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Anotace

Hlavni néplni této prace bylo zobrazovani 1D nanostruktur DNA a RNA G-kvadruplext a
studium jejich stability za riznych podminek. K vyzkumu byly pouzity ¢tyii oligonukleotidy
(GAT2G4, 1-3p G4, G2AG4AG2 a G4C2G4), které byly pfipraveny a analyzovany pomoci
metod cirkularniho dichroismu (CD) a UV spektroskopie. Bylo zjisténo, ze G-kvadruplexy
vznikaji nejefektivnéji v pritomnosti pufrti s vysokym obsahem drasliku a Ze jsou stabilni pii
pokojové teploté. Dalsim krokem bylo zobrazovani téchto nanostruktur pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM), coz umoznilo potvrdit jejich prostorovou organizaci a morfologii.
Poznatky této prace pfispivaji k lepSimu porozuméni tvorby a stability G-kvadruplext, coz je
zésadni pro jejich vyuziti v nanotechnologii, supramolekuldrni chemii, potencidlné také v
selektivni terapii nddorovych onemocnéni a v souvislosti s neurodegenerativnimi

onemocnénimi, jako je ALS a FTD.

Klicova slova: G-kvadruplexy, DNA, RNA, nanostruktury, neurodegenerativni onemocnéni



Anotation

The main focus of this work was the imaging of 1D DNA and RNA G-quadruplex
nanostructures and the study of their stability under various conditions. Four oligonucleotides
(GAT2G4, 1-3p G4, G2AG4AAG2, and G4C2G4) were used for the research, which were
prepared and analyzed using circular dichroism (CD) and UV spectroscopy methods. It was
found that G-quadruplexes form most efficiently in the presence of buffers with a high
potassium content and that they are stable at room temperature. The next step was to image
these nanostructures using atomic force microscopy (AFM), which confirmed their spatial
organization and morphology. The findings of this work contribute to a better understanding of
the formation and stability of G-quadruplexes, which is essential for their use in
nanotechnology, supramolecular chemistry, and potentially also in selective cancer therapy and

in connection with neurodegenerative diseases such as ALS and FTD.

Keywords: G-quadruplexes, DNA, RNA, nanostructures, neurodegenerative diseases
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1 Uvob

1.1 Nukleové kyseliny
1.1.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Jedna se o klicovou molekulu nesouci veskerou genetickou informaci zivych organismu. Tvofi
ji dva antiparalelni polynukleotidové fetézce, které jsou navzajem propojeny vodikovymi
mustky mezi dusikatymi bazemi a stoCeny do charakteristické dvousroubovice. Tuto sloZitou
strukturu DNA utvareji nukleotidy, které ptedstavuji zakladni jednotky polynukleotidového
fetézce. Nukleotid tvoii tii hlavni komponenty, jimiz jsou cukernd slozka, monosacharid 2-
deoxy-D-riboza (zkracené deoxyriboza), dusikaté baze a fosfatové skupiny (PO4>). Molekula
deoxyribozy se sklada z péti atomu uhliku, které jsou oznacovany Cisly 1°- 5¢ a od strukturné
podobné ribozy se odliSuje tim, Ze na pozici uhliku 2° je navazany pouze vodik, a nikoliv
hydroxylova skupina. Na atomy uhliku v pozici 3 a 5° jsou kovalentni fosfodiesterovou vazbou
navazané fosfatové skupiny, diky nimz maji polynukleotidové fetézce jiné oznaceni tedy bud’
Cislo 3¢, anebo 5°. Posledni, tieti komponent — jiz zminéné dusikaté baze — je navazan
kovalentni N-glykosidickou vazbou na atomu uhliku zaujimajicim pozici 1°. Baze jsou
heterocyklické slouceniny, které odvozujeme od purinu nebo pyrimidinu. Mezi purinové baze
se fadi adenin (A) a guanin (G) a mezi pyrimidové (obsazené v DNA) se fadi cytosin (C) a
thymin (T). Tyto baze jsou navzajem komplementarni, tedy adenin se vzdy paruje s thyminem
(A-T) a guanin s cytosinem (G-C). Na zakladé¢ piitomnosti konkrétni dusikaté baze se rozlisuji
adeninové, guaninové, cytosinové a thyminové nukleotidy. Ty jsou v DNA uspofddany za
sebou v urc¢itém potadi neboli sekvenci a kazdy gen je v DNA zapsan jako charakteristicka
sekvence nukleotidi. K objasnéni struktury DNA (viz Obr. 1) prispéla fada védcl, mezi
nejznaméjsi patii americky biolog James Dewey Watson (1928) a britsky fyzik Francis Harry
Compton Crick (1916-2004). Zasadni vyznam vSak méla také prace britské chemicky Rosalind
Franklinové (1920-1958), jejiz rentgenografické snimky DNA vyznamné piispély k odhaleni
jeji prostorové struktury. Watson, Crick a Maurice Wilkins ziskali za tento objev v roce 1962

Nobelovu cenu. [1]

