéw wahaja sie od
30 tysiecy par zasad u Symbiodinium, do ponad 0,5 miliona
par zasad u Volvox carteri [8,28]. Z kolei genomy chloropla-
stowe roslin bywaja mniej zréznicowane pod tym wzgle-
dem. Najczesciej osiggaja wielkosé 120-160 tysiecy par za-
sad [22].

Typowy genom chloroplastowy sklada sie z czterech
podstawowych segmentéw: dwoéch niepowtarzalnych ob-
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szaréw: duzego i malego, oraz dwoch powtdérzonych rejo-
néw o przeciwnej orientacji. Geny kodujace biatka i tRNA
z reguly znajdujg si¢ w obszarach jednokopijnych, podczas
gdy rejony repetytywne zawieraja operon rybosomalny, kil-
ka genéw tRNA, a czasem rowniez nieliczne geny kodujace
biatka [22]. Odstepstwa od tego ukladu wiaza sie przede
wszystkim z utratg niektorych genéw i/lub ich przetasowa-
niem, a takze zmiana liczby tandemowych powtérzen [29].
Przyktadowo, u niektérych roélin ladowych i zielenic, np.
prazynofitéw i streptofitéw, nastapil zanik jednego z seryj-
nych powtérzen [30,31].

W chloroplastowym DNA mozna wyodrebni¢ geny ko-
dujace bialka (gléwnie zwigzane z fotosynteza), rRNA i
tRNA oraz odcinki miedzygenowe. Niektére genomy pla-
stydowe sa bogate w introny. Zdecydowana wiekszos¢
biatek obecnych w chloroplastach jest kodowana jadrowo,
syntetyzowana w cytoplazmie, a nastepnie transportowana
do wnetrza plastydéw [8,22]. Standardowy genom chloro-
plastowy obejmuje okolo 120 genéw. Wiekszos¢ z nich jest
niezbedna do przeprowadzania reakcji $wietlnych fotosyn-
tezy, transkrypcji oraz translacji. Niektore geny w réznych
liniach ewolucyjnych mogly zosta¢ przekazane do jadra,
inaktywowane albo utracone [8,30]. Poszczegdlne genomy
chloroplastowe réznia sie od siebie repertuarem zachowa-
nych genéw. Do najbogatszych w geny (okoto 250 genéw)
naleza genomy plastydowe krasnorostéw [8,22]. Z kolei u
organizmoéw, ktére wtérnie utracity zdolnos¢ do fotosynte-
zy, genomy plastydowe ulegly redukcji, a w skrajnych przy-
padkach - zanikowi, tak jak to ma miejsce w przypadku ra-
flezji (pasozytniczej rosliny) [32].

Genom plastydowy z reguly ewoluuje wolniej niz genom
jadrowy. Za taki stan rzeczy odpowiada kilka czynnikéw,
takich jak organizacja genéw (ktore sg zebrane w operony),
sposob transmisji plastydéw czy wydajnoséé plastydowych
mechanizméw naprawczych [8,22]. Substytucje nukleoty-
dowe w genomach chloroplastowych roslin nasiennych za-
chodza trzy razy rzadziej niz w DNA zawartym w jadrze
komérkowym [8,30].

POZACHROMOSOMOWE KOLISTE DNA

Pozachromosomowe koliste DNA wystepuja we wszyst-
kich komoérkach eukariotycznych [2,3,6]. Czasteczki eccD-
NA to szerokie spektrum molekul zréznicowanych pod
wzgledem rozmiaru (od kilkuset do nawet kilku milionéw
par zasad), zlozonosci sekwencji, zawartosci nukleotydéw
GC oraz liczby kopii znajdujacych sie w pojedynczej komor-
ce [24].

Najdokladniej opisane eccDNA o pochodzeniu jadro-
wym zawieraja motywy homologiczne do chromosomal-
nego DNA. Moga wywodzi¢ si¢ z unikatowych obszaréw
wewnatrz- i miedzygenowych, jednak ich gléwnym Zro-
dlem sa skupiska tandemowych powtérzen, zgrupowanych
w obrebie i/lub bliskim sasiedztwie sekwencji kodujacych
albo w rejonach centromeréw i telomeréw. Tego typu cza-
steczki stanowia zdecydowang wiekszos¢ eccDNA w ko-
morkach roélinnych i zwierzecych [3,33].
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Wsréd kolistych DNA niezwiazanych z organellami pét-
autonomicznymi wyodrebnia si¢ miedzy innymi: (I) koliste
rDNA, (II) koliste telomerowe DNA, (III) mate polidysper-
syjne DNA, (IV) mikroDNA, (V) pozachromosomowe DNA
(dawniej male acentryczne chromosomy) oraz (VI) inne
pozachromosomowe elementy genetyczne, niosace frag-
menty kanonicznych, liniowych loci, transpozony, a nawet
sekwencje wywodzace si¢ od genoméw wirusowych [4,34].

