STRESZCZENIE

wasy rybonukleinowe wystepuja w réznych formach, miedzy innymi w kolistej (cir-

cRNA). Forma kolista RNA jest znacznie bardziej rozpowszechniona niz pierwotnie
sadzono. U wirusa HDV, wiroidéw oraz wiroidopodobnych satelitarnych RNA pelni funk-
cje genomu. Koliste RNA zaobserwowano w zwiazku z dojrzewaniem prekursoréw rRNA
i tRNA niektérych archeonéw. Moze wystepowac jako produkt koiicowy (introny) lub sta-
dium przejsciowe. U archeonéw odnotowano rowniez formy koliste kilku snoRNA oraz in-
nych RNA pelniacych funkcje regulacyjne. Zauwazono powstawanie circRNA w zwiazku
z dojrzewaniem pre-mRNA zawierajacych introny spliceosomalne, grupy I oraz grupy IIL
Zaobserwowane czasteczki skladaly sie z sekwencji samych intronéw, samych eksonéw lub
obu rodzajéw na raz. Intronowe circRNA moga by¢ powiazane z mobilnoscia tychze elemen-
tow genetycznych. Eksonowe (wystepuja u eukariontéw) czesto sa tkankowo specyficzne lub
charakterystyczne dla okreslonego etapu rozwoju organizmu; niektére sa zdolne do modula-
¢ji dzialania miRNA. Przypuszcza sie tez, ze sa powiazane z kilkoma chorobami neurodege-
neracyjnymi. Koliste RNA sa potencjalnie uzyteczne terapeutycznie i w diagnostyce.

WPROWADZENIE

Wraz z uplywem lat oraz postepem badan nad kwasami rybonukleinowy-
mi ro$nie wachlarz form, w jakich zaobserwowano te czasteczki. Jedna z nich,
odkryta stosunkowo niedawno, sa koliste RNA - zamkniete wigzaniami kowa-
lencyjnymi okregi (circRNA). Na przestrzeni ostatnich lat mial miejsce ogrom-
ny wzrost zainteresowania badaczy ta grupa czasteczek. Pociagnat on za soba
znaczace poszerzenie stanu wiedzy na ich temat, co z kolei spowodowalo dra-
styczna zmiane ich postrzegania. Zamiast widzie¢ koliste RNA jako ciekawostki
stanowigce malo istotny szum informacyjny obecny w komorce lub efekt bted-
nego przetwarzania RNA, zaczeto uwazac je za powszechnie wystepujaca, istot-
na i potencjalnie niezwykle uzyteczna grupe czasteczek. Mimo tego obecny stan
wiedzy na temat circRNA zawiera mnéstwo biatych kart. Dzieki wysokoprze-
pustowym metodom badania calych transkryptoméw uzyskano duzo cennych
informacji, ale wiele kwestii zwigzanych z kolistymi RNA wcigz domaga sie wy-
jasénienia. Przypuszczalnie kazda odpowiedz, ktéra uda sie uzyska¢, zrodzi sze-
reg nowych pytar. Tym niemniej circRNA niosa ze soba ogrom potencjalnych
zastosowan, miedzy innymi terapeutycznych.

ZNANE TYPY KOLISTYCH CZASTECZEK RNA

Obecnosc circRNA zaobserwowano w zwiazku z wieloma procesami zacho-
dzacymi w organizmach zywych, nalezacych nieraz do skrajnie ré6znych grup
taksonomicznych [1]. Czasteczki te sa niezmiernie zréznicowane zaréwno pod
wzgledem sposobu powstawania, struktury, wtasciwosci, jak i petnionej funkcji
(Tab. 1).

KOLISTY RNA W ROLI GENOMU

Kolisty, jednoniciowy RNA moze pelni¢ role genomu. Taki stan rzeczy zaob-
serwowano dla kilku patogenéw: wirusa HDV (ang. hepatitis delta virus, wirus za-
palenia watroby typu D), wiroidéw oraz wiroidopodobnych satelitarnych RNA
[3]. Material genetyczny omawianych patogenéw tworzy rozbudowane i bardzo
stabilne struktury drugorzedowe w ksztalcie preta, z duzym udziatem fragmen-
tow dwuniciowych [3]. W niektérych przypadkach struktura drugorzedowa jest
rozgaleziona (wiroidy z rodziny Avsunviroidae [6]). Genomy circRNA charak-
teryzuja sie replikacja przebiegajaca zgodnie z modelem toczacego sie kota (re-
plikacja typu sigma, ang. rolling circle replication). Zaobserwowano dwa warian-
ty przebiegu tego procesu: symetryczny oraz asymetryczny, wlasciwe réznym
grupom omawianych patogenéw. Pierwszym etapem replikacji jest synteza nici
o polarnosci antygenomowej. W przypadku opcji symetrycznej kolejnym kro-
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Tabela 1. Wykaz znanych typow kolistych RNA (za [2] ze zmianami; rozmiar wiroidéw i wiroidopodobnych satelitarnych RNA za [3]; informacje o CDR1as/ciRS-7 za

[4,5]).

stanowigce genom

wirusa HDV nici obu ludzki 1,7 kb
polarnosci patogen Z
wiroidéow w trakcie Atosen ligacja 3'-5’ 220
i wiroidopodobnych cyklu foéli§ y o
satelitarnych RNA TOZWOjowego 400 nt
intronowe, wystepujace w zwigzku z obrébka intronéw:
tRNA i rRNA get;r?erjlﬁlugoéci niektore archeony ligacja 3’-5’
introny: dziatanie
przyciete, niektére bakterie rvbozvmu 250
grupy I pelnej dlugosci, niektére eukarionty };u ZYI do
pelnej dlugosci niektore wirusy srupy * 500 nt
z dodatkowa G it 25
kanoniczne
lariaty, wycinanie,
introny: bakterie wycinanie przez
cupy IT pelnej dlugosci, niektére eukarionty cyrkularyzacje, do3 kb
grupy pelnej dtugosci (w genomach organellarnych) bledy
z dodatkowymi niektére wirusy rozpoznawania
nukleotydami granic intronéw
(wigzania 2'-5")
. splicing,
lariaty, .
spliceosomalnych powtarzalne . d’e gradacja . <200 nt
(CiRNA) fragmenty eukarionty 3’ ogona lariatu do
intron6w do rozwidlenia >3 kb
(wigzania 2'-5")
zawierajace eksony
eksonowo-intronowe .
(EICiRNA) backsplicing
fragmenty cukariont lub pomijanie <100
eksonowe pre-mRNA y eksonow 4 i
(ecircRNA) (wigzania 3'-5") >Z .
stadia przejsciowe
obrobki
transkryptow powtarzalne niektére archeon
koliscie fragmenty niektére olon Y ligacja 3"-5’
permutowanych transkryptow gony
genow tRNA
tarzalne
obr6bki .
prekursoréow {;Zﬁiﬁ;zéw niektére archeony ligacja 3'-5’
TRNA operonu rRNA
réznorodne
degradacji RNA fragmenty niektore archeony ligacja 3’-5’
55 rRNA i mRNA
niekodujace
snoRNA C/DiH/ACA niektére archeony ligacja 3’-5’
7S RNA, RNaza P niektére archeony ligacja 3’-5’
inne
antysensowne . cztowiek zapewne ligacja 3’-5" z
wobec mRNA (RIS (i mysz udzialem spliceosomu

kiem jest ciecie powstajacego konkatameru do monomeréw
oraz ligacja koricow, efektem zas$ sa koliste czgsteczki RNA
o polarnoéci antygenomowej, zawierajace pojedyncza ko-
pie informacji genetycznej patogenu. Nastepnie ma miejsce
synteza nici o polarnoéci genomowej (wariant symetryczny;
Ryec. 1.). W przypadku opcji asymetrycznej liniowy konka-
tamer o polarnosci antygenomowej nie jest ciety, lecz stuzy
za matryce w syntezie liniowego konkatameru o polarnosci
genomowej. Powstajaca ni¢ podlega cieciu do monomeroéw,
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ktore nastepnie zostaja zamkniete podczas intramolekular-
nej ligacji (wariant asymetryczny; Ryc. 2).