1.1.2 Ribonukleova kyselina (RNA)

Tato molekula je nezbytnou soucasti proteosyntézy neboli syntézy proteinti, coz je zakladni
proces, pii némz se informace obsazena v DNA pievadi do podoby konkrétniho znaku.
Ribonukleova kyselina je, stejn¢ jako deoxyribonukleova kyselina, tvofena polynukleotidovym

fetézcem, avSak vytvari velmi rozmanité struktury. Jeji molekuly mohou byt jednotetézcové a
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oblasti, naptiklad u transferové RNA. Podobné jako DNA obsahuje RNA cukernou slozku, jiz
zminénou ribdzu, jejiz jednotky jsou rovnéz propojeny fosfatovymi skupinami prostiednictvim
fosfodiesterovych vazeb. Na ribozovém uhliku v pozici 1° je navazana dusikatd baze, ale zde
se objevuje dalsi odlisny aspekt od DNA. Tim je vyskyt pyrimidové baze uracilu (U) misto
thyminu (T). Uracil tvofi stejn¢ jako thymin komplementarni par s adeninem (A-U). Ostatni
dusikaté baze — adenin, guanin a cytosin — jsou totozné v obou nukleovych kyselinach, viz
Obr.1. [2] Objev a charakterizace RNA byla vysledkem prace mnoha védci. Mezi
nejvyznamngjsi patii Severo Ochoa (1905-1993), ktery izoloval enzym pro syntézu RNA [3],
Robert W. Holley (1922-1993), jenz sekvenoval prvni tRNA [4], Marshall Nirenberg a Har
Gobind Khorana, kteti objasnili roli RNA v proteosyntéze [5], a Thomas Cech (1947), ktery
objevil katalytické schopnosti RNA, tzv. ribozymy. [6]

Na strukturdlni a chemické vlastnosti RNA navazuji jeji klicové funkce v procesu
proteosyntézy, ktery probiha ve dvou zakladnich krocich — transkripci a translaci. Prvnim
krokem proteosyntézy je transkripce, tedy proces prepisu genetické informace. Behem této faze
je nukleotidova sekvence urcitého genu pfenesena z DNA do medidtorové RNA. Tento piepis
probiha v bunécném jadie a je zajistovan enzymem RNA polymerazou. Vyslednym produktem
transkripce je linearni molekula mRNA, pficemzZ jako matrice pro jeji syntézu slouzi jedno z
vlaken DNA. RNA polymeraza se vaze na templatové vlakno DNA v oblasti zac¢atku genu a na
zakladé principu komplementarity postupné pfipojuje odpovidajici ribonukleotidy, ¢imz vznika
novy fetézec RNA. Zdrojem ribonukleotidi jsou nukleotidtrifosfaty (NTP), z nichz se pii
syntéze odstépuje pyrofosfat a uvolnéna energie je vyuzita k tvorbé fosfodiesterovych vazeb.
Stejné jako pfii replikaci DNA probihd elongace RNA ve sméru 5’ - 3'. Po dosazeni konce
prepisovaného genu se hotova molekula mRNA oddéluje od komplexu s RNA polymerazou.
Druhou fazi proteosyntézy je translace, oznacovana také jako ptreklad. Tento proces probiha v
cytoplazmé, kde se na molekulu mRNA véazou ribozomy. Ribozomy jsou bunééné struktury
sloZzené z ribozomdalni RNA (rRNA) a specifickych proteinl. Vazi se na 5'-konec mRNA, ktery
odpovida zacatku genu v molekule DNA. Od tohoto mista dochazi k postupné syntéze
polypeptidového fetézce na zaklade informace obsazené v mRNA. Translaci se rozumi pievod
genetické informace z nukleotidové sekvence mRNA do potfadi aminokyselin v proteinu.
Jednotlivé aminokyseliny jsou k ribozomu dopravovany pomoci transferové RNA (tRNA),

ktera zajist'uje jejich spravné zatazeni do vznikajiciho proteinového fetézce. [7]
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Obrazek 1: Porovnani DNA a RNA struktur (Zdroj: RJ Mackenzie, 2024)
1.2 G-kvadruplexy

1.2.1 Uvod ke G-kvadruplexim

UZ v roce 1910 Bang upozornil na skutecnost, Ze koncentrované roztoky guanosinu vykazuji
vyraznou tendenci k samoasociaci, kterd vede ke vzniku polykrystalickych gelti. Povaha tohoto
neobvyklého chovani vSak ziistdvala po dalSich pfiblizné padesat let nejasna. Teprve v roce
1962 umoznil rozvoj krystalografickych metod poprvé dolozit, Ze guaninové baze mohou
vytvaret tetramerni uspotfadani, z né¢hoz se nasledné skladaji rozsahlé helikalni struktury. V
nasledujicich zhruba pétadvaceti letech byla mozna biologicka role G-kvadruplext studovana
pouze okrajoveé. Zéasadni zlom nastal ve chvili, kdy bylo zjisténo, Ze oligonukleotidy
odpovidajici guaninem bohatym telomerickym sekvencim DNA vykazuji neCekané vysokou
elektroforetickou mobilitu v nedenaturujicich polyakrylamidovych gelech. Na zaklad¢ téchto
pozorovani dospely dvé na sob¢ nezavislé vyzkumné skupiny k zavéru, ze guaninem bohaté
sekvence ptritomné v chromozomech eukaryotickych bun¢k, vcetné jednovlaknového 3'-

piesahu telomer, maji schopnost formovat ¢tyivlaknové struktury DNA.

V soucasnosti je vyzkum G-kvadruplexii pfedmétem intenzivniho zajmu, nebot sekvence
schopné tyto struktury vytvaret byly identifikovany v tad¢ biologicky vyznamnych oblasti
genomu, naptiklad v telomerdch a promotorovych regionech lidskych onkogentii.