KOLISTE RDNA (rDNACRCEE)

Rybosomalny DNA (rDNA) koduje RNA wykorzystywa-
ne do produkgji rybosoméw - organelli odpowiedzialnych
za synteze biatek komérkowych. U wiekszosci eukariontéw
rDNA sktada sie z tandemowo powtérzonych blokéw czte-
rech lub pieciu genéw zlokalizowanych w pojedynczym
chromosomie lub w kilku [35,36].

Geny rRNA moga tez znajdowac sie w pozachromoso-
mowych kolistych lub liniowych czasteczkach. Taki typ
organizacji IDNA wykryto u przedstawicieli r6znych linii
rozwojowych mikroeukariontéw [37-39]. U orzeska Parame-
cium tetraurelia rybosomalny DNA stanowi zbiér liniowych
i kolistych molekul, ktére moga zawiera¢ nawet 413 powto-
rzeti operonu rDNA [38]. Z kolei u ameby Entamoeba histo-
Iytica rtDNA przyjmuje forme pierscieni o rozmiarach 24,5
tysigca par zasad. Czasteczki te zawieraja dwie identyczne
kopie rtDNA oddzielone od siebie obszarami miedzyge-
nowymi o zmiennych sekwencjach. Ustalono, ze obydwie
jednostki rDNA sa aktywne transkrypcyjnie [40]. Organizm
ten moze dysponowac¢ okoto 200 czasteczkami rDNAcie,
zarazem nie posiadajac chromosomowej kopii rDNA. Re-
plikacja rDNA¢ E. histolytica moze by¢ rozpoczynana w
wielu punktach. Podstawowe miejsca inicjacji replikacji leza
w sgsiedztwie promotoréw polimerazy DNA 1. Oprocz nich
pierécienn rDNA zawiera inne, kryptyczne ori, ktérych ak-
tywacja nastepuje w odpowiedzi na stres [38]. Inaczej zor-
ganizowane rDNA™* wystepuja u przedstawicieli rodzaju
Naegleria. U tych ameb rDNA przyjmuje wylacznie postaé
kolistych czasteczek o wielkosci rzedu kilkunastu tysiecy
par zasad. Kazda z nich zawiera pojedyncza kopie rDNA
oraz dlugi obszar obejmujacy pojedyncze miejsce inicjacji
replikacji, ssamowycinajacy sie intron grupy pierwszej (nie u
wszystkich), rejony tandemowych powtérzeri i domniema-
ne ramki odczytu [41].

Réwniez u klejnotek wiekszosé genéw kodujacych rRNA
znajduje sie¢ w kolistych, pozachromosomowych czastecz-
kach, cho¢ ich sktad odbiega od rozwigzan obserwowanych
uameb. U Euglena gracilis - modelowej klejnotki - rDN Acireles
zawieraja 11 056 par zasad i wystepuja w komoérkach w 800-
4000 kopii [37]. Kazdy z tych pierécieni zawiera pojedyncze
kopie poszczegolnych genéw rDNA ulozone w tej samej ko-
lejnosci. Gen kodujacy RNA matej podjednostki rybosomu
jest oddzielony pierwszym wewnetrznym transkrybowa-
nym facznikiem od 5,85 rRNA, po ktérym znajduja sie: ko-
lejny wewnetrzny transkrybowany lacznik, pozostate geny
kodujace duza podjednostke rybosomu (réwniez odsepa-
rowane od siebie krétkimi sekwencjami) oraz zewnetrzny
transkrybowany tacznik [42].
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Czasteczki rDNA¢™ poszczegdlnych gatunkow klejno-
tek r6znig sie wielkoscig i (W pewnym zakresie) kompozy-
¢ja. Powielaja sie niezaleznie od DNA chromosomalnego
[37]. Posiadaja réwniez pojedyncze miejsce inicjacji trans-
krypcji, zlokalizowane wewnatrz sekwencji niekodujacej,
pomiedzy ostatnim genem kodujacym RNA duzej podjed-
nostki rybosomu a genem kodujacym RNA matej podjed-
nostki [42,43]. Geny kodujace 55 rRNA jako jedyne sposréd
jadrowych rDNA klejnotek nie sa zawarte w kolistych cza-
steczkach, lecz sa rozsiane w réznych miejscach na chromo-
somach [43].

Z kolei u drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cere-
visiae) podstawowa macierz rDNA jest zlokalizowana na
chromosomie XII. Sklada sie z sekwengji o diugosci 9,1 ty-
sigca par zasad powtérzonej 100-200 razy [44,45]. Ponadto
w komoérkach drozdzy wystepuja takze koliste czasteczki
rDNA zbudowane z fragmentéw tej macierzy (19,3-40,4 ty-
siecy par zasad) [39]. W sklad ich sekwencji wchodza odcin-
ki umozliwiajace replikacje niezalezng od DNA chromoso-
mowego [39,45].