Wiroidy oraz satelitarne RNA podobne wiroidom to pa-
togeny roslin, ktérych material genetyczny nie koduje zad-
nego biatka [6,7]. Skladaja sie¢ odpowiednio z nagich RNA
oraz RNA ostonietych kapsydem wiasciwych im wiruséw
pomocniczych. Powoduja istotne straty w rolnictwie [8].
Namnazanie wiroidéw ma miejsce w jadrze komérkowym
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Rycina 1. Replikacja zgodnie z modelem toczacego sie kota. Opcja symetryczna.
+ i - odpowiadaja odpowiednio niciom o polarnosci genomowej i antygenomo-
Wwej. s - synteza nowej nici o przeciwnej polarnosci, ¢ - ciecie, 1 - ligacja.

zainfekowanej komorki (rodzina Pospiviroidae) lub w chlo-
roplastach (Avsunviroidae) [9]. Replikacja wiroidopodob-
nych satelitarnych RNA przypuszczalnie zachodzi w cyto-
plazmie, kolokalizujac z replikacja ich wiruséw pomocni-
czych [3].

Wiroidy jadrowe stanowia rodzine Pospiviroidae. Posia-
daja centralny region konserwowany (CCR, ang. central con-
served region). Gatunek typowy tej rodziny to wiroid wrze-
cionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd, ang. Potato spindle
tuber viroid) [8]. Replikacja Pospiviroidae zachodzi wedlug
asymetrycznego wariantu replikacji toczacego sie kota [9]
(Ryc. 2). Syntezy nowych nici dokonuja DNA-zalezne po-
limerazy RNA gospodarza, wykorzystujac RNA wiroidu
w roli matrycy [3]. CCR odgrywa wazna role w cieciu oraz
ligacji syntetyzowanej nici RNA o polarnosci genomowej.
To wlasnie obecnos¢ tej sekwencji pozwala konkatamero-
wi (ale nie monomerowi [9,10]) na przyjecie odpowiedniej
struktury drugorzedowej. Umozliwia ona dziatanie RNA-
zie Il lub podobnemu enzymowi, ktéry najprawdopodob-
niej katalizuje ciecie do monomeréw [9,11]. Nowopowstate
czasteczki cechuja si¢ obecnoscia fosforanu na konicu 5 oraz
grupy hydroksylowej na koricu 3’ [11]. Przypuszcza sie, ze
w cyrkularyzacji monomeru bierze udzial ligaza gospoda-
rza, zdolna do taczenia konicow 5P oraz 3'OH [3].

Wiroidy nalezace do rodziny Avsunviroidae sa tez znane
jako wiroidy chloroplastowe. Gatunek typowy tejze rodziny
to wiroid skazy stonecznej awokado (ASBVd, ang. Avocado
sunblotch viroid). Nie posiadaja one, w przeciwienstwie do
Pospiviroidae, regionu zachowanego w ewolugji. Ich genomy
przybieraja rozgaleziong strukture drugorzedowsa [3].

7

71—
poli (-)

S

poli (+ I)

c

—
mono ( +)

Rycina 2. Replikacja zgodnie z modelem toczacego sie kota. Opcja asymetryczna.
s - synteza nowej nici o przeciwnej polarnosci, ¢ - ciecie, 1 - ligacja.
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Dla genomu ASBVd potwierdzono wystepowanie ko-
listych monomeréw o polarnosci antygenomowej. Flores i
wsp. [3] przytoczyli te obserwacje jako jeden z argumentéw
uzasadniajacych zalozenie, ze Avsunviroidae sa namnazane
na drodze replikacji typu sigma w wariancie symetrycznym
(Ryc. 1). Za synteze nowo powstajacych nici przypuszczal-
nie odpowiada kodowana przez gen jadrowy obecna w
chloroplastach polimeraza RNA gospodarza lub enzym jej
podobny (dane wspierajace te hipoteze réwniez uzyskano
dla ASBVd [8]). In vivo ciecie potomnych konkatameréw
jest autokatalityczne i prawdopodobnie zachodzi w trak-
cie replikacji. Kluczowa role odgrywa rybozym HHR (ang.
hammerhead ribozyme). Zaobserwowano, ze nici obu polar-
noéci przyjmuja jego strukture drugorzedows, czego skut-
kiem jest ich ciecie [8,12]. Powstajace monomery maja korice
z grupa hydroksylowa na koncu 5 oraz 2'-3" cyklicznym
fosforanem [12]. W ich cyrkularyzacji najprawdopodobniej
bierze udzial ligaza tRNA gospodarza (odnajdywana w
chloroplastach, ale kodowana jadrowo [13]).

Wiroidopodobne satelitarne RNA w przeciwienistwie
do wiroidéw nie sa zdolne do namnazania w komorce bez
wsparcia wiruséw pomocniczych. Ze wzgledu na wlasciwe
im wirusy pomocnicze dzieli sie je na trzy grupy: wiroido-
podobne satelitarne RNA nepowiruséw, sobemowiruséw
oraz luteowirusow [3,14]. Zaobserwowano duze zr6znico-
wanie przebiegu replikacji w obrebie tej grupy patogendw.
Dwa satelitarne RNA sobemowiruséw ulegaja namnazaniu
w wariancie asymetrycznym. W ich przypadku za ciecie
konkatameru o polarnosci genomowej odpowiada rybo-
zym HPR (ang. hairpin ribozyme). Jedyny satelitarny RNA
luteowiruséw charakteryzuje sie replikacja symetryczna,
z udzialem HHR w obydwu cieciach. W przypadku trzech
RNA zaleznych od nepowiruséw zaobserwowano wariant
symetryczny z HHR w nici o polarnosci genomowej oraz
HPR w antygenomowej [3].

Cyrkularyzacja wiroidopodobnych satelitarnych RNA
nie zostatla dotad dobrze poznana. Zaproponowano mie-
dzy innymi mechanizm zakladajacy zaangazowanie liga-
zy tRNA gospodarza, ale wigkszosé¢ badarn dotyczacych tej
kwestii byta wykonywana in vitro [3].

Kazdy z wiroidopodobnych satelitarnych RNA przecho-
dzi swoim cyklu rozwojowym przez forme kolista. Tym
niemniej nie wszystkie zostaja w tym stadium zamkniete w
kapsydach odpowiednich wiruséw pomocniczych. W przy-
padku satelitarnych RNA sobemowiruséw dominuje forma
kolista genomu, podczas gdy u pozostalych stwierdzano
glownie obecnos¢ liniowego RNA [3].