Bioinformatické analyzy odhalily pfiblizné 375 000 potencialnich kvadruplex-tvoficich
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sekvenci v lidském genomu, pficemz se piedpoklada, ze znacna Cast z nich vznika ndhodné a
vykazuje pouze omezenou stabilitu. Dalsi studie ukazaly, ze schopnost tvorby G-kvadruplext
neni omezena pouze na DNA, ale tyka se i fady mRNA obsahujicich guaninem bohaté
sekvence, coz naznacuje moznou ulohu RNA kvadruplexti v biologickych procesech. Vyznam
G-kvadruplexovych struktur spo¢iva nejen v jejich zapojeni do regulace transkripce a translace,
ale také v jejich potencidlnim vyuziti ve farmaceutickém vyzkumu. V poslednich letech roste
zajem o cilené ovliviiovani téchto procest s cilem vyvoje novych terapeutickych piistupi.
Podrobna znalost struktury G-kvadruplext je kli€¢ova pro raciondlni navrh malych molekul
schopnych selektivni vazby na tyto motivy, které mohou specificky modulovat genovou expresi
nebo inhibovat aktivitu telomerdzy, stejné jako pro vyvoj aptamer s vysokou afinitou k
vybranym proteiniim. Nedavné experimentalni studie navic poskytuji dikazy o existenci a
funkci G-kvadruplexti pfimo v Zivych organismech. Védecka komunita si zaroven uvédomila
znacny potencidl guanosinu a jeho derivatil v oblasti seberozpoznédvani a sebeusporadani i jejich
schopnost interagovat s dal§imi biologicky vyznamnymi molekulami. Tyto vlastnosti staly také
u zrodu Akce COST MP0802 (Evropska spoluprace ve véde a technologii, 2008-2012), jejimz
cilem byl navrh novych molekularnich architektur zaloZenych na kvadruplexovych motivech.
Spektrum moznych aplikaci kvadruplext v supramolekularni a materiadlové véde je velmi Siroké
a zahrnuje napfiklad konstrukci biosenzorti, nanostroji ¢i G-dratt, které mohou slouzit jako

zaklad pro vyvoj pokrocilych biomateriali. [8]

1.2.2 Vznik G-kvadruplexi
Nukleové kyseliny, tedy DNA a RNA, mohou tvofit rizné druhy sekundarnich struktur, mezi

néZ patii i G-kvadruplexy. Ty se objevuji v oblastech bohatych na guanin. Ctyii guaninové baze
se spojuji prostiednictvim Hoogsteenova parovani a vytvareji planarni strukturu zvanou
G-kvartet, ktera tvoii zakladni stavebni blok kazdého G-kvadruplexu. Kazda baze se ucastni
dvou vodikovych vazeb, funguje tedy zaroven jako donor i akceptor. Vznik G-kvadruplexu je
podminén piitomnosti monovalentnich kationti, nej¢astéji drasliku (K*) a v mensi mife sodiku
(Na™) nebo amonia (NH™). Poloha téchto iontl zavisi na jejich druhu — sodné ionty se umist'uji
do roviny s G-kvartetem, zatimco draselné a amoniové ionty se nachazeji mezi dvéma po sobé
jdoucimi kvartety. Slozenim vice G-kvarteti nad sebe vznika kompletni G-kvadruplex, viz
Obr. 2. Tyto struktury mohou vzniknout riznymi zpisoby: spojenim Ctyf samostatnych fetézct
DNA nebo RNA, dimerizaci dvou fetézci, z nichz kazdy obsahuje dva G-trakty, nebo
intramolekularnim skladanim jednoho fetézce, ktery obsahuje Ctyti €i vice sekvenci bohatych

na guanin. [9-10]
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1.2.3 Struktura G-kvadruplexi

RozliSuje se n€kolik typi G-kvadruplexii a to podle poctu a orientace jejich vlaken. Jednim
vlaknem nukleonové kyseliny, které obsahuje pfinejmenSim Ctyfi tseky bohaté na guanin, jsou
tvofeny tzv. intramolekuldrni G-kvadruplexy. Dal§im typem jsou tzv. intermolekularni G-
kvadruplexy, pfi¢emz ty jsou tvofeny ze dvou az az ze Ctyf rtiznych vldken nukleonové
kyseliny. Podle orientace vlakna rozliSujeme kvadruplexy paralelni, tedy vSechna vldkna maji
stejnou orientaci, poté antiparalelni, u nich jsou dvé vldkna orientovand jednim smérem a dalsi
dvé v opacném, a na zaveér kvadruplexy smiSené, pticemz ty maji tii vladkna orientovand jednim
smerem, a to Ctvrté opacnym. Konkrétné paralelni kvadruplexni konformace znamend, ze
vsechny nukleosidy jednotlivych G-kvartetach maji stejnou konformaci glykosidické vazby
(anti. anti. anti. anti nebo syn. syn. syn. syn). G-kvartety v antiparalelnich kvadruplexech
obsahuji dva guanosiny v syn konformaci a dalsi dva v anti konformaci (syn. syn. anti. anti a
syn. anti. syn. anti). Ve smiseném (nebo také hybridnim) typu, paralelni — antiparalelni (3+1)
G-kvadruplexech, maji tfi guanosiny stejnou konformaci, zatimco ¢tvrty zbyvajici ma opa¢nou

(syn. anti. anti. anti nebo anti. syn. syn. syn), viz Obr. 3.
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Obrazek 3: Moznosti uspotadani G-kvadruplexi podle poctu a usporadani vlaken nukleovych kyselin; tetramolekularni
paralelni (A), bimolekularni antiparalelni (B), monomolekularni antiparalelni (C), monomolekularni paralelni (D),
monomolekularni antiparalelni (E), monomolekularni smiSeny (F) G-kvadruplex (Zdroj: Hubalkova, 2015)
Guaninové useky jsou propojeny smyckami proménné velikosti a sekvence. Existuji tii rizné
typy smycek. Okrajové smycky (oznaCované také jako lateralni smycky) spojuji dvé sousedni
antiparalelni vlakna. Diagonalni smycky spojuji dvé protilehla antiparalelni vlakna. Dvojité

smycky s obracenym fetézcem (znamé také jako vrtulové smycky) spojuji sousedni paralelni