Podczas podziatu wiekszos¢ kolistych rDNA jest za-
trzymywana w komorkach matczynych. Natomiast w ko-
morkach potomnych populacje rDNA* tworza gtéwnie
czgsteczki uformowane pézniej [39,46]. Zauwazono, ze w
drozdzach pozbawionych helikazy Sgsl chronigcej DNA
przed uszkodzeniami (pofragmentowaniem), koliste rDNA
ulegaja szybszemu i wigkszemu nagromadzeniu, niz w or-
ganizmach o fenotypie dzikim [39]. Cho¢ okregi rDNA sa
akumulowane podczas zycia komérki, ich rola w starzeniu
replikacyjnym jest niejasna. Wiadomo jednak, ze znaczny
wzrost frekwencji tych strukturalnych izoform moze skut-
kowa¢ skréceniem zycia komorki matczynej [46]. Ustalono
tez, ze nieuszkodzony chromosomowy rDNA, w przeci-
wieristwie do rDNA“™, jest niezbedny u drozdzy do zacho-
wania prawidiowego metabolizmu komorki [44].
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TELOMEROWE KOLISTE DNA

Telomery to powtarzajace sie sekwencje nukleotydow
(np. TTAGGG/CCCTAA u ssakéw) zlokalizowane na kon-
cach chromosomoéw. Ich zadanie polega na ochronie DNA
przed degradacja i nieprawidtowa rekombinacja. Skracanie
telomeréw moze prowadzi¢ do destabilizacji genomu, ma
zwiazek ze starzeniem i nowotworzeniem [47].

Pierscienie DNA moga uczestniczy¢ w skracaniu telome-
réw i/lub w ich alternatywnym wydtuzaniu (ang. alterna-
tive telomere lengthening; ALT). Proces przebiega dwustop-
niowo. Wpierw koliste czasteczki ulegaja replikacji zgodnie
z modelem toczacego si¢ kola, co prowadzi do powstania
dtugich fragmentéw liniowych. Nastepnie odcinki te zosta-
ja ponownie zintegrowane z korficami chromosomoéw [5,6].
Zjawisko to po raz pierwszy zaobserwowano w genomach
mitochondrialnych drozdzy. Obecnie wiadomo, ze w okre-
slonych typach komoérek nowotworowych (ALT+) opisany
mechanizm jest gléwnym szlakiem wydluzania telomeréw

(5]

Telomery sa Zrédiem trzech typéw kolistych DNA: okre-
gow T, CiG (Ryc. 1). Pierscienie T (ang. t-circles) to dwuni-
ciowe molekuly. Kazda z tworzacych je nici posiada pek-
niecia (ang. nicks), przez co czasteczki te nie wystepuja w
formie superzwinietej. Brak ciaglosci nici sprawia tez, ze
nie moga ulegaé¢ samopowieleniu (ang. self-priming) zgod-
nie z modelem toczacego sie kota. Okregi C (ang. c-circles)
to zréznicowana grupa kolistych czasteczek zawierajacych
liczne nukleotydy cytydylowe: (I) dwuniciowych z jedno-
niciowym peknieciem, (II) z niewielkim rejonem dwunicio-
wym, poza tym jednoniciowych oraz (III) dwuniciowych, z
jedna nicig o wolnym (dtuzszym) koricu 5’. Analogicznie do
nich zbudowane pierécienie G (ang. g-circles) sa bogate w
nukleotydy guanylowe [48].

Telomerowe koliste DNA najczesciej tworza sie wskutek
wewnatrzczasteczkowej rekombinacji miedzy powtdrze-
niami telomerowymi albo w wyniku wyciecia uprzednio
wypetlonego rejonu telomeru [49]. Okregi T moga powsta-
wacé za sprawa biatka naprawczego XRCC3, ktére rozwig-
zuje struktury krzyzowe, uformowane przez zetkniecie sie
petli telomerowych. Okregi T i G wystepuja we wszystkich
typach komorek (normalnych i nieSmiertelnych). Zwiek-
szenie zawartosci pierécieni T i C w komoérkach moze by¢
efektem przycinania telomeréw wydluzonych przez ALT.
Pierécienie C sa wykrywane w komoérkach ALT+, ale nie
w komorkach zdolnych do ekspresji genu telomerazy lub
$miertelnych [48].

MAELE POLIDYSPERSYJNE DNA (spcDNA)

Stanowia heterogenna grupe niewielkich czasteczek o
diugosci od kilkuset do kilku tysiecy par zasad (zwykle
ponizej 500 par zasad). Zroédlem wigkszosci spcDNA sq re-
jony chromosomowe o wysokiej zawartosci powtoérzen nu-
kleotydowych - spcDNA przewaznie zawieraja sekwencje
telomerowe, mikrosatelitarne, Alu oraz inne tandemowe
powtérzenia [6,50]. Nieliczne spcRNA sktadajg sie z frag-
mentéw DNA mapujacych do pojedynczych, okreslonych
loci. Odcinki te moga by¢ oflankowane krétkimi (9-11 par
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zasad) dokladnymi powtérzeniami, jednak ich obecnos¢ nie
jest regula [6,45].