HDV (ang. hepatitis delta virus, wirus zapalenia watroby
typu D) to ludzki patogen, zalezny od wirusa zapalenia wa-
troby typu B. Wirion sklada sie z pojedynczej kopii genomu
zwiazanej z czasteczkami antygenu delta (HDAg; jedyne
biatko kodowane przez HDV) zamknietej w kapsydzie zto-
zonym z biatek otoczki wirusa HBV. Powoduje znacznie
ciezszy przebieg wirusowego zapalenia watroby typu B.
Namnazanie HDV przebiega zgodnie z symetrycznym wa-
riantem replikacji typu sigma w jadrze zainfekowanego he-
patocytu (Ryc. 1). Syntezy powstajacych nici dokonuja za-
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lezne od DNA polimerazy RNA gospodarza [3]. Przypusz-
cza sig, ze akceptuja one materiat genetyczny wirusa w roli
matrycy, poniewaz znaczna jego czeéc¢ (74% sekwengji) two-
rzy struktury dwuniciowe; nagi RNA przybiera nierozgale-
ziong strukture drugorzedowa w ksztalcie preta [15]. Ciecie
syntetyzowanego RNA odbywa si¢ z udzialem obecnego w
niciach obu polarnosci nietypowego rybozymu. Jego dzia-
tanie skutkuje powstaniem monomeru z wolng grupa hy-
droksylowa na koricu 5 oraz 2’-3" cyklicznym fosforanem
[16]. W genomie HDV wykryto takze odcinek cze$ciowo
komplementarny do sekwencji rybozymu. Fragment ten
(dzieki klasycznemu parowaniu zasad) moze odgrywac
role jego atenuatora. Dzieki jego istnieniu jedynie czastecz-
ka zawierajaca wiecej niz jedna kopie materiatu genetycz-
nego HDV przyjmuje strukture drugorzedowa pozwalajaca
na dziatanie rybozymu. Odnotowano, ze czynniki wlasciwe
dla gospodarza, oraz HDAg stymuluja ciecie konkatameru.
Zaproponowany mechanizm tlumaczacy te obserwacje za-
klada, Ze czasowo zaburzaja one parowanie zasad miedzy
rybozymem a atenuatorem, zwigkszajac szanse na przyje-
cie przez ten pierwszy aktywnej konformacji. Wysunieto
réwniez przypuszczenie, ze antygen delta moze wplywac
na trwatoé¢ kolistego monomeru poprzez tworzenie z nim
ryboproteiny. Pociagaloby to za soba utrwalenie struktury
zawierajacej atenuowany rybozym - postulowane czynniki
czasowo ,uwalniajace” rybozym mialyby utrudniony do-
step do nici RNA [17,18]. In vitro rybozym HDV jest zdolny
réwniez do katalizy cyrkularyzacji powstajacych monome-
réw, ale dzieje sie to w warunkach dalekich od fizjologicz-
nych [17], a okoto polowy tworzonych wéwczas wigzan 1a-
czy wegle 5 oraz 2’ [19]. Wyniki p6zniejszych badan wska-
ZUuja na zaangazowanie maszynerii enzymatycznej komoérki
gospodarza, zdolnej do katalizy ligacji koricow z 5" grupa
hydroksylowa oraz 2’-3" cyklicznym fosforanem. Mozliwe,
Ze wirus wykorzystuje w tym celu ligaze tRNA [19].

INTRONOWE circRNA (ciRNA)

Kolisty RNA jest wynikiem usuwania intronéw rRNA
oraz tRNA u niektérych archeonéw [2,20]. Ciag reakcji
prowadzacych do powstania circRNA rozpoczyna sie wy-
cieciem intronu z czasteczki prekursora. Odpowiada za nie
splicingowa endonukleaza archeonéw (ang. archaeal spli-
cing endonuclease). Enzym ten rozpoznaje tak zwany motyw
BHB (ang. bulge-helix-bulge), znaczacy punkty wycinania
intronéw. Wilasciwa mu struktura drugorzedowa obejmu-
je dwa wybrzuszenia polaczone dwuniciowym Igcznikiem
dtugosci kilku nukleotydéw. W miejscu ciecia wspomniana
endonukleaza pozostawia grupe hydroksylowa na koricu 5’
oraz 2’-3’ cykliczny fosforan. Usuniety z prekursora intron
jest czasteczka liniowq. Ulega ona cyrkularyzacji z udzialem
ligazy RNA (Ryc. 3; potwierdzono to dla intronéw tRNA
oraz tych sposréd intronéw rRNA, ktére zawieraja otwarte
ramki odczytu). W wyniku tejze reakcji powstaje kolisty in-
tron pelnej dlugosci [20,21]. Danan i wsp. [22] przypuszcza-
ja, ze wszystkie koliste introny tRNA sa zamkniete wigza-
niami 3’-5". Postuluja tez powszechno$¢ wystepowania tego
ciggu reakcji wsréd archeonéw. Koliste introny tRNA moga
zawiera¢ elementy charakterystyczne dla matych jaderko-
wych RNA (snoRNA) z rodziny C/D.
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Rycina 3. Wycinanie intronéw rRNA i tRNA. Zielong linig oznaczono intron,
bialy prostokat odpowiada sekwencji obecnej w dojrzalej czasteczce rRNA lub
tRNA. Tréjkaty oznaczaja miejsca ciecia. ¢ - ciecie, 1 - ligacja.

Introny grupy I katalizuja wycinanie siebie samych
z czasteczki prekursora mRNA. Czed¢ wymaga wsparcia
maszynerii biatkowej komérki w wyniku utraty pelnej ak-
tywnosci rybozymu [23]. Cecha charakterystyczna tej grupy
intronéw jest tzw. miejsce wigzace guanozyne (ang. G-bin-
ding site) oraz guanozyna stanowigca ich ostatni nukleotyd
[24,25]. Introny grupy I wykryto u eukariontéw oraz niekto-
rych bakterii, pojedyncze przypadki réwniez w genomach
wiruséw. Dla organizméw eukariotycznych odnotowano
ich obecnoé¢ w genach jadrowych (jedynie rRNA), mito-
chondrialnych oraz plastydowych [26]. Omawiane introny
cechuje zachowana w ewolugji struktura drugorzedowa
z doé¢ dobrze zbadanymi funkcjami poszczegélnych jej
czesci. Koniec eksonu poprzedzajacego znajduje sie blisko
poczatku eksonu nastepnego, miedzy innymi dzieki kom-
plementarnosci skrajnych czesci tychze do IGS (ang. internal
quide sequence), stanowiacej fragment intronu. Na poziomie
struktury pierwszorzedowej odnotowano bardzo niewiele
elementéw zachowanych w ewolugji. Introny grupy I moga
zawiera¢ znacznej diugosci wstawki we fragmentach nie
wchodzacych w skiad centrum katalitycznego. Moga by¢
to geny kodujace np. endonukleazy nakierowane na kon-
kretne sekwencje (ang. homing endonuclease). Odgrywaja
one role w mobilnosci introndéw, a ich istnienie jest czesto
przytaczanym argumentem, ze introny grupy I sa samo-
lubnymi elementami genetycznymi. Zaobserwowano réw-
niez geny kodujace maturazy, ktére pomagaja intronowi
w przyjeciu konformacji pozwalajacej na zadzialanie rybo-
zymu [27]. Koliste RNA powstate w zwiazku z przetwarza-
niem prekursoréw zawierajacych introny grupy I zawieraja
wylacznie wigzania 3’-5". Moga zawiera¢ pelng sekwencje
intronu, jej fragment lub petng sekwencje z dodatkiem nie-
kodowanej guanozyny. Wycinanie intronéw grupy I prze-
biega w nastepujacy sposoéb: najpierw miejsce wigzania gu-
anozyny laczy sie z tym nukleotydem, pochodzacym spoza
czasteczki. Kolejny etap stanowi atak nukleofilowy grupy
hydroksylowej przy weglu 3" kofaktora na wigzanie fosfo-
diestrowe taczace ekson poprzedzajacy intron z tymze. Na-
stepuje kowalencyjne przylaczenie zewnetrznej guanozyny
do poczatku intronu oraz zwolnienie korica eksonu. Kolejny
etap stanowi atak nukleofilowy wtasnie uwolnionej grupy
3’0OH z konica eksonu poprzedzajacego na wigzanie Iaczace
intron z eksonem nastepnym. Efektem sg zligowane eksony
oraz liniowy intron z niekodowang guanozyna na koncu 5’

(Ryc. 4).

www.postepybiochemii.pl



5:——G_ — l:l—@G_
mw zG
) |
an
e ——
+ - Gy Qs
G G

Rycina 4. Kanoniczne wycinanie intronéw grupy I. Prostokgtami oznaczono eks-
ony, a zielone linie oraz czarne G odpowiadaja elementom wchodzacym w sktad
intronu. G - guanozyna, mwG - miejsce wigzania guanozyny, zG - zewnetrzna
guanozyna, an - atak nukleofilowy.

