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Analyse von zirkularen RNAs mithilfe
der rolling circle amplification

MARCEL BOSS, CHRISTOPH ARENZ
INSTITUT FUR CHEMIE, HU BERLIN

Circular RNA (circRNA) represents a group of long non-coding RNAs
with specific biological functions. The investigation of this class of
RNAs is very challenging as they are often poorly expressed and in the
simultaneous presence of their linear counterparts. Rolling circle
amplification (RCA) has been little used so far for this application, but
it makes ideal use of the specific properties of circRNAs. Moreover, it
can be combined with all other common PCR methods.
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B Die Frage nach den Mechanismen der
Genregulation gehort seit jeher zu den grund-
legendsten Fragen der Zellbiologie. Spates-
tens mit dem Abschluss des humanen
Genomprojekts im Jahr 2003 stellte sie sich
mit besonderer Dringlichkeit: Wie war es
moglich, dass der Mensch und der vermeint-
lich wenig komplexe Fadenwurm Caeonorhab-
ditis elegans in etwa die gleiche Anzahl an
Genen aufweisen konnten? Die Antwort auf
diese Frage musste in der Regulation der ein-
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zelnen Gene liegen. Mit Entdeckung der
microRNAs schien auch ein Mechanismus
gefunden, der die Komplexitiat aufwies, um
eine so umfangreiche und fein abgestimmte
Regulation der Gene zu ermdglichen. Nach
den microRNAs und verwandten, kurzen
regulatorischen RNAs riickten lange nicht-
codierende RNAs (IncRNA oder lincRNA) als
regulatorische RNAs ins Blickfeld. Spates-
tens die Entdeckung der zirkuldren RNAs
(circRNAs) zeigte, dass die Feinregulation

O RNase R .-

der Gene weit umfangreicher war, als bis
dahin angenommen.

CDR1as und die mikroRNA miR-7

Die Charakterisierung der zirkularen RNA
CDR1as zeigte am Beispiel der microRNA
miR-7, dass microRNAs selbst einem komple-
xen feinregulatorischen Mechanismus durch
circRNAs unterliegt konnen [1]. Es konnte
gezeigt werden, dass CDRlas mehr als
70 Bindestellen fiir miR-7 aufweist, ohne
selbst einer microRNA-induzierten Degrada-
tion zu unterliegen. Damit stellt die CDR1as
eine Plattform dar, die einen direkten Ein-
fluss auf die zelluldre Konzentration der
miR-7 hat.

Ein zentraler Punkt zum Verstdndnis der
circRNA-vermittelten Regulation ist die Halb-
wertszeit von circRNA. Aufgrund des Nicht-
vorhandenseins eines 3‘- oder 5-Terminus
findet kein Abbau durch Exonukleasen statt,
was eine drastisch erhohte biologische Stabi-
litdat zur Folge hat. So weisen microRNAs eine
durchschnittliche Halbwertszeit von etwa
20 Minuten auf, wohingegen ausgewihlte
circRNAs selbst nach 24 Stunden detektier-

<« Abb. 1: Analyse von zirkuléarer
RNA unter Zuhilfenahme von
RNase R. A, Aus zelluldrer RNA
lassen sich circRNAs anreichern.
Es werden jedoch einzelne
circRNAs ungewollt abgebaut.
Ebenso verbleibt lineare RNA in
’ der Analyse. B, Eine zusétzliche

i Selektivitat fiir circRNA kann bei

der Amplifizierung durch reverse
Transkription/PCR (RT-PCR)
- durch ein geeignetes Primerdesign
3 erreicht werden.
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<« Abb. 2: Konzept des RCA-ver-
mittelten Nachweises von circRNA.
A, Der Einsatz eines einzigen
Primers, der idealerweise nahe
am 3“Ende gelegen ist stellt
sicher, dass spezifisch zirkuldre
RNA durch reverse Transkriptase
(MuLV) isotherm amplifiziert wird.
Dabei wird eine cDNA generiert,
die mehrere (n) Kopien der
circRNA-Sequenz aufweist.
B, Die konventionelle PCR der
gebildeten cDNA amplifiziert daher
die n-fache Sequenz der circRNA.
Die spezifische Leiterstruktur des
PCR-Produkts ist ein Nachweis fiir
die zirkuldre Form der RNA.
C, Gel einer RCA/PCR-Amplifika-
tion eines 69mers. 1: DNA Stan-
dard, 2: lineares 69mer (zu sehen
S ist nur ein Templat), 3: zirkuléres
69mer (typische Leiterstruktur).
: Zu sehen ist nur das Templat-
- Produkt bei Vorliegen des 69mers
" in zirkularer Form.