Za powstawanie spcDNA najprawdopodobniej odpo-
wiadaja rekombinacje i rearanzacje w obrebie chromoso-
moéw, zaburzenia w dzialaniu maszynerii replikacyjnej oraz
transpozycje. W syntezie tych kolistych czasteczek moze tez
uczestniczy¢ ligaza IV [6].

Na podstawie eksperymentéw z wykorzystaniem egzo-
nukleazy III do trawienia czasteczek DNA w postaciach li-
niowej i kolistej z jednoniciowym peknieciem, a nastepnie
wirowania pozostatych w preparatach kolistych czasteczek
DNA (odpornych na dzialanie enzymu) w gradiencie ge-
stoéci ustalono, ze zawarto$¢ spcDNA w poszczegélnych
tkankach jest zréznicowana [50]. Choé¢ spcDNA sg szeroko
rozpowszechnione wéréd Eukarya, zwykle wystepuja w
niewielkich ilosciach. Wysoka zawarto$¢ spcDNA obserwu-
je sie miedzy innymi w komérkach nowotworowych (HeLa,
rak piersi, rak jelita grubego), fibroblastach pobranych od
pacjentéw cierpigcych na anemie Fanconiego oraz w ko-
morkach poddanych dziataniu mutagenéw [6]. Zatem obec-
nos¢ spcDNA czesto ma zwigzek z niestabilnoscia genomu.
Autonomicznie replikujace sie spcDNA moga indukowaé
zmiany w strukturze chromosoméw oraz we wzorcach eks-
presji genéw [2].

mikroDNA

Ten rodzaj kolistych DNA obejmuje krotkie (100-400
par zasad) jedno- lub dwuniciowe czasteczki pochodzace
z okredlonych, niepowtarzajacych sie loci genomowych.
Zazwyczaj powstaja w obszarach o duzej gestosci genéw i
eksonéw, w sasiedztwie promotoréw aktywowanych przez
modyfikacje chromatyny oraz w regionach genomu inten-
sywnie oddziatujacych z polimeraza Il RNA. W plemnikach
ich Zrédlem sa rejony 5' niepodlegajace translacji (5'UTR)
dlugich elementéw rozproszonych LINE-1 [2,6,51]. Mi-
kroDNA sa bogate w nukleotydy GC i zawieraja krotkie
powtérzenia nukleotydowe (2-15 par zasad). Fragmenty te
sq zlokalizowane na koricach sekwengcji, zanim dojdzie do
jej zamkniecia w pierscient [51]. Czasteczki te sg zbyt male,
by zawiera¢ kompletne sekwencje genéw kodujacych biatka
[2,6,51].

Biosynteza mikroDNA nastepuje w zwiazku z naprawa
peknie¢ DNA w postaci rekombinacji homologicznej (ang.
homologous recombination; HR) lub laczenia niehomologicz-
nych zakonczen (ang. non-homologous end joining; NHE]).
Jednoniciowe mikroDNA moga formowac sie, gdy wskutek
poslizgu lub blokady replikacji DNA dojdzie do utworzenia
petli, ktéra nastepnie zostanie wycieta. Z kolei dwuniciowe
mikroDNA moga by¢ rezultatem dzialania mechanizméw
naprawczych DNA lub powstawa¢ z jednoniciowych mi-
kroDNA [6,51].

W celu zbadania funkgji tych czgsteczek przeprowadzo-
no doswiadczenia z wykorzystaniem sztucznie wygenero-
wanych molekul, ktére mialy nasladowac znane, naturalnie
wystepujace mikroDNA [6,52]. Wykazano, ze mikroDNA
ulegaja transkrypciji in vitro oraz in vivo w sposob niezalezny
od kanonicznych promotoréw - stanowig matryce do synte-
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zy malych regulatorowych RNA, w tym matych interferuja-
cych RNA [52]. W ten sposéb mikroDNA moga wplywaé na
ekspresje gendw. Dowiedziono, ze komoérki nowotworowe
uwalniaja specyficzne rodzaje mikroDNA, ktére moga by¢
wykrywane w surowicy i osoczu krwi [5,45]. Zidentyfiko-
wano tez wiele mikroDNA, ktére powstaja wskutek stanéw
zapalnych, choréb autoimmunologicznych i neurodegene-
racyjnych [53-55].

POZACHROMOSOMOWE DNA (ecDNA, DAWNIE] DM)

Ta klasa kolistych pozachromosomowych DNA obejmu-
je jedno- i dwuniciowe elementy genetyczne o $redniej wiel-
kosci 1-3 milionéw par zasad [6]. Przewaznie zawieraja on-
kogeny lub geny warunkujace lekoopornosé. Czasteczki te
ulegaja autonomicznej replikacji podczas podziatu komor-
ki. Podczas fazy G1 cyklu komérkowego ecDNA gromadza
si¢ na obrzezach jadra, po czym przemieszczaja sie blizej
centrum, a nastepnie powielaja sie we wczesnej fazie S [6].
Dziedziczenie ecDNA odbywa sie w sposéb niemendlow-
ski: komérki potomne przewaznie réznia sie ich zawartoscia
[4]. ecDNA czesto nie posiadajg elementéw odpowiedzial-
nych za hamowanie ekspresji zawartych w nich genéw, co
sprawia ze moga one by¢ wyrazane konstytutywnie [1].