Po wycieciu z czasteczki prekursora uzyskany liniowy
intron grupy I z dodatkowa guanozyng moze ulec cyrku-
laryzacji na dwa sposoby. Pierwsza opcja rozpoczyna sie
przylaczeniem koncowej guanozyny do miejsca wigza-
nia. Nastepuje atak nukleofilowy jej wolnej grupy 3’OH
na wigzanie w jednym z mozliwych miejsc cyrkularyzaciji.
W rezultacie powstaje koliste RNA (zawierajace wiekszos¢
sekwencji intronu) oraz oligonukleotyd bedacy jego frag-
mentem od strony 5, z przylaczona na poczatku niekodo-
wang guanozyna (pelnita role kofaktora przy wycinaniu).
Kolista czasteczka moze zosta¢ otwarta i ponownie ulec za-
mknieciu z wykorzystaniem alternatywnego miejsca cyrku-
laryzacji. Ma wéwczas miejsce utrata kolejnego fragmentu
od strony korica 5" (Ryc. 5). Lokalizacja miejsc cyrkularyza-
qji jest zwigzana z lokalng struktura drugorzedowa RNA,
odlegloscia od IGS i sekwencja bezposrednio takie miejsce
poprzedzajaca. Warto zauwazyé, ze w wyborze punktu
ciecia zaobserwowano parowanie zasad z fragmentem IGS
innym, niz istotny przy definiowaniu poczatku intronu w
trakcie wycinania [28].

Druga mozliwos¢ jest znacznie mniej dokladnie pozna-
na. Rezultatem jest wowczas kolisty intron grupy I pelnej
dtugosci, zawierajacy oprocz tego dotaczony, niekodowany
kofaktor wycinania. Powstawanie takiej czasteczki zaob-
serwowano podczas eksperymentéw wykonywanych w
ukladzie in vitro z wykorzystaniem znakowanego radioak-
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Rycina 5. Cyrkularyzacja wycietego intronu grupy I. Zielona linig oznaczono in-
tron, ciemnozielone kropki odpowiadajg miejscom cyrkularyzacji. G - guanozy-
na, mwG - miejsce wigzania guanozyny, an - atak nukleofilowy.
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Rycina 6. Alternatywne przetwarzanie transkryptu zawierajacego intron gru-
py I Prostokatami oznaczono eksony, a zielone linie oraz czarne G odpowiadaja
elementom wchodzgcym w sklad intronu. G - guanozyna, h - miejsce hydrolizy,
an - atak nukleofilowy.

tywnie trifosforanu guanozyny. Vicens i Cech [29] skupili
sie na przytoczeniu faktéw, na ktérych oparli swoje wnioski
dotyczace tozsamosci czasteczki oraz chemicznej strony jej
powstawania; mechanizm reakcji pozostaje nieznany.

Koliste RNA moga réwniez powsta¢ w wyniku alterna-
tywnego przetwarzania prekursora zawierajacego intron
grupy I. Rozpoczyna sie on hydroliza na zlaczu intronu
oraz nastepujacego po nim eksonu. W jej wyniku koncza-
ca intron guanozyna staje sie ostatnim ogniwem laricucha
nukleotydéw. Laczy sie ona z miejscem wigzania guano-
zyny. Kolejnym etapem jest atak nukleofilowy grupy 3'OH
tegoz nukleotydu na wiazanie taczace ekson poprzedzajacy
i intron. Rezultat tej éciezki przetwarzania stanowia niezli-
gowane eksony oraz kolisty intron pelnej dtugosci (Ryc. 6).
Warto odnotowaé, ze omawiany ciag reakcji nie wymaga
obecnosci zewnetrznego kofaktora. Tak przebiegajaca ob-
rébka prekursora nie skutkuje tez powstaniem funkcjonal-
nego RNA zawierajacego eksony. Zdolnoé¢ tworzenia koli-
stych RNA pelnej dltugosci jest wtasciwa wszystkim jadro-
wym intronom grupy I [30].

Introny grupy II stanowia rybozymy odmienne od gru-
py L. Wystepuja u bakterii, niektérych archeonéw i czesci
eukariontow w genomach organellarnych [31]. Wprawdzie
centrum katalityczne intronéw grupy II jest uformowane z
RNA, ale wiele z nich in vitro nie jest zdolnych do katali-
zy wycinania siebie samych z czgsteczki prekursora. In vivo
wiekszo$¢ wymaga pomocy czynnikéw biatkowych [31].
Niewiele elementéw sekwengji intronéw grupy 1I jest kon-
serwowanych ewolucyjnie. Nalezg do nich miedzy innymi
odlegla o 7-8 nukleotydéw od kornica intronu eksponowa-
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Rycina 7. Kanoniczne wycinanie intronéw grupy II (A) z powstaniem lariatu (B)
inicjowane hydroliza. Prostokatami oznaczono eksony, a zielone linie oraz czarne
A odpowiadaja elementom wchodzacym w skiad intronu. A - adenozyna, an -
atak nukleofilowy, h - miejsce hydrolizy.

na adenozyna, lezaca w tak zwanym punkcie rozgalezienia
(ang. branchpoint adenosine), ktéra moze inicjowaé kanonicz-
ne wycinanie intronu oraz kilka krétkich odcinkéw uczest-
niczacych w dziataniu centrum aktywnego. Wiele intronéw
grupy Il zawiera otwarte ramki odczytu. Kodowane w nich
biatka czesto pelnig funkcje maturaz (umozliwiaja przyje-
cie przez centrum aktywne rybozymu odpowiedniej kon-
formacji) lub odgrywaja istotna role w przemieszczaniu sie
intronéw (tzw. homing oraz transpozycja - odpowiednio in-
tegracja w pozbawiony intronu allel genu oraz wstawienie
w zupelnie nowe miejsce w genomie). Kanoniczne wycina-
nie intronéw grupy Il rozpoczyna sie atakiem nukleofilo-
wym grupy 2’OH nalezacej do eksponowanej adenozyny
na wigzanie 1aczace ekson poprzedzajacy z intronem. Role
nukleofila moze tez pelni¢ czasteczka wody. Kolejny krok
stanowi atak 3'OH z korica eksonu poprzedzajacego na gra-
nice miedzy intronem a kolejnym eksonem. Efekt stanowig
zligowane eksony oraz intron, odpowiednio w formie laria-
tu (Ryc. 7A) lub liniowej (Ryc. 7B).

Przetwarzanie intronéw grupy II moze réwniez owoco-
wac kolistym intronem pelnej dltugosci, ktéremu towarzy-
sza zligowane eksony (w przeciwienistwie do grupy I - tam
powstanie pelnego kolistego intronu skutkuje niepotaczo-
nymi eksonami). Prowadzacy do tego ciag reakcji rozpo-
czyna sie atakiem nukleofilowym grupy 3’OH nalezacej do
wolnego eksonu poprzedzajacego (powstalego na skutek
obrébki innej czasteczki prekursora) na wigzanie faczace
intron z nastepnym eksonem. Atak grupy 2'OH ostatniego
nukleotydu intronu na zlacze eksonu wczedniejszego i in-
tronu stanowi kolejny etap (Ryc. 8). Pierwotnie badano te
Sciezke in vitro [31]. Monat i wsp. [32] potwierdzili, ze czesé
czasteczek pre-mRNA zawierajacych bakteryjny intron gru-
py 1 (LL.LtrB u Lactococcus lactis) jest in vivo przetwarzanych
wlasnie w ten sposéb, aczkolwiek klasyczne wycinanie po-
zostaje dominujgcym sposobem obrébki prekursora. Monat
i Cousineau [33] sugeruja, ze cyrkularyzacja jest dostepna
szerszej gamie intronéw grupy II. W niektérych przypad-
kach zaobserwowano réwniez koliste introny grupy II za-
wierajace dodatkowe nukleotydy. Jest to zwigzane z niedo-
kladng identyfikacja granicy miedzy intronem a nastepuja-
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Rycina 8. Alternatywne przetwarzanie pre-mRNA zawierajacych introny grupy
II (cyrkularyzacja). Prostokatami oznaczono eksony, a zielone linie oraz czarne A
odpowiadaja elementom wchodzgcym w skiad intronu. A - adenozyna, an - atak
nukleofilowy.

cym po nim eksonem w pierwszym kroku opisanej powyzej
Sciezki przetwarzania [33]. Wolny ekson poprzedzajacy
moze pochodzi¢ z tak zwanej reakcji SER (ang. spliced exon
reopening). Polega ona na katalizowanym przez lariat lub li-
niowy wyciety intron rozdzieleniu zligowanych eksonow.
Jak dotad zaobserwowano ja in vitro [32]. Warto zauwazyé¢,
Ze wycinanie intronu poprzez cyrkularyzacje wprawdzie
wymaga obecnosci wolnego eksonu poprzedzajacego, ale
tez skutkuje uwolnieniem takiej czgsteczki.