-

bar sind. Diese Tatsache lasst den Schluss zu,
dass circRNAs nicht nur iiber ihre Konzen-
tration (bzw. das AusmaB ihrer Transkription)
regulieren, sondern auch iiber ihre deutlich
langere Halbwertszeit.

Herausforderungen der circRNA-
Analyse

Die Erforschung der zirkularen RNA hat nach
der Charakterisierung der circRNA CDR1as
rasch groBe Beachtung erlangt. Dabei konnte
schnell festgestellt werden, dass die experi-
mentelle Untersuchung von circRNAs keine
leichte Aufgabe ist [2]. Zu vielen circRNAs
gibt es auch ein lineares Gegenstiick, sodass
der einzige Unterschied in der Verkniipfung
des 3% und 5-Terminus besteht. Dies in
Kombination mit der Tatsache, dass die
meisten circRNAs nur gering exprimiert
vorliegen, fiihrt zu groBen Herausforde-
rungen in der Erforschung zirkuldrer RNA.
Eine der géngigsten Methoden zur Unter-
suchung von circRNAs besteht im Gebrauch
von RNase R*-Bibliotheken. Dabei wird die
gesamte RNA aus Zellen isoliert und an-
schlieBend mit der Exonuklease R behandelt.
Dieses Enzym baut lineare RNA beginnend
vom 3“-Terminus ab, wahrend zirkulare RNA
von dem Abbau nicht betroffen sein sollte.
Dieses Verfahren wird in der Tat eingesetzt,
um die Adressierung von linearen RNAs glei-
cher Sequenz zu vermeiden und somit falsch
positive Ergebnisse zu verhindern. In der

Realitat ist der selektive und vollstandige
Abbau von linearer RNA aber schwer umsetz-
bar. Einerseits kann nicht sichergestellt wer-
den, dass die gesamte lineare RNA abgebaut
wurde und andererseits besitzen auch viele
circRNAs keine absolute RNase-R-Stabilitat.
Daraus ergeben sich groBe Herausforde-
rungen fiir experimentelle Methoden zur
Untersuchung zirkuldarer RNA.

RT-qPCR als Standardmethode fiir
circRNA-Identifizierung

Eine etablierte Methode fiir die Identifizie-
rung zirkuldrer RNA ist die reverse Transkrip-
tion mit anschlieBender quantitativer PCR
[3, 4]. Diese RT-qPCR wird mit RNase R*-Bib-
liotheken und divergenten DNA-Primern
durchgefiihrt. Die Primer sind so entworfen,
dass in Richtung 3‘,5-Verkniipfung der cir-
cRNA revers transkribiert und so die entspre-
chende cDNA generiert wird. So sollte selbst
bei nicht vollstindigem RNase-R-vermittel-
ten Abbau keine lineare RNA amplifiziert
werden. Die anschlieBende qPCR mit dem
zweiten DNA-Primer ermoglicht das Ampli-
fizieren der cDNA. Dieses Verfahren dient
zum spezifischen Nachweis von circRNAs
aus einer total-RNA-Préparation aus Zelllini-
en [5]. Diese Methode findet auch Anwen-
dung bei der Bestdtigung von bioinformati-
schen Analysen [6]. Allerdings bestehen bei
der experimentellen Untersuchung zirkula-
rer RNA mit der RT-qPCR auch einige Her-

ausforderungen. circRNAs mit niedriger
RNase-R-Resistenz fallen leicht durchs Such-
raster, da sie beim RNase-R-Abbau der Bib-
liothek auch selbst zerstort werden und ein
falsch negatives Ergebnis generieren. Ande-
rerseits bietet auch das Primerdesign hin zur
Zyklisierungsstelle keinen absoluten Schutz
gegen falsch positive Resultate, da die
reverse Trankriptase unter Umstanden eine
Verbriickung der beiden Enden von linearer
RNA bewirken kann. Aus diesem Grund wer-
den stetig neue Methoden zur Untersuchung
von zirkuldrer RNA etabliert.