Czasteczki nalezace do tej grupy odkryto w 1964 roku w
metafazowych komoérkach nerwiaka zarodkowego (neu-
roblastoma). Opisano je wowczas jako male acentryczne
dwuniciowe chromosomy (ang. double minutes, DM) [1,6].
Dalsze badania wykazaly, ze tego rodzaju czasteczki maja
zwigzek z wieloma typami nowotworéw - ich wystepo-
wanie stwierdzono w 46 % nowotworowych linii komérko-
wych [6]. Najczesciej zwiekszona frekwencja ccDNA towa-
rzyszy guzom mozgu, rakowi nadnercza, piersi, trzustki i
pluc, natomiast rzadko bywaja obserwowane w nowotwo-
rach jelita grubego i uktadu krwiotwoérczego [2,6]. Moga
tez powstawac w przebiegu innych choréb, ktére zaburza-
ja stabilno$¢ genomu, takich jak anemia Fanconiego [1].
Nalezy przy tym podkresli¢, ze ecDNA nie sa znajdowane
wylacznie w komérkach zmienionych chorobowo. Wiele z
nich jest syntetyzowanych w zdrowych komérkach i tkan-
kach [2,4].

Rozwéj technik wysokoprzepustowego sekwencjono-
wania oraz nowoczesnych metod analizy cytogenetycznej
umozliwit dokladniejsza charakterystyke tych czasteczek.
Ustalono, ze w zdecydowanej wiekszosci wystepuja one w
formie jednoniciowej - dlatego w nowszych opracowaniach
zaproponowano bardziej adekwatna nazwe tej grupy ko-
listych DNA. Dowiedziono tez, ze zaséb znanych ecDNA
(odnotowanych w ogélnodostepnych bazach sekwencji bio-
logicznych) byl mocno niedoszacowany [6].

Zawartos¢ ecDNA w komorce jest pozytywnie sko-
relowana ze stopniem zlosliwosci nowotworu: wzrost
liczby kopii ecDNA zwigksza ekspresje obecnego w nim
onkogenu [6]. Zasadniczy wplyw na aktywnos¢ trans-
krypcyjna ecDNA ma réwniez ich konformacja. Koliste
czasteczki DNA nie sa tak Scisle ustrukturyzowane jak
chromosomy. Co wiecej, w przeciwienistwie do ich chro-
mosomowych odpowiednikéw, nie oddzialuja z histo-
nami. Dlatego promotory zawarte w ecDNA sa bardziej
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podatne na interakcje z odleglymi czynnikami wzmac-
niajacymi transkrypcje, a nawet - z innymi onkogena-
mi [2,4,6]. Przyjmuje sig, ze koliste pozachromosomowe
DNA zwigkszaja zréznicowanie genetyczne w obrebie
guza i umozliwiaja komérkom nowotworowym szybka
proliferacje oraz odpowiedz na zmieniajace si¢ warunki.
Na przyktad ecDNA EGRF czy MYC sa odpowiedzialne
za powstawanie przerzutoéw [4,56].

Wskazano kilka szlakéw biogenezy ecDNA, takich jak
mechanizm ,, pekniecie-fuzja-most” (ang. breakage fusion
bridge; BFB), ktéry towarzyszy powstawaniu duplikacji od-
wroéconych i ztamar chromosoméw w sasiedztwie telome-
réow. Czasteczki te moga tez pojawiaé sie wskutek translo-
kacji, delecji i amplifikacji czy katastrof chromosomalnych
(ang. chromothripsis), ktére polegaja na rozproszeniu jedne-
go lub wiecej chromosomoéw, a nastepnie rearanzacji po-
wstatych fragmentow [6].

INNE KOLISTE POZACHROMOSOMOWE
ELEMENTY GENETYCZNE

W genomach eukariotycznych odkryto réwniez koliste
DNA, ktérych nie sposob jednoznacznie przypisac¢ do kto-
rej$ z powyzszych kategorii. Najczesciej bywaja one opi-
sywane po prostu jako eccDNA (z odniesieniem do geno-
mowego locus, z ktérego pochodza). Istniejq tez kategorie
eccDNA specyficzne dla danej grupy organizmoéw.

Jednym z przykiadéw takich czasteczek sa pierscie-
nie NR (zawierajace wiele miejsc restrykcyjnych rozpo-
znawanych przez endonukleaze Nlalll; ang. Nlalll repe-
at element, NR-element). Czasteczki te odkryto w dzikich
szczepach swidrowcoéw Trypanosoma brucei (co ciekawe,
referencyjny laboratoryjny szczep 927 zdaje sie by¢ ich
pozbawiony). Elementy NR osiggaja rozmiary pomiedzy
20 a 50 tysigcami par zasad. Sktadaja sie z niedokladnych
blokéw powtérzen o dtugosci 41, 40 i 32 par zasad. Praw-
dopodobnym zrédiem tych sekwencji sa powtérzenia o
dtugosci 29 bp zlokalizowane w rejonach subtelomero-
wych chromosoméw niosgcych geny zmiennych gliko-
protein powierzchniowych. Pierécienie NR nie sa stop-
niowo tracone w wyniku podzialéw mitotycznych. Cho¢
scharakteryzowano budowe tych czasteczek, dotychczas
nie poznano ich funkcji biologicznych [57].