Introny spliceosomalne wystepuja u eukariontéw. W ich
wycinaniu kluczowa role odgrywa kompleks rybonukle-
oproteinowy - spliceosom. Podobnie jak autokatalityczne
introny grupy II posiadaja punkt rozgalezienia, w ktérym
znajduje sie w wiekszosci przypadkéw adenozyna. Oprocz
niej posiadaja konserwowane ewolucyjnie miejsca wyci-
nania, o konsensusowej sekwencji AG|GU na kornicu 5
intronu oraz AG| na kornicu 3" (| oznacza miejsce cigcia)
[34]. Omawiane introny sa wycinane w formie lariatu, kto-
ry nastepnie w wiekszosci przypadkéw jest pozbawiany
rozgalezienia (ang. debranching), co umozliwia stanowigca
kolejny etap degradacje liniowego RNA. Czes¢ czasteczek
unika tego losu. Ich ogon 3’, az do punktu rozwidlenia, jest
trawiony przez egzonukleazy. Tak powstale czgsteczki ko-
listego RNA s okreslane mianem ciRNA (ang. circular intro-
nic RNA [2]). W ciagu ostatnich lat pojawilo sie wiele opra-
cowar na ich temat. Duza ich czes¢ dotyczy wystepowania
ciRNA w organizmie czlowieka. Zhang i wsp. [35] wysuneli
przypuszczenie, ze obecnos¢ okreslonych sekwencji w bez-
posrednim sgsiedztwie poczatku intronu oraz punktu roz-
widlenia jest niezbedna i wystarczajaca, by przetwarzanie
go skutkowato powstaniem ciRNA. Dla ludzkich komérek
zaobserwowano jadrowa lokalizacje tych czasteczek [35].

www.postepybiochemii.pl



INNE KOLISTE RNA EUKARIONTOW

Obroébka eukariotycznych pre-mRNA zawierajacych in-
trony spliceosomalne moze skutkowaé powstaniem koli-
stych RNA odmiennych od opisanych powyzej. Okreslane
sa jako eksonowe (ecircRNA) oraz eksonowo-intronowe
(EIciRNA) koliste RNA. W skiad tych pierwszych wchodza
wyciete z prekursora i zcyrkularyzowane eksony, podczas
gdy te drugie oprécz eksonéw zawieraja réwniez introny
[2,36]. Zauwazono tez koliste RNA utworzone z trans-
kryptéw antysensownych wzgledem znanych pre-mRNA
(CDR1las/ciRS-7) [2]. Eksonowe koliste RNA wystepuja
powszechnie u eukariontéw. Czes¢ badaczy przypuszcza,
ze ich produkcja moze by¢ uniwersalng cecha splicingu
mRNA organizméw z tej domeny. Ich powstawanie zaob-
serwowano dla wielu ré6znorodnych genéw. Wystepuja w
bardzo szerokim zakresie stezen - niektére dominujg nad
liniowa forma odpowiadajacych im transkryptéw, a inne
odnajduje sie¢ jedynie w sladowych iloéciach. Czes¢ eksono-
wych circRNA jest konserwowanych ewolucyjnie [37]. Sfor-
mulowano szereg kryteriéw majacych umozliwic ocene, czy
wykryty RNA faktycznie nalezy do omawianej grupy cza-
steczek. Mimo tego raportowane przez poszczegolne zespo-
ty zbiory eksonowych circRNA znacznie r6znia si¢ miedzy
soba. Zapewne jest to zwigzane ze zréznicowanymi waga-
mi przyporzadkowywanymi poszczegdlnym kryteriom

oraz przyjetymi przez rézne grupy badaczy wartosciami
progowymi [2]. Nie potwierdzono jednoznacznie mechani-
zmu powstawania eksonowych kolistych RNA, aczkolwiek
dostepne dane sugeruja udziat spliceosomu w tym proce-
sie [38]. Najszerzej dyskutowane teorie obejmujg pomijanie
eksonéw oraz backsplicing [12]. Przypuszczalnie przynaj-
mniej niektére sposréd circRNA wystepujacych w matych
ilosciach powstaja w wyniku bledéw w przebiegu splicingu
[2]. Czeé¢ pre-mRNA moze ulega¢ skladaniu na kilka réz-
nych sposobéw - nie wszystkie odcinki kodujace pierwot-
nie zawarte w prekursorze musza znalez¢ si¢ w koricowym
mRNA. Ma to miejsce, gdy w trakcie wycinania usunieciu
ulegaja dwa lub wiecej intronéw na raz - wraz z zawartymi
pomiedzy nimi eksonami. W takiej sytuacji splicing rozpo-
czyna si¢ atakiem nukleofilowym grupy 2'OH adenozyny
polozonej w punkcie rozwidlenia ostatniego z usuwanych
tacznie intronéw. Celem ataku jest wigzanie faczgce ekson
poprzedzajacy pierwszy z wycinanych intronéw z tymze
(Ryc. 9A). Tak przebiegajacy proces jest okreslany pomi-
janiem eksonéw (ang. exon skipping). Z powstalego lariatu
usuwane sa zawarte w nim introny. Jeéli nie wszystkie ule-
gly wycieciu powstaje EIciRNA; jesli otrzymana czasteczka
zawiera wylgcznie eksony jest okre$lana jako ecircRNA. Za-
uwazono, ze wystapienie wzajemnie komplementarnych,
odwréconych powtoérzenn w obrebie réznych intronéw na-
lezacych do pojedynczego

transkryptu zwieksza szanse
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Rycina 9. Powstawanie kolistych RNA zawierajacych eksony (z zaznaczeniem mozliwych mechanizméw powstawania
EIciRNA) poprzez (A) pomijanie eksonéw (B) backsplicing (na podstawie [38]). Prostokgtami oznaczono eksony, a zielone
linie oraz litery A odpowiadaja elementom wchodzgcym w sklad intronéw. A - adenozyna, an - atak nukleofilowy.
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na powstawanie ecircRNA
w zwiazku z obrobka tegoz.
Zapewne ma to miejsce dzie-
ki hybrydyzacji takich odcin-
koéw, skutkujacej zblizeniem
do siebie punktu rozwidle-
nia oraz zlacza ekson-intron
ah nalezacych do réznych intro-
néw. Takie ulozenie zwigksza
szanse na wystgpienie ataku
nukleofilowego grupy 2'OH
adenozyny z punktu rozwi-
dlenia na wspomniane zia-
cze. Jesli powstala czasteczka
zawiera introny jest to ElciR-
NA; moga one z niej zostac
usuniete - efektem jest ecircR-
NA (Ryc. 9B). Tak przebiega-
jacy proces jest okreslany jako
backsplicing [37]. Przypuszcza
sie, ze jest to czeSciej wyste-
pujacy mechanizm [12]. Zda-
niem Ebbesen i wsp. [38] oba
powyzsze mechanizmy naj-
prawdopodobniej sa wyko-
rzystywane, ale zaden z nich
nie ttumaczy wystepowania
kompletu ecircRNA obser-
wowanych u poszczegélnych
organizmoéw. Eksonowe koli-
ste RNA moga zawierac jeden
ekson lub wiele. Odnotowa-
no, ze duza dltugos¢ eksonéw
lub przylegajacych intronoéw

227



zwieksza szanse na powstanie ecircRNA. Réwniez odwré-
cone powtorzenia flankujace ekson sprzyjaja jego cyrkula-
ryzacji. Ich wzajemna komplementarnos¢ zbliza do siebie
odpowiednie miejsca wycinania. Wigkszoé¢ ecircRNA ma
lokalizacje cytoplazmatyczna [38]. Li i wsp. [36] odnotowali
istnienie kolistych RNA, ktére oprécz sekwencji eksonéw
zawierajg rowniez introny. Ich wyniki wskazuja na prze-
waznie jadrowa lokalizacje tych czasteczek. Odnotowali
réwniez, ze omawiane EIciRNA wchodza w interakcje z U1
snRNP (mata jadrowa rybonukleoproteing), znana z odgry-
wanej roli w regulacji dojrzewania mRNA.