T

Obrazek 4: Schematické diagramy znazoriujici mozné usporadani spojovacich smycek: okrajové (A), diagonalni (B) a

fetézce, viz Obr. 4.

dvojité fetézové reverzni smycky (C) (Zdroj: Matgowska et al., 2012)

K jesté vétsi slozitosti struktury kvadruplexti pfispiva i mozni rotacni variace na rozhrani, kde
se jeden ¢tyfvrstvy blok G-kvadruplexu setkava s jinym. Napiiklad u modelu s prokluzovanym
fetézcem jsou spoje rozhrani propojeny TT linkerem, coz by mohlo umoznit blokim G-
kvadruplexu pfijmout tfi rizné rota¢ni konformery. Tyto rtizné rotamery definujeme jako - 90°,
0° a + 90° na zékladé¢ jejich relativni rotace od ptirozeného postupu pateie ve sméru 5° — 3°
fetézce, viz Obr. 5. Struktury G-kvadruplexti vykazuji vysoky stupen strukturniho

polymorfismu, pokud jde o nukleotidovou sekvenci, orientaci vlaken, syn/anti glykosidickou
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konformaci guaninti, Sitku drazek, sekvenci a délku smycek. Za riznych podminek, jako je
urcita koncentrace, pH, teplota, typ soli a jeji koncentrace, typ pufru atd., mize dochazet ke
konforma¢nim zménam G-kvadruplexd. Kombinované pouziti nckolika metod mize

poskytnout strukturni informace pravé o téchto zménach (viz ovéfovaci metody). [11-12]

«Q

Obréazek 5: Rotamery - 90°, 0° a + 90° (Zdroj: Bose et al., 2018)

1.2.4. Existence G-kvadruplexi v oblasti telomer

Koncové ¢asti eukaryotickych chromozom se oznacuji jako telomery a jejich hlavni funkci je
chranit genom pred ztratou dédicné informace. Kromé toho telomery pomahaji rozlisit konce
chromozomt od mist poSkozené DNA, ¢imz zabranuji spusténi mechanismi opravy DNA na
spravnych koncich. Telomery tvofi nukleoproteinové komplexy, které¢ se skladaji z
repetitivnich tsekit DNA bohaté na guanin a ze specifickych proteinti, souhrnné nazyvanych
shelterin. Délka a sekvence telomerické DNA se 1i§i mezi jednotlivymi organismy. U lidi jsou
telomery pifi narozeni dlouhé piiblizn€ 15-20 kb a obsahuji repetitivni sekvenci 5°-
(TTAGGG)n-3¢ s jednofetézcovym piesahem na 3°-konci. Pocet bunéénych déleni je ¢astecné
uréen délkou telomer, protoze pifi kazdém déleni se ztraci zhruba 50-100 nukleotidi — DNA
polymerasa totiZ neni schopna replika¢né prodlouZit fetézec az ke konci. Tento proces omezuje
pocet déleni bunék a je znam jako Hayflicktiv limit. V nékterych typech bunék je délka telomer
udrzovana enzymem telomerasou, ktera ptidava kratké repetitivni useky DNA na 3°-konec
telomer. Lidska telomerasa se sklada ze dvou podjednotek: proteinové, kterd vykazuje aktivitu
reverzni transkriptasy (hTERT — human Telomerase Reverse Transcriptase), a RNA
podjednotky, ktera slouzi jako templat pro prodluzovani telomerického 3°-konce. Telomerasa
je fyziologicky aktivni zejména v embryondlnich a kmenovych buiikach, zatimco patologicky

je jeji aktivita zvySena u 85-95 % néadorovych bun¢k, coz umoziuje jejich neomezené déleni.
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Existence G-kvadruplext in vivo byla poprvé prokazana u telomerickych sekvenci nalevnika
Stylonychia lemnae. U lidskych telomer byly G-kvadruplexy in vivo detekovany pomoci

radioaktivné znaceného ligandového markeru H-360A. [13-14]

1.2.5. Terapeuticky potencial stabilizace telomerického G-kvadruplexu jako
mozna lé¢ba nadorovych onemocnéni

Existuje nékolik piistupt k 1é¢b¢ zhoubnych nédorh, mezi néz patii chirurgické odstranéni,
radioterapie, chemoterapie nebo biologicka Iécba, Casto v riznych kombinacich. Tyto metody
jsou vsak casto spojeny s fadou komplikaci a vedlejSich U¢inkd, a jejich ucinnost stale neni
optimalni. NejvetsSim problémem je neselektivni plisobeni, které postihuje i zdravé bunky. Proto
je velky zajem o nové strategie 1éCby, které by pusobily selektivné pouze na nadorové bunky,
a vyuzily odliSnosti mezi zdravymi a nemocnymi buiikami. Jednim z klicovych rozdili je
rychlost bunééného déleni a replikacni potencial — nddorové bunky se obvykle déli rychleji a
maji kratsi telomery (2-5 kbp), které jsou v§ak prodluzovany enzymem telomerasou. Stabilizace
telomerickych G-kvadruplext malomolekulovymi ligandy se jevi jako potencidlné selektivni
piistup. Tyto ligandy by mohly cilit pouze na nddorové butiky, aniz by ovlivnily riist zdravych

bunék, a poskytuji dva typy Gc¢inku: dlouhodoby a kratkodoby.