Niedawno opisano tez nowe koliste pozachromosomo-
we DNA, ktore znaleziono u orzeskéw z rodzaju Oxytri-
cha. Czasteczki te powstaja w wyniku zaprogramowanych
rearanzacji genomowych, zachodzacych podczas tworze-
nia nowego jadra wegetatywnego. Pierscienie DNA u
Oxytricha dziela si¢ na dwie zasadnicze klasy: czasteczki
zawierajace sekwencje przypominajace transpozony typu
Tcl/mariner oraz czasteczki pochodzace z niepowtarzal-
nych loci genomowych. Ustalono, ze zidentyfikowane ko-
liste DNA nie sa jedynie produktami ubocznymi rearan-
zacji genomowych - znaczny odsetek pierscieni DNA
okazal sie by¢ aktywny transkrypcyjnie [58].

Inne potencjalnie nowe dla nauki rodzaje kolistych po-
zachromosomowych DNA moga sie kry¢é w dotychczas
niezbadanych lub stabo poznanych genomach eukario-
tycznych.
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METODY BADANIA KOLISTYCH DNA

TECHNIKI MIKROSKOPOWE

Koliste czasteczki DNA moga by¢ obserwowane za
posrednictwem metod mikroskopowych. W przypadku
molekul o relatywnie duzej masie czasteczkowej (takich
jak chloroplastowy DNA) mozliwe jest wykorzystanie
barwienia metoda Giemsy i prowadzenie obserwacji pod
zwyklym mikroskopem Swietlnym. Mniejsze czasteczki
moga by¢ uwidaczniane dzieki superrozdzielczym i wy-
sokorozdzielczym technikom obrazowania optycznego
(np. 3D-SIM). Z kolei wykorzystanie mikroskopii elek-
tronowej - skaningowej (ang. scanning electron microscopy;
SEM) i transmisyjnej (ang. transmission electron microsco-
py; TEM) pozwala wizualizowaé koliste DNA, ktérych
wielkos§¢ wykracza poza zdolnosé rozdzielcza tradycyj-
nych instrumentow [2,4,6].

ZAAWANSOWANE METODY OBRAZOWANIA

W badaniu kolistych DNA wykorzystuje sie takze flu-
orescencyjna hybrydyzacje in situ (ang. fluorescent in situ
hybridization; FISH). Polega ona na zastosowaniu wyznako-
wanych fluorescencyjnie sond, komplementarnych wobec
poszukiwanych czasteczek. Dzigki tej technice mozna $le-
dzi¢ frekwencje kolistych DNA o znanej sekwencji w czasie
i przestrzeni [4-6].

Ostatnimi czasy opracowano réwniez szereg innych pro-
tokoléw eksperymentalnych, miedzy innymi z zastosowa-
niem wizualizacji chromatyny z uzyciem transpozazy Tn5
(ang. assay of transposase-accessible chromatin with visualiza-
tion; ATAC-see) oraz cytometrii przeplywowej [5].

INNE METODY FRAKCJONOWANIA
I ANALIZY KOLISTYCH DNA

Jednym z pierwszych sposobéw fizycznej separacji
kolistych i liniowych czasteczek DNA bylo wirowanie
w gradiencie chlorku cezu [4,5]. Technika ta ma jednak
doé¢ powazne ograniczenia. Sprawdza sie w przypad-
ku molekut wystepujacych w komoérkach w duzej liczbie
kopii, wymaga réwniez przygotowania dos¢ duzej ilosci
materialu wyjsciowego. Dlatego z czasem zostala wypar-
ta przez inne mniej czasochlonne i bardziej czute metody
z wykorzystaniem egzonukleaz selektywnie trawigcych
czasteczki liniowe oraz zestaw6éw odczynnikéw do izolacji
plazmidoéw [4,59-61].