INNE TYPY KOLISTYCH RNA

Wystepowanie circRNA zostalo zaobserwowane jako
etap posredni w procesie dojrzewania tRNA oraz rRNA ar-
cheonéw (tRNA réwniez u niektérych glonéw). Takie stadia
przejsciowe najprawdopodobniej sa zamkniete wigzaniami
3'-5" [2,22]. Czesé¢ genéw tRNA archeonéw oraz niektérych
glonéw to tak zwane geny koliécie permutowane. Oznacza
to, ze odcinek, na podstawie ktérego powstanie poczatek
tRNA znajduje sie blizej korica 3" genu, niz fragment zawie-
rajacy informacje o konicéwce dojrzatej czasteczki. W trak-
cie przetwarzania transkryptu takiego genu niezbedna jest
zmiana kolejnoéci wzmiankowanych sekwencji. Najpraw-
dopodobniej ma to miejsce dzieki udzialowi kolistego pro-
duktu posredniego w dojrzewaniu takich pre-tRNA. U nie-
ktorych glonéw zaobserwowano wystepowanie czasteczek
circRNA, ktére moglyby pemnié¢ te funkcje [39]. Zawieraja
one obie czesci dojrzalego tRNA wraz z tacznikiem wyste-
pujacym pomiedzy nimi w prekursorze. Zapewne powstaja
dzieki cieciu tworzonego przez korice transkryptu motywu
BHB i nastepujacej po nim ligacji. W ramach kolejnych prze-
obrazen z takiego kolistego stadium posredniego usuwane
sq ewentualne introny tRNA (réwniez z udzialem moty-
woéw BHB; Ryc. 3). Po ich wycieciu z circRNA eliminowany
jest odcinek taczacy dojrzate korice tRNA (Ryc. 10).

Przypuszczalnie produkcja tRNA z genéw permutowa-
nych archeonéw przebiega w podobny sposéb, aczkolwiek
nie uzyskano na to bezposredniego potwierdzenia ekspery-
mentalnego [40].

U archeonéw odcinki, z ktérych powstajg 16S oraz 23S
rRNA wchodza w sktad wspélnej czasteczki prekursora. Po-
wstaje ona dzieki transkrypcji operonu rRNA. Oprécz tych-
ze rybonukleinowych skladnikéw rybosomu wspomniany
operon moze zawiera¢ takze sekwencje, ktérych przetwa-
rzanie skutkuje powstaniem tRNA lub innych rRNA [41].
Kluczowa role w obrébce transkryptu tegoz réwniez odgry-
waja motywy BHB. Sg umiejscowione w pewnej odlegto-
sci od dojrzatych koricéw rRNA, wiec ciecie w ich obrebie
stanowi jeden ze wstepnych etapéw przetwarzania trans-
kryptu. Po wycieciu, jak w przypadku intronéw, nastepuje
cyrkularyzacja tak powstalego produktu posredniego oraz
dalsze ciecia, prowadzace do powstania dojrzatych rRNA
[42].

Danan i wsp. [22] odnotowali takze obecnos¢ kolistych
RNA o réznorodnych konicach dla 5S rRNA oraz szeregu
mRNA. Poczynione przez nich obserwacje sugeruja, ze za-
obserwowane czasteczki stanowia jeden z etapéw ich de-
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Rycina 10. Transkrypty genow tRNA oraz ich dojrzewanie (na podstawie [40]).
(A) transkrypt genu o kanonicznej kolejnosci segmentow (B) transkrypt genu per-
mutowanego (C) powstawanie tRNA z transkryptu genu permutowanego. Po-
grubionymi liniami oznaczono fragmenty wchodzace w skiad dojrzalego tRNA,

a bladozielone linie odpowiadaja elementom usuwanym w trakcie dojrzewania.
Tréjkaty oznaczaja miejsca ciecia. ¢ - ciecie, 1 - ligacja.

gradacji, niekoniecznie syntezy. Autorzy ci zauwazyli tez
wystepowanie kolistych form szeregu niekodujacych RNA,
niepowigzanych z wycinaniem intronéw. Byly to miedzy
innymi (odnotowane dla Sulfolobus solfataricus): matle ja-
derkowe RNA (snoRNA, biora udzial we wprowadzaniu
modyfikacji potranskrypcyjnych) z rodziny H/ACA, kil-
ka RNA komplementarnych do transpozonéw, fragment
RNazy P (bierze udzial w dojrzewaniu tRNA) oraz 7S RNA
(wchodzacy w sktad kompleksu SRP, ang. signal recognition
particle).

Starostina i wsp. [43] réwniez zaobserwowali wystepo-
wanie szeregu niekodujacych circRNA niepowigzanych z
przetwarzaniem intronéw. W ich pracy dotyczacej Pyrococ-
cus furiosus odnotowane zostalo wystgpienie znacznej licz-
by snoRNA z rodziny C/D zaréwno w formie kolistej, jak i
liniowej. Zauwazyli tez, ze C/D circRNA (podobnie jak ich
formy liniowe) oddzialuja in vivo z biatkowymi sktadnikami
kompleksu snRNP (matych jaderkowych rybonukleoprote-
in), wiec przypuszczalnie réwniez sa funkcjonalne.

FUNKCJE ORAZ KONSEKWENC]JE
WYSTEPOWANIA KOLISTYCH RNA

Po odnotowaniu istnienia kolistego RNA nasuwa sie sze-
reg pytan. Jakie konsekwencje pociaga za soba jego wyste-
powanie w tejze formie? Jakie funkcje pelni taka czastecz-
ka? Zamiast odpowiedzi w wielu przypadkach dostepne
sa jedynie hipotezy, przypuszczenia badZ dane negatywne,
temat ten jest znacznie mniej doktadnie poznany, niz omo-
wione wczesniej kwestie. Mimo wielu przeprowadzonych
badan nie poczyniono obserwacji, ktére Swiadczylyby o
translacji kolistych czasteczek RNA [2].

W przypadku wirusa HDV, wiroidéw oraz wiroidopo-
dobnych satelitarnych RNA funkcja jest fatwa do okre-
$lenia - koliste, jednoniciowe RNA stanowi nosnik ich
informacji genetycznej. Pytanie o konsekwencje takiego
stanu rzeczy ma mniej trywialng odpowiedz. Koliste
RNA cechuje sie odpornoscia na egzonukleazy. Ta cecha
stanowi niepomijalng zalete z punktu widzenia przeni-
kajacego do organizmu gospodarza patogenu, znacznie
zwiekszajac szanse przetrwania czgsteczki genomu w
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bogatej w enzymy z tej grupy cytoplazmie infekowanej
komoérki. Obsadzenie circRNA w roli materialu genetycz-
nego niesie za sobg réwniez korzysci niezwigzane bezpo-
§rednio z przezywalnoscia jednostek patogenu podczas
infekcji. Pojedyncza inicjacja replikacji (dzieki opisanemu
juz mechanizmowi toczacego sie kota) skutkuje powsta-
niem wielu czasteczek potomnych. Ciecie syntetyzowa-
nej nici do odcinkéw zawierajacych pojedyncza kopie
genomu zachodzi dzieki dziataniu rybozymoéw, zawar-
tych w kopiowanym RNA. Nie byloby to mozliwe, gdyby
niezdolne do katalizy reakcji DNA pelnilo role noénika
informacji genetycznej. Nie ma tez potrzeby, by genom
patogenu zawieral gen kodujacy endonukleaze, ktéra od-
powiadataby za ciecie.

Funkcje kolistych RNA zwiazanych z dojrzewaniem
transkryptéw zawierajacych introny grupy I oraz II nie zo-
staly doglebnie zbadane. Dawniej uwazano te czasteczki za
rezultat bledéw w procesie wycinania. W zwiazku z tym
powszechnie zakladano, ze nie odgrywaja znaczacej roli
w organizmie. Ich postrzeganie drastycznie zmienilo sie
w ciggu ostatnich lat. Wysunieto szereg hipotez, opartych
na dostepnych poszlakach. Introny grupy I oraz II sa zdol-
ne do cyrkularyzacji bez utraty informacji w nich zawartej
(kota pelnej diugosci, opisane w odpowiednich sekcjach
powyzej). Przypuszczalnie takie circRNA biorg udzial w
przemieszczaniu si¢ tychze elementéw genetycznych (ang.
intron mobility [30,31]).