RT-qPCR liber einen rolling circle-
Mechanismus

Ein neu entwickelter Ansatz zum spezifi-
schen Nachweis von zirkuldrer RNA ist eine
RT-qPCR {iber einen rolling circle-Mechanis-
mus [7]. Dabei werden fiir die reverse Tran-
skription ein Primer und eine reverse
Trankriptase verwendet, die die zirkulare
RNA {iber einen rolling circle-Mechanismus
amplifizieren (Abb. 2A). Die dabei gebildete
cDNA enthilt eine sich wiederholende kom-
plementire Sequenz der circRNA. Es wird
also eine multimere cDNA gebildet. Anschlie-
Bend wird eine PCR zu Amplifikation dieser
cDNA durchgefiihrt. Aufgrund der multi-
meren Sequenz ergeben sich mehrere Binde-
stellen fiir den DNA-Primer (Abb. 2B). Somit
konnen unterschiedlich lange DNA-Frag-
mente amplifiziert werden. Diese Tatsache
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A Abb. 3: Amplifikation der circRNA CRKL (466 Nukleotide). A, Gelmethode. 1: DNA Standard,
2: lineares CRKL, 3: zirkuldres CRKL. B, Kombination mit qPCR. Gezeigt ist die Fluoreszenz als
Indikator fiir die DNA-Synthese in Abwesenheit von Templat (blaue Linie) oder in Anwesenheit
von linearer (rote Linie) oder zirkuldrer CRKL (griine Linie).

ermoglicht die Durchfiihrung der Methode in
zwei verschiedenen Ausfiihrungen. In der
ersten Variante kann nach erfolgter rolling
circle amplification (RCA) eine normale PCR
durchgefiihrt werden und die gebildeten

DNA-Fragmente werden iiber eine Gelelektro-
phorese visualisiert. Dabei wird eine Art Lei-
terstruktur der DNA-Banden nachgewiesen
(Abb. 2C). Nach unserer Ansicht ist dieses
Experiment, das ohne jegliche RNase-R-
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Behandlung und ohne moderne Instrumen-
tierung auskommt, ein extrem robuster,
qualitativer Nachweis fiir das Vorliegen einer
circRNA. Die Moglichkeit, auch mit einer
normalen PCR zu einem eindeutigen Signal
fiir zirkulare RNA zu kommen, macht diese
Methode ideal sowohl fiir kleine als auch
groBe Labore. Alternativ kann nach der RCA
eine standardisierte qPCR durchgefiihrt
werden, um das Signal zu amplifizieren. Die
qPCR hat das Potenzial fiir Hochdurchsatz-
Screenings im groBen ForschungsmaBstab.
Da die RCA Reaktion jedoch eine schwer vor-
hersehbare Amplifikation der circRNA be-
wirkt, muss fiir eine Quantifizierung ein
geeigneter zirkuldrer Standard hinzugezogen
werden. In Kombination mit qPCR ist selbst
die RCA nicht absolut spezifisch fiir circRNA.
In unseren Handen zeigte die RCA in Kom-
bination mit qPCR ohne den Einsatz von
RNase R jedoch stets mindestens eine
1.000fache Selektivitat. So ergaben im
ungiinstigsten Fall 250 fmol lineare RNA
eine nur leicht schwichere Amplifikation als
250 amol circRNA [7]. Eine absolute Spezi-

Hier steht
eine Anzeige.
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fitdt wird auch hier nur unter Nutzung von
RNase R beobachtet. Allerdings ist gerade die
Moglichkeit, sie mit jeder anderen Methode
zu kombinieren, die besondere Starke der
RCA.

Anwendung in der Erforschung
genregulatorischer Fehlfunktionen

Da zirkuldre RNAs umfangreiche Funktionen
im Bereich der Genregulation aufweisen,
besteht ein enger Zusammenhang mit ver-
schiedenen Krankheiten. Beispielsweise
haben Studien gezeigt, dass die Expression
der circRNA CDR1as durch eine Uberexpres-
sion von Prion-Proteinen in Zellen eingeleitet
wird [8]. Eine Regulation dieser Art deutet
auf einen Zusammenhang zwischen CDR1as
und Prionenkrankheiten hin. Ein weiteres
Beispiel ist der Splicingfaktor MBL, der die
Splicing-Effizienz der pra-mRNA und der
circRNA circMBL reguliert und eng mit der
mytonischen Dystrophie verkniipft ist [9]. Da
die circRNA circMBL durch Bindung des
Splicingfaktor MBL direkten Einfluss auf die-
sen nehmen kann, scheint auch ein Zusam-
menhang zwischen circRNA-Expressions-
level und der mytonischen Dystrophie zu
bestehen.

Diese Beispiele zeigen, dass die Expres-
sionslevel zirkuldrer RNAs von entscheiden-
der Bedeutung bei unterschiedlichsten Er-
krankungen sind. Daher sind Methoden wie
die RT-qPCR zur Bestimmung der Expres-
sionslevel von entscheidender Bedeutung fiir
die Erkennung von Krankheiten und uner-
lasslich fiir die medizinische Forschung.
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