Princip dlouhodobého uc¢inku spociva v blokovani interakce telomerasy s telomerickym 3°-
koncem. Pokud je jednofetézcovy presah telomer zabalen do G-kvadruplexu, RNA podjednotka
telomerasy se nemtiiZze navazat, coz znemoznuje prodluZzovani telomer. Pfi kazdém déleni se
telomery nadorovych bunck zkracuji, coZ vede k jejich rychlejSimu zéaniku, zatimco zdravé
buiiky zlstavaji neposkozené. Experimenty vSak ukazaly, Ze nékteré ligandy ptisobi jiz béhem
krat§$i doby — tzv. kratkodoby efekt, ktery je z terapeutického hlediska atraktivnéj$i nez
dlouhodoby. Tento mechanismus spo¢iva v narusSeni struktury telomer a shelterinového
komplexu vazbou ligandu na G-kvadruplex. Nasledkem je spusténi odpovédi na poskozeni
DNA, vznik dvoufetézcovych zlomt, flize chromozomi, chybny priibéh anafaze, senescence a
nakonec apoptdza. Tento efekt se obvykle projevi béhem péti az deseti dnii, aniz by doslo k

vyraznému zkraceni telomer.

Kromé¢ toho bylo popsdno synergické ptisobeni G-kvadruplexovych ligandii v kombinaci s
béznymi chemoterapeutiky, jako je paclitaxel nebo imatinib. Kombinovana 1é¢ba vedla k
lepSim vysledklim nez pouziti samotného chemoterapeutika, ¢imz se otevird moznost ¢inng;jsi

a selektivni terapie nadorovych onemocnéni. [15]
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Obrazek 6: Sled predpokladanych udalosti po stabilizaci telomerického G-kvadruplexu malomolekulovym ligandem (Zdroj:
Hubalkova, 2015)

1.2.6. G-kvadruplexy v souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi

Amyotrofickd lateralni skler6za (ALS) a frontotempordlni demence (FTD) patii mezi
neurodegenerativni onemocnéni, ktera jsou si klinicky, patologicky i1 geneticky pfibuzna.
VétSina piipadl vznika sporadicky, bez rodinné anamnézy, ale u nékterych pacienti jsou
onemocnéni spojena s mutacemi v raznych genech spojenych s ALS nebo FTD. Nejcastéjsi
pfi¢inou familiarnich forem je expanze hexanukleotidovych repetic G4C2 v prvnim intronu
genu C9orf72, ktera se vyskytuje u 23-47 % familiarnich a 4-5 % sporadickych piipadi. Pfesny
mechanismus, kterym tato expanze zpisobuje neurodegeneraci, neni dosud znam, ale

ptedpoklada se, Ze souvisi s tvorbou G-kvadruplexovych struktur na arovni DNA a RNA.

Byly navrzeny tii hlavni hypotézy, které vysvétluji toxicitu C90orf72 expanze: (1) ztrata funkce
genu kvuli snizené hladin€ mRNA, (2) zachytavani proteini vazicich RNA prostfednictvim
RNA G-kvadruplexi, a (3) akumulace polydipeptidovych repetic, které vznikaji obousmérnou
translaci oblasti obsahujici expanze. Nedavné studie ukazaly, Ze RNA G-kvadruplexy jsou
hojnéjsi ve fibroblastech a astrocytech pacientti s C9 ALS nez u osob bez expanze. Transkripce
rozsahlych G4C2 repetic vede ke vzniku fragmentovanych transkriptti proménné délky, které
mohou byt déle Stépeny na mensi RNA fragmenty. Kratké repeticové sekvence RNA mohou
samy skladdnim vytvaret intramolekuldrni 1 multimolekularni G-kvadruplexy, jejichz

konformace zavisi na poctu repetic a koncentraci RNA. S rostoucim poctem repetic se

elektroforeticky pozoruji jak pomalu, tak rychle migrujici formy, odpovidajici riznym
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G-kvadruplexovym strukturam. V kontextu ALS/FTD, kde jsou G4C2 repetic mnohem vice
nez stovky az tisice, mize vznikat velké mnozstvi intramolekuldrnich i multimolekuldrnich
konformaci a fragmenty RNA Stépené nukledzami mohou samostatné tvofit struktury vyssiho

fadu.

Studie také ukazaly, Ze RNA obsahujici pouze pét repetic G4C2 mize podléhat fazové separaci
kapalina-kapalina (LLPS) a vytvaret nerozpustné sitové struktury, tzv. RNA loziska. RNA
G-kvadruplexy a tzv. G-draty tak mohou byt zakladem LLPS. V modelovych systémech byly
G-draty tvofeny stabilnimi G-kvadruplexy spojenymi monovalentnimi kationty. Tento model
lze rozsifit na repeticové sekvence d[G4C2G4] a r[G4C2G4], coz otevird moznost vyuziti
inhibitord G-kvadruplext jako terapeutickych latek k zabranéni tvorby G-dratd v ALS/FTD.
Dosavadni vyzkumy identifikovaly n¢kolik nizkomolekuldrnich inhibitord, antisense
oligonukleotidii a peptidi, které omezuji patologické projevy ALS/FTD, naptiklad tvorbu RNA
loZisek a aberantni translaci v neuronovych modelech a u geneticky modifikovanych musek.
Napriklad stabilitu RNA G-kvadruplexti v G4C2 repeticich Ize modulovat porfyrinovou
slouceninou TMPyP4, ktera narusuje interakce s proteiny vazicimi RNA a snizuje deficity

jaderného importu, coz naznacuje terapeuticky potencial destabilizujicich ligandu.