W przypadku intronéw grupy I cigg reakcji prowadza-
cy do powstania circRNA petnej dtugosci nie skutkuje po-
wstaniem funkcjonalnego RNA. Bywa to podkreslane, gdy
sq przedstawiane jako samolubne elementy genetyczne. Jak
dotad nie udalo sie okresli¢ funkcji pelnionej przez okregi
zawierajace niepelng sekwencje intronu [30]. W przeciwien-
stwie do grupy I, cyrkularyzacja intronéw grupy II owocuje
prawidtowo potaczonymi eksonami. Nie bez znaczenia dla
ich przemieszczania si¢ jest zapewne zdolnosé¢ do przepro-
wadzania wspomnianej wczesniej reakcji SER (spliced exon
reopening), stanowiacej potencjalne Zrédio wolnych ekso-
néw poprzedzajacych (niezbednych do inicjacji $ciezki pro-
wadzacej do cyrkularyzacji).

W ostatnich latach odkryto wiele kolistych RNA po-
wstajacych w zwigzku z dzialaniem spliceosomu w or-
ganizmach eukariotycznych. Wiele sposréd circRNA
nalezacych do tej grupy jest tkankowo specyficznych lub
pojawia sie w konkretnym stadium rozwojowym organi-
zmu. Czes¢ jest konserwowana ewolucyjnie, co sugeruje,
Ze nie sa one pozbawione funkcji [38]. Dotad odnotowane
dla ecircRNA funkcje obejmuja miedzy innymi modulacje
dzialania miRNA (ang. micro RNA, uczestnicza w regula-
cji ekspresji gendw poprzez wstrzymanie translacji oraz
destabilizacje transkryptéw, z ktorymi sie wigza). Czesto
spotyka sie okreslenie miRNA sponge (dostownie , gabka
na miRNA"). Takie czasteczki wptywaja na iloé¢ wolnych
miRNA wiazac czeé¢ z nich. Molekuly zdolne do petnie-
nia funkcji miRNA sponge nie ulegaja cieciu ze wzgledu
na niepelna komplementarnosé¢ z miRNA w srodko-
wej czedci dupleksu. Posiadaja wiele miejsc wigzania
miRNA. Koliste RNA moga by¢ posrednio istotne w roz-
woju waznych z punktu widzenia wspoétczesnej medycy-
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ny schorzen. Dobrym przykladem jest zaobserwowane u
ludzi (i nie tylko) koliste RNA ciRS-7 (znane réwniez jako
CDR1as; odpowiednio ang. circular RNA sponge for miR-7
oraz CDR1 antisense). Odnotowano, ze moduluje ono ak-
tywnos¢ miRNA miR-7, ktore z kolei jest zaangazowane
w regulacje réznych proceséw mogacych skutkowac no-
wotworzeniem. Przypuszczalnie réwniez bierze udzial
w regulacji ekspresji a-synukleiny - biatka, ktérego aku-
mulacja w neuronach jest powigzana z szeregiem choréb
neurodegeneracyjnych, miedzy innymi z choroba Parkin-
sona [2,5]. Wspomniane wcze$niej eksonowo-intronowe
koliste RNA (EIciRNA) zostaly po raz pierwszy opisane
stosunkowo niedawno, wiec niewiele mozna powiedzieé¢
o ich funkcjach. Li i wsp. [36] odnotowali, ze wykryte
przez nich czasteczki oddzialujg z polimerazg RNA 1I i
uczestnicza w regulacji transkrypcji swoich genéw ma-
cierzystych (podobnie jak ciRNA [35]).

Koliste RNA zaobserwowane u archeonéw stanowia
bardzo réznorodna grupe. Ze wzgledu na to pelnione
przez nie funkcje (zaréwno potwierdzone, jak i stano-
wiace jak dotad jedynie przypuszczenia) sa réwnie zréz-
nicowane - uczestnictwo we wprowadzaniu modyfikacji
potranskrypcyjnych, zmiana kolejnoéci odcinkéw RNA
w dojrzewajacym transkrypcie czy wspomaganie przyj-
mowania wlasciwej konformacji czasteczki to tylko kilka
z nich. Koliste introny rRNA przypuszczalnie odgrywaja
role w miedzykomoérkowej mobilnosci tychze elementéw
genetycznych [20]). Odnotowano, ze circRNA powstale w
konsekwencji wycinania intronéw tRNA moga uczestni-
czy¢ w poddawaniu czasteczek, z ktérych zostaly usuniete
modyfikacjom potranskrypcyjnym. Potwierdzono to dla
jednego z intronéw tRNA Haloferax volcanii, w ktérym to
organizmie intron tRNAT? uczestniczy w metylacji dwoch
nukleotydéw w trakcie dojrzewania tegoz tRNA. Dla in-
nych archeonéw poczyniono obserwacje sugerujace po-
dobny stan rzeczy [22]. Jak zostalo wcze$niej wspomniane,
koliste stadia posrednie zapewne odgrywajq role w dojrze-
waniu tRNA tworzonych na podstawie informacji zawar-
tej w genach permutowanych. Okreélenie funkcji takich
potproduktéw nie nastrecza trudnosci - dzieki nim osigga-
na jest docelowa kolejnosé¢ odcinkéw w obrebie dojrzewa-
jacej czasteczki. Mozliwe tez, ze kolista forma wspomaga
przyjmowanie przez RNA odpowiedniej struktury drugo-
rzedowej. Bardziej interesujaca jest jedna z sugerowanych
konsekwengcji posiadania przez organizm genéw permu-
towanych - zmniejszone prawdopodobienistwo nabycia
transpozonéw w tych intensywnie wyrazanych czes$ciach
genomu, jakie stanowia geny tRNA [40].

UZYSKIWANIE ORAZ POTENCJALNE
ZASTOSOWANIA KOLISTYCH RNA

Wspomniane wiasciwosci i funkcje kolistych RNA po-
zwalajg mie¢ nadzieje na to, ze w przyszlosci da sie je wyko-
rzystaé na wiele sposobow. Ze wzgledu na ich powigzania z
réznymi schorzeniami zapewne zostang opracowane meto-
dy diagnostyczne oparte na wykrywaniu circRNA. Oprocz
tego dzieki ich odpornosci na egzonukleazy, podwyzszonej
trwalosci oraz zdolnosci do funkcjonowania jako miRNA
sponge moga sie okazac bardzo uzyteczne w roli czasteczek
terapeutycznych, na przyktad w terapii genowej.
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Rycina 11. Konstrukt PIE (ang. permuted intron-exon). (A) koncept, (B) zasada
dziatania. Biale i zielone prostokaty symbolizujg eksony, prostokat z gradientem
oznacza cyrkularyzowany odcinek, a zielone linie oraz czarne G odpowiadaja
elementom wchodzgcym w sklad intronu. G - guanozyna, mwG - miejsce wig-
zania guanozyny, zk - zmiana kolejnosci, s - substytucja, an - atak nukleofilowy.

CircRNA moga zosta¢ uzyskane na skutek przeprowa-
dzanej in vitro transkrypcji specjalnie zaprojektowanego
kolistego konstruktu DNA. Powstajacy transkrypt zawiera
rybozymy typu szpilka do wloséw, co sprawia, Ze jeszcze
w trakcie syntezy ulega cieciu i cyrkularyzacji. Metoda ta
bywa okre$lana sztuczna replikacja wedlug modelu to-
czacego sie kota (ang. artificial rolling circle replication [12]).
Do potaczenia konicow cyrkularyzowanego RNA mozna
wykorzysta¢ réwniez inne rybozymy. Metoda PIE (ang.
permuted intron-exon) zaklada wykorzystanie konstruktu
bazujacego na autokatalitycznym intronie grupy I. Tenze
konstrukt zawiera przepolowiony intron, ktérego czes¢
3" poprzedza fragment 5. Miedzy oryginalnymi koricami
intronu umieszczony jest odcinek, ktéry ma zosta¢ podda-
ny cyrkularyzacji (Ryc. 11A). Warto zauwazyé, ze jego se-
kwencja moze by¢ niemalze dowolna. Rezultatem reakcji
jest pozadany kolisty RNA oraz liniowy intron podzielony
na dwie czeéci (Ryc. 11B).