Kolista topologie czasteczek o wielkosci od 0,7 do 56,8
tysigca par zasad mozna potwierdzi¢ posrednio za pomoca
dwuwymiarowej elektroforezy w zelu agarozowym (2D).
Pierscienie DNA bada sie tez z wykorzystaniem hybrydy-
zacji metoda Southerna i reakcji taficuchowej polimerazy
z odwrotnie zorientowanymi starterami (ang. inverse po-
lymerase chain reaction; inverse PCR). Niestety techniki te
zawodza w przypadku eccDNA obecnych w komoérkach
w niewielu egzemplarzach. Nie nadaja sie tez do poszu-
kiwania nowych eccDNA w skali calego genomu. Ich za-
stosowanie obecnie ogranicza sie raczej do potwierdzania
konformacji wytypowanych, wczesniej wykrytych innymi
metodami czasteczek [4,34,62].
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CALOGENOMOWE ANALIZY
REPERTUARU KOLISTYCH DNA

Koliste DNA moga by¢ badane w skali calego genomu
z wykorzystaniem nowoczesnych technik wysokoprzepu-
stowych: sekwencjonowania nowej generacji (Illumina)
oraz sekwencjonowania trzeciej generacji (PacBio, Oxford
Nanopore). Metody te zapewniaja wglad w szeroki wa-
chlarz czasteczek, z uwzglednieniem tych, ktére wystepuja
w komoérkach w niewielkiej liczbie kopii [1,2,4,5,34,58,60].

Do zweryfikowanych i szeroko stosowanych metod
eksperymentalnych nalezg protokoly znane jako Circle-
-seq, Circulome-seq oraz CIDER-seq, rézniace sie przede
wszystkim sposobem przygotowania biblioteki do sekwen-
cjonowania, wyborem platformy oraz zestawem narzedzi
bioinformatycznych uzytych do walidacji otrzymanych wy-
nikéw (Ryc. 2) [34,58,60].
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Rycina 2. Poréwnanie procedur wysokoprzepustowego sekwencjonowania: Circle-seq, Circulome-seq oraz CIDER-seq.
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Circle-seq wykorzystywano miedzy innymi do anali-
zy repertuaru kolistych DNA w komérkach ludzkich oraz
nalezacych do drozdzy i golebi [34,51,61]. We wstepnych
etapach procedury Circle-seq przeprowadza sie minilize
alkaliczng oraz trawienie enzymatyczne w celu usuniecia z
preparatu czasteczek liniowych. Manipulacje te wykonuje
sie kilkukrotnie, w zaleznosci od typu badanej tkanki i/lub
badanego organizmu. Circle-seq preferencyjnie pozwala

wychwyci¢ potencjalne koliste DNA o rozmiarach od jed-
nego do kilku tysiecy par zasad - wigksze pierscienie DNA
moga zosta¢ pofragmentowane i usuniete lub zsekwencjo-
nowane ze znacznie zmniejszonym pokryciem [34].

Circulome-seq postuzyl miedzy innymi w badaniu ko-
listych DNA u czlowieka, nicienia Ceanorhabditis elegans
i orzeskéw z rodzaju Oxytricha [58,62]. W metodzie tej
podczas przygotowania biblioteki do sekwencjonowania
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Rycina 3. Gléwne rodzaje mechanizméw odpowiedzialnych za formowanie eccDNA: (a) tworzenie eccDNA poprzez naprawe homologiczng; (b) tworzenie eccDNA
poprzez niehomologiczne faczenie koricow DNA; (c) tworzenie eccDNA podczas replikacji; (d) tworzenie eccDNA w wyniku transkrypcji.
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wykorzystuje sie biochemiczne (trawienie egzonukleaza) i
biofizyczne (wirowanie w gradiencie chlorku cezu) metody
separacji czasteczek o réznej topologii, co pozwala na uzy-
skanie mocno wzbogaconej frakcji kolistej. Circulome-seq
umozliwia wykrywanie kolistych DNA o dlugosci od kilku-
set do kilkuset tysiecy par zasad [62].

CIDER-seq, w przeciwienstwie do dwéch wczesniej opi-
sanych metod, opiera si¢ na sekwencjonowaniu diugich
odczytéw w czasie rzeczywistym - obejmujacych pelne
sekwencje analizowanych pierécieni DNA (PacBio, poten-
gjalnie tez Oxford Nanopore). Protokét ten moze by¢ sto-
sowany do badania organizméw niemodelowych, ktérych
genomy referencyjne nie zostaly jeszcze skorygowane i/
lub w pelni zadnotowane. CIDER-seq byl wykorzystywany
miedzy innymi w badaniach kolistych DNA u rzodkiewni-
ka Arabidopsis thaliana [60].

BIOGENEZA KOLISTYCH
POZACHROMOSOMOWYCH DNA

Chociaz wskazano szereg Sciezek prowadzacych do
powstawania kolistych pozachromosomowych DNA, me-
chanizmy biogenezy tych molekul nie zostaly jeszcze w
pelni odkryte. Co ciekawe, wiekszo$¢ z zaproponowanych
szlakéw syntezy kolistych DNA o pochodzeniu jagdrowym
ma zwiazek z naprawg DNA [34,62]. Znaczny odsetek po-
znanych eccDNA zawiera powtérzenia albo wywodzi sie
z bogatych w nie rejonéw genomu - co sugeruje, ze w ich
formowaniu moga uczestniczy¢ mechanizmy naprawy wy-
korzystujace mikrohomologie. Niemniej spora czeé¢ opi-
sanych eccDNA nie zawiera powtérzeri, zatem nie moze
rekombinowaé w ten sposéb z zadna sekwencja lezacg w
poblizu jej oryginalnych loci [2].