Dalsi vyznamny aspekt patofyziologie ALS/FTD je hyperexcitabilita neuront, ktera zpiisobuje
nadmérnou depolarizaci, zvySenou perzistentni vodivost Na* a snizenou vodivost K*. V
klidovém stavu maji neurony typické koncentrace 140 mM K+ a 5-15 mM Na* a intracelularni
pH kolem 7,0-7,5, coz je ptiznivé pro tvorbu RNA G-kvadruplext a G-drati. Tyto struktury
jsou velmi stabilni, odolavaji degradaci RN4zou a mohou pfetrvavat i pfi depolarizaci, kdy se
koncentrace Na* zvySuje a K* snizuje. V astrocytech pacientti s C9 ALS byla prokdzéana vyssi
pritomnost RNA G-kvadruplext ve srovnani s astrocyty bez expanze, coZ potvrzuje jejich

potencialni vyznam v patologii onemocnéni. [16]
1.3. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

1.3.1. Uvod k mikroskopii atomarnich sil

Mikroskopie atoméarnich sil (AFM) je zalozena na mapovani atomdrnich sil na povrchu vzorku
a poprvé byla uskute¢néna v roce 1986. Soucasna metoda AFM rastruje povrch vzorku ostrym
hrotem, jehoz délka ¢ini nékolik mikrometra a primér Spicky ptiblizn€ 10 nm. Hrot je umistén
na volném konci raménka (cantilever) o délce 100200 pum. Vzijemné silové ptisobeni mezi

hrotem a povrchem vzorku zplsobuje ohyb a odklon raménka, ktery 1ze méfit a pfevést na
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topografickou mapu povrchu. V pocatcich této techniky vychazeli vyzkumnici ze zkusSenosti s
tunelovaci mikroskopii (STM), kde bylo zjisténo, ze k presnému méfeni je nutné zohlednit i
sily, jez méni vzajemnou polohu hrotu a vzorku. Dilezitym pozadavkem bylo také zobrazovani
nevodivych vzorkl, nebot’ pokryti izolantu vodivym filmem snizuje rozliSeni. Povrchové sily
jsou mapovany tésnym priblizenim hrotu k povrchu, pficemz pftitazlivé nebo odpudivé sily
ohybaji raménko. Toto ohnuti je sniméno citlivym, zpravidla laserovym snimacem a vytvari
méfici veli€inu, na jejimz zékladé pocita¢ generuje topografii povrchu vzorku. Podstatné je, ze
tyto sily ptisobi u jakéhokoli vzorku nezavisle na jeho vodivosti, coZ umoziuje Siroké spektrum
aplikaci AFM. Sily, které ohybaji raménko, mohou mit rliznou fyzikalni podstatu. Pfedev§im
se uplatnuje van der Waalsova pfitazliva sila plsobici mezi dvéma atomy (dipol-dipolova
interakce) a sila odpudiva, vznikajici podle Pauliho principu, jestlize je vzajemna vzdalenost

atomu mensi neZ soucet jejich atomovych poloméra. [17]

1.3.2. Poklepovy rezim AFM

Poklepovy rezim predstavuje jednu z moznych aplikaci AFM, dal$imi jsou naptiklad kontaktni
nebo nekontaktni rezim, pfi¢emz poklepovy rezim je nekontaktnimu velmi podobny, viz Obr. 7.
Rozkmit raménka je vSak tak velky, ze dochazi k ob¢asnému dotyku hrotu s povrchem —
vibrujici raménko se dostava do tésné blizkosti povrchu a ve spodni Casti své drahy hrot lehce
udefi, ¢imz dochazi k ,,poklepavani* po vzorku. Povrch je v tomto reZimu mapovan ze zmeény
rezonancni frekvence raménka. Tento reZzim je vyhodnéjsi neZ Cisté dotykovy tam, kde by
hrozilo poSkozeni vzorku tfenim nebo tazenim, a rovnéz vhodnéjsi nez bezdotykovy, pokud je
tteba snimat vétsi plochy s vétSim rozpétim v ose z. Zavedeni poklepového rezimu je
podminéno neschopnosti udrzet hrot ve stfedni vzdalenosti nad povrchem, kde by byly
optimélni podminky z hlediska rozliSeni, sloZitosti interakci a rizika poSkozeni vzorku. Tato
neschopnost vznika v disledku preskokii ve vzdalenosti, pokud gradient sily v daném bod¢
prevysi tuhost raménka (cantilever), a zaroven zpiisobuje hysterezi. Pokud je raménko o
hmotnosti m rozkmitavano s frekvenci f, jevi se, jako by mélo vétsi efektivni tuhost. VEtsi
rozkmit (energie) hrotu napomahd piekondvat piipadné kapilarni sily a usnadiiuje méteni.
Dobrého rozliSeni, srovnatelného s dotykovym rezimem, lze doséhnout volbou bodu
nejbliz§iho kontaktu ve vzdalenosti n€kolika desitek nanometri a vhodnou frekvenci kmitt,
aby se hrot do tohoto bodu dostal n¢kolikrat, nez se lateraln¢ posune o sviij primeér. VétsSina
dostupnych AFM piistrojti detekuje polohu raménka s hrotem optickou cestou. Laserovy
svazek se odrazi od raménka na fotodetektor, ktery registruje zmény dopadajiciho paprsku

(PSPD — Position Sensitive PhotoDetector). Pfi odklonu raménka se posune stopa laseru na
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detektoru, pricemz citlivé fotodetektory dokazou zaznamenat posunuti mensi nez 1 nm. Pomér
mezi optickou drahou laseru a délkou raménka vytvaii geometrické zesileni, diky némuz systém

detekuje subnanometrové vertikalni pohyby hrotu. [18]

L (@ e photodiode Laser

Obrazek 7: Pracovni rezZimy AFM (a) kontaktni rezim (b) bezkontaktni reZim (¢) poklepovy rezim (Zdroj: Veerapandian a
Yun, 2009)

1.4. Ovérovaci metody
1.4.1. Cirkularni dichroismus spektroskopie

Cirkulérni dichroismus spektroskopie (CD) patii mezi nejjednodussi metody pouzivané k
posouzeni povahy kvadruplexniho zdhybu. Tato technika je zaloZzena na diferencialni absorpci
levotocivé a pravotoCiveé kruhove polarizovaného svétla chirdlnimi molekulami. CD spektra

nukleovych kyselin jsou velmi citliva na interakce vrstveni mezi bazemi.