W poszukiwaniu metod uzyskiwania kolistych RNA
podjeto réwniez préoby wykorzystania konstruktéw opar-
tych o introny grupy II. Zaobserwowana wydajnos¢ reak-
cji jest nieco wyzsza niz dla konstruktéw bazujacych na
intronach grupy I, ale uzyskane koliste RNA sa zamkniete
wigzaniem 2’-5. Do cyrkularyzacji RNA mozna tez wyko-
rzystac¢ procedury ligacji chemicznej lub enzymatycznej.
Przy ich zastosowaniu (w przeciwienstwie do replikacji
typu sigma in vitro) Iaczenie koficow wczesniej uzyskane-
go liniowego kwasu rybonukleinowego stanowi odrebny
etap preparatyki. Takie podejscie stawia przed badacza-
mi szereg wyzwan. Jak doprowadzi¢ do odpowiedniej
bliskosci faczonych koricow RNA? Jak zwiekszy¢ szanse
na intramolekularny przebieg ligacji? Jak (gdy wykorzy-
stuje sie protokoly ligacji nieenzymatycznej) zapobiec
powstawaniu wigzan 2'-5"? W celu odpowiedniego usta-
wienia taczonych koricow RNA stosuje sie miedzy inny-
mi tak zwane szyny (ang. splint). Sa to krétkie oligonukle-
otydy, ktére poprzez hybrydyzacje z obydwoma koricami
cyrkularyzowanej czasteczki zapewniaja ich wzajemna
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Rycina 12. Wykorzystanie szyn (ang. splint) w cyrkularyzacji RNA: (A) i (B) dla
zapewnienia bliskoéci taczonych koncéw; (C) w celu zapobiezenia powstawaniu
niepozadanych struktur drugorzedowych (na podstawie [12]). Jasnozielone linie
oznaczajg cyrkularyzowany RNA, a ciemnozielone - szyny.
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bliskos¢ (Ryc. 12). Wykorzystywane w niektérych proce-
durach szyny moga tez petni¢ inne funkcje (patrz nizej).

Zwiekszenie szansy na ligacje koricow nalezacych do
pojedynczej molekuly z reguly osiaga sie poprzez prace
z niewielkimi stezeniami kwaséw nukleinowych [12].
Przy zastosowaniu ligacji chemicznej (nieenzymatycz-
nej) wczesniej uzyskanego RNA unikniecie powstawa-
nia wiazan 2’-5" jest mozliwe na przyklad poprzez wy-
korzystanie 2’-deoksyrybonukleotydu w roli ostatniego
ogniwa cyrkularyzowanej czasteczki. W eksperymentach
obejmujacych enzymatyczna cyrkularyzacje RNA najcze-
Sciej wykorzystuje sie ligazy kodowane w genomie bak-
teriofaga T4, zaangazowane w naprawe peknie¢ RNA.
Kazda z nich jest w stanie polaczy¢ fosforylowany ko-
niec 5" z korficem 3’ posiadajacym grupe hydroksylowa.
Aby osiggna¢ taki stan rzeczy w zaleznosci od sposobu
uzyskania cyrkularyzowanej czasteczki moze sie okazac
niezbedna modyfikacja (przykladowo fosforylacja lub de-
fosforylacja) jej koficow. Wiekszos¢ opracowanych proto-
kotéw ligacji enzymatycznej nadaje sie do modyfikacji
RNA do pot kilobazy; przy dtuzszych pojawiaja sie pro-
blemy zwigzane ze struktura drugorzedowa przyjmowa-
na przez cyrkularyzowang czasteczke. Wykorzystywane
w uzyskiwaniu kolistych RNA enzymy faga T4 to ligaza
DNA, ligaza 1 RNA iligaza 2 RNA. R6znia sie nieco cha-
rakterem, a co za tym idzie réwniez sposobem wykorzy-
stywania. Ligaza DNA 1aczy znajdujace sie blisko siebie
konice RNA w obrebie dupleksu RNA-DNA. Przy ligacji z
jej uzyciem wykorzystuje sie wcze$niej wspomniane szy-
ny DNA. Celem tego zabiegu jest nie tylko zapewnienie
bliskosci koricéw cyrkularyzowanej czasteczki. Dzieki ich
obecnosci uzyskuje sie dupleks RNA-DNA, ktéry umozli-
wia zajscie reakcji (Ryc. 12A). W niektoérych przypadkach
wykorzystuje sie bardzo dlugie szyny (bliskie diugosci
cyrkularyzowanej czasteczki), wiaze sie to jednak z ry-
zykiem pojawienia si¢ niepozadanych struktur drugorze-
dowych w obrebie tychze. Ligaza 1 RNA 1aczy kornce jed-
noniciowego RNA. W zwigzku z tym wykorzystywane
wraz z nia szyny majq nieco inny charakter. Ich oddzia-
tywanie z koricami cyrkularyzowanego RNA pozostawia
po dwa-trzy skrajne nukleotydy taczonych koricow nie-
zwigzane (Ryc. 12B). Oprécz szyn wykorzystuje sie tez
pomocnicze oligonukleotydy zapobiegajace przybieraniu
przez ligowany RNA niepozadanych struktur drugorze-
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dowych. Najczesciej sa one w calosci komplementarne do
odcinka cyrkularyzowanej czasteczki, ktéry ma tenden-
cje do zwijania si¢ w utrudniajgca zajscie reakcji konfor-
macje. Oprocz tego stosuje sie tez czasteczki pomocnicze
o strukturze spinki do wloséw, ktorych jednoniciowy
fragment oddzialuje z problematycznym odcinkiem sub-
stratu (Ryc. 12C). W przeciwienistwie do ligazy 1 RNA,
ligaza 2 RNA bardziej wydajnie aczy korice w obrebie
dwuniciowych RNA, niz jednoniciowych. Ze wzgledu na
to bywa wykorzystywana w sytuacji, w ktorej bliskos¢
koricéw jest zapewniona przez struktury drugorzedowe
przybierane przez cyrkularyzowana czasteczke. Istnieje
rowniez szereg innych ligaz, ktérych wlasciwosci czynia
je potencjalnie uzytecznymi w cyrkularyzacji RNA [12].
Opracowano réwniez metode uzyskiwania kolistych
RNA na drodze syntezy chemicznej w fazie stalej (ang.
solid phase synthesis). Pozwala ona na uzyskanie jedynie
bardzo krétkich (2-21 nukleotydéw) circRNA. Srednia
wydajnos¢ tej metody to ~15% [12].

Ze wzgledu na rozpowszechnienie circRNA i coraz to
nowe wlasciwosci wychodzace na $wiatlo dzienne mozna
przypuszczad, ze zaréwno stan wiedzy na temat kolistych
RNA, jak i wachlarz ich zastosowari czeka w najblizszej
przysztosci dynamiczny rozwdj.
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ABSTRACT

Ribonucleic acids appear in many forms, including circular (circRNA). It is much more widespread than originally thought. For HDV, viroids
& viroid-like satellite RN As circular RNAs act as genomes. It has also been observed in connection with the maturation of archaeal pre-rRNAs
& pre-tRNAs - as an end product or transitional stage. In Archaea there are also circular forms of several snoRNAs and other RNAs known
for their regulatory functions. Many circRNAs might appear in the course of maturation of pre-mRNAs containing spliceosomal, group I or
group Il introns. Observed molecules consist of exclusively introntic or exonic sequences. Particles containing both at once were detected too.
Intronic circRNAs may take part in their maternal genetic elements’ mobility. Exonic circRNAs are often tissue-specific or characteristic for a
particular stage of the organism development. Some can modulate miRNA activity. Exonic circRNAs may be associated with several neurode-
generative diseases. Circular RNAs might prove useful in therapeutics and diagnostics.
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