Zaproponowane Sciezki biosyntezy eccDNA ze wzgledu
na gléwna zasade dzialania mozna podzieli¢ na cztery kate-
gorie mechanizméw zwigzanych z: (1) rekombinacja homo-
logiczna, (II) naprawq poprzez scalanie niehomologicznych
koricow DNA (III) replikacja DNA oraz (IV) transkrypcja

(Ryc. 3) [4].

FUNKCJE KOLISTYCH
POZACHROMOSOMOWYCH DNA

Sposréd wszystkich kolistych DNA obecnych w komor-
ce eukariotycznej, najdokladniej zbadane zostaly genomy
organelli pétautonomicznych [8]. Réwniez zasadnicza rola
macierzy rDNA jest dobrze poznana, jednak w dalszym cig-
gu nie wiadomo dokladnie, jaka korzys¢ ewolucyjna plynie
z posiadania rDNA“™¢ i dlaczego u niektérych gatunkéw
taka konformacja jest domyslna [38]. Z kolei najmniej wia-
domo o rolach, jakie odgrywaja w komoérkach inne koli-
ste pozachromosomowe DNA o pochodzeniu jadrowym.
Mimo ze czasteczki te sa znane nauce od dekad, dopiero
niedawno staly sie obiektem wzmozonego zainteresowania

badaczy [2].

Ze wzgledu na zréznicowanie liczby kopii poszczegdl-
nych eccDNA, ich potencjatu transkrypcyjnego oraz mozli-
wych oddziatywan z chromosomowym DNA, moga one w
istotny sposob ksztattowaé zmiennos¢ genetyczng komoérek
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w poszczegdlnych tkankach. Jako czynniki warunkujace
plastycznos$é genomu, eccDNA sa zaangazowane w liczne
zjawiska biologiczne [62].

U drozdzy eccDNA pozwalaja na szybkie zwielokrotnie-
nie liczby kopii niektérych genéw, co umozliwia adaptacje
do warunkéw ograniczonej dostepnosci skladnikéw od-
zywczych [63]. Liczne doniesienia potwierdzaja tez, ze aku-
mulacja kétek rDNA u drozdzy towarzyszy starzeniu sie
komoérek. W jednym z raportéw zasugerowano réwniez, ze
rDNA‘™ mogg odgrywac role w kontrolowaniu jakosci mi-
tochondriéw u drozdzy, poprzez stymulowanie dziatania
szlaku kontroli z udzialem antysensownych transkryptéw
[64]. Z kolei u roslin i niektérych mikroorganizméw jedno-
komorkowych, takich jak Leishmania, koliste pozachromoso-
mowe DNA uczestniczag w nabywaniu opornosci na herbi-
cydy i leki [3,58].

Zrédtem wielu eccDNA w komérkach ludzkich sa gora-
ce punkty aktywnosci rekombinacyjnej, ktére moga obej-
mowac rejony miedzygenowe, cate geny lub ich fragmen-
ty. Naleza do nich miedzy innymi geny kodujace rejony
hiperzmienne receptoréw limfocytéow T i taricuchy lekkie
immunoglobulin [58]. Wytwarzanie eccDNA nastepuje
tez podczas przelaczania klas przeciwcial produkowanych
przez limfocyty B. W wyniku tego procesu nastepuje wy-
miana czesci stalej taficucha ciezkiego, zas eccDNA jest pro-
duktem ubocznym rearanzacji genetycznych niezbednych
do wywolania swoistej odpowiedzi immunologicznej [1].

Z drugiej strony obecnos¢ okreslonych typéw eccDNA
moze mie¢ zwigzek z destabilizacja genomu, ktéra czesto
towarzyszy nowotworzeniu. Opisano wiele kolistych DNA,
ktére napedzaja amplifikacje onkogenéw [2]. W niektérych
typach nowotworéw produkcja ecDNA znaczaco pogarsza
rokowanie u pacjentéw [4]. Postuluje sie wykorzystanie
okreslonych typéw kolistych DNA jako biomarkeréw w
diagnostyce onkologicznej i ocenie postepéw w leczeniu [2].
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ABSTRACT

In eukaryotic cells, DNA occurs mainly in a linear chromosomes. In addition, it can also take the form of circular molecules. Mitochondrial
and chloroplast genomes are the most thoroughly studied circular DN As. However, the repertoire of circular DNA in Eukarya is much broad-
er. It also includes extrachromosomal circular DNA (eccDNA): circular forms of rDNA, telomeric circles, small polydisperse DNA, microDNA,
and other types of eccDNA of nuclear origin. The occurrence of eccDNA has been confirmed in all organisms tested so far. Previous studies
have shown that some eccDNAs are present at every stage of the cell cycle, while others appear and/or accumulate under specific circumstanc-
es. It has been proven that eccDNA accumulation accompanies severe genome destabilization caused by malignancies or stress conditions.
Despite growing interest in eccDNA, they remain a poorly understood component of eukaryotic genomes. Still little is known about the
mechanisms of their formation, evolution and biological functions.
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