U G-kvadruplext koreluji tii zakladni typy topologie (paralelni, antiparalelni a hybridni) se
syn- a anti-konformaci guanosinu zapojeného do tvorby G-kvartetu. V dasledku toho dochazi
k odliSnému vrstveni mezi sousednimi G-kvartety, coz se projevuje vznikem jedine¢ného CD
,»podpisu charakteristického pro danou topologii. CD spektra typickych ¢tyfvladknovych
paralelnich DNA kvadruplexii obecné vykazuji absorpéni maximum pifi 264 nm a minimum pii
240 nm. Tyto struktury lze snadno odlisit od jednovldknovych nebo dvouvldknovych
paralelnich kvadruplext s vnéj§imi smyckami, jelikoz se v jejich CD spektrech objevuje dalsi

pozitivni pik v oblasti kolem 290 nm. CD spektra paralelnich DNA a RNA kvadruplext jsou
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rovnéZ velmi podobna CD spektriim duplext A-formy. Tyto dva typy strukturnich motiva v§ak
lze obvykle rozlisit podle znaménka piku pfitomného pii vinové délce 210 nm. Duplexy A-
formy vykazuji charakteristicky negativni pas, zatimco paralelni kvadruplexy maji pfi této
vlnové délce pozitivni pas. Pfitomnost dvou pozitivnich pika pfi 210 nm a 260 nm tedy svédci
o kvadruplexni struktuie. Vyskyt absorpéniho maxima pii 295 nm a minima pii 265 nm je
charakteristicky pro antiparalelni DNA kvadruplexy. Spektrum hybridnich kvadruplext je
charakterizovdno nejen dominantnimi pozitivnimi péasy pii 295 nm a 265 nm, ale také
negativnim pasem pii 240 nm. Piehled charakteristickych pikii pozorovanych v CD spektrech

jednotlivych topologii kvadruplexii je uveden v tabulce €. 1.

Tabulka 1. Charakteristické piky pozorované ve spektrech CD pro rizné topologie kvadruplext

Typ kvadruplexu Profil CD pfi A [nm]

210 240 265 295
Tetramolekulédrni paralela + - +
Bimolekularni nebo unimolekularni paralelni s vn&jsimi + - + +
smyCkami
Antiparalelni jednovlaknovy + + -
Hybrid (3+1) + - +

Zdroj: Matgowska et al. (2012)

CD spektroskopie miize rovnéz poskytovat informace o konformacénich zménach vyvolanych
zménami podminek roztoku. Pomoci této techniky Ize sledovat kinetiku tvorby kvadruplexi.
Zaroven je mozné analyzovat mapu konformacnich zmén, jelikoZ stejnd molekula muze
izomerizovat v duasledku plsobeni riznych faktort. Naptiklad pfiddni molekuldrniho
shlukovaciho ¢inidla, jako je poly(ethylenglykol), nebo konsolventu (methanol, ethanol,
acetonitril) mize indukovat strukturni zmény kvadruplexti, které jsou detekovatelné pomoci
CD spektroskopie. Analyza teplotni zavislosti CD spekter ddle umoziuje sledovani stability
struktury kvadruplexi a stanoveni teploty tani. Drobnymi upravami oligonukleotidové
sekvence a peclivou optimalizaci podminek roztoku lze dosdhnout ptitomnosti jediného
konformeru v roztoku, coz je kliCové pro studium kvadruplexnich struktur pomoci NMR

spektroskopie a rentgenové krystalografie.

Nez bude mozné data ziskand pomoci CD spektroskopie vyuzit k jednoznaénému urceni
topologie riznych kvadruplext, je nutné Iépe porozumét faktortim, které ptispivaji ke vzniku

specifickych vzorcii CD spekter. Do doby, nez budou tato data k dispozici, je tfeba vysledky
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ziskané z CD spekter interpretovat s opatrnosti a k potvrzeni tvorby kvadruplexti vyuzivat i

dalsi fyzikalni metody. [19]

1.4.2. UV spektroskopie (rozpousténi)

UV spektroskopie predstavuje rychlou metodu pro potvrzeni vzniku kvadruplexni struktury a
hodnoceni jeji strukturdlni stability. Méteni teplot tani nukleovych kyselin se obvykle provadi
pti vinové délce 260 nm, kde je pozorovano maximum jejich absorpce. U duplexii DNA a RNA
je pfi této vlnoveé délce detekovan pfiblizné 25% rozdil v absorbanci mezi plné sloZzenym a
rozlozenym (roztavenym) stavem. U DNA a RNA kvadruplext v§ak tyto zmény nejsou tak
vyrazné, jelikoz rozdil v absorbanci dosahuje pouze priblizné 4 %. Alternativné Ize zaznamenat
tani pti jinych vinovych délkéach, nejcastéji pii 295 nm, kde je absorbance sice nizsi, avsak
denaturace vzorku se zde projevuje vice nez 50% zménou amplitudy absorpce. Potvrzeni
vzniku kvadruplexni struktury je mozné provést jednoduchou analyzou UV kiivky tani.
Dtivodem je skutecnost, ze pti vinové délce 295 nm je profil tdni kvadruplexu invertovany ve
srovnani s profilem duplexni struktury. G-kvadruplexy pfi tani vykazuji hypochromni posun,
tedy pokles absorbance, pfi 295 nm. Mé&feni profilii tani za rlznych podminek umoZiluje
charakterizaci zavislosti stability a kinetiky asociac¢nich a disocia€nich procest kvadruplexli na
fad¢ faktort, vEetné koncentrace oligonukleotidového fetézce, typu a koncentrace ptitomnych
iontll. Kromé toho 1ze z téchto dat stanovit termodynamické parametry tvorby kvadruplexni

struktury. [20]

1.4.3. DalSi ovéirovaci metody

Elektrosprejova ionizacni hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) byla uspé€sné pouzita k detekci
tvorby G-kvadruplexové struktury jiz v roce 1993. Od té doby se tato technika stala uzite¢nym
nastrojem ve strukturnich studiich G-kvadruplexl, a to zejména pfi studiu stechiometrie
fetézcl, interakci mezi kvadruplexy a ligandy, strukturnich pfechodt, kinetiky tvorby struktury
a dalSich vlastnosti. Hmotnostni spektrometrie je zalozena na ionizaci slouc¢enin za ucelem
generovani nabitych molekul nebo jejich fragmentli, u nichz je nasledné¢ méfen pomér
hmotnosti k naboji (m/z). Pro strukturni studie nukleovych kyselin je vSak ¢asto nezbytné
minimalizovat fragmentaci molekul. Metoda elektrosprejové ionizace umoziiuje zachovat

v

kapilary nebo zdroje Z-spreje a nizkého urychlovaciho napéti v prenosové optice.
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Nuklearni magneticka rezonan¢ni spektroskopie (NMR) mitize byt pouzita k urceni struktury
G-kvadruplexu s atomovym rozliSenim. Na rozdil od rentgenové krystalografie, ktera se rovnéz
pouziva ke strukturni analyze G-kvadruplexti, umozituje NMR stanoveni struktury v roztoku,
coz odpovida pfirozenému prostiedi molekul nachdzejicich se v zivych bunkach. G-
kvadruplexy poskytuji charakteristickd NMR spektra. Rezonance odpovidajici iminoprotonim
guaninovych zbytkli zapojenych do tvorby G-kvartetu se objevuji pii charakteristickych
chemickych posunech pfiblizné 10,5-10 ppm. Pocet téchto rezonanci obvykle koreluje s poctem
guanosinovych zbytkl zapojenych do tvorby G-kvartetu. Tato spektralni oblast je oddélena od
iminovych oblasti jinych forem nukleovych kyselin, jako jsou duplexy, jednovlaknové
struktury nebo jiné sekundarni struktury. Diky tomu poskytuje NMR spektra vhodnou metodu

nejen pro sledovani tvorby G-kvadruplexni struktury, ale i jejich vazebnych interakei s ligandy.

Existuji i dal§i metody umoznujici ovéfeni tvorby kvadruplexti. Pro nase pozorovani jsme vSak

vyuzili pouze dvé z vyse uvedenych, konkrétné CD spektroskopii a UV spektroskopii. [21]

2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo prozkoumat tvorbu a stabilitu DNA nanostruktur zalozenych na G-
kvadruplexnich motivech a ur€it, jak na jejich délku a morfologii piisobi primarni sekvence
oligonukleotidu a iontova sila pufru. Prace se zaméfila na porovnani sekvenci G4T2G4,
G4C2G4, 1-3p G4 a G2AG4AG2, s cilem zjistit, které jsou nejvhodnéjsi pro tvorbu dlouhych
nanostruktur. Déle bylo sledovano, jak koncentrace drasliku a hoiciku ovliviiuje proces
sebeskladani a vyslednou délku nanodratkli. Celkové prace sméfovala k lepSimu pochopeni
faktort, které umoziuji cilenou kontrolu morfologie a stability DNA nanostruktur, coZ ma

vyznam pro jejich vyuziti v nanobiotechnologiich i pro dalsi studium jejich biologické role.

3 METODIKA A EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité oligonukleotidy a priprava zasobnich roztoku

V ramci experimentalni ¢asti prace byly pouzity Ctyfi oligonukleotidy: G4T2G4, 1-3p G4,
G2AG4AG2 a G4C2G4. Jedna se o kratké jednotetézcové DNA oligonukleotidy, jejichz délky
a dalsi charakteristiky jsou uvedeny v tabulce €. 1. Oligonukleotidy byly dodany spole¢nosti

Eurofins Genomics, pficemz u vSech byla provedena purifikace metodou vysoce ucinné

kapalinové chromatografie (HPLC). M¢étitko syntézy vSech oligonukleotidt bylo 0,2 pmol.

23



Pro kazdy oligonukleotid byl nasledné¢ dopocitan extinkéni koeficient (¢) s vyuzitim IDT
kalkulatoru. Na zakladé namétené absorbance pfi vinové délce 260 nm byly pomoci Lambert-
Beerova zdkona vypocteny koncentrace jednotlivych zésobnich roztokl. Tyto koncentrace
slouzily jako vychozi hodnoty pro vSechny nasledujici vypocty a ptipravu pracovnich roztokt.

Ptehled vSech vypoctenych parametrt je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka 2. Specifikace a analytické parametry vychozich oligonukleotidd

Cislo 1 2 3 4

Jméno oligonukleotidu G4T2G4 1-3p G4 G2AG4AG2 G4C2G4
Sekvence (5' — 3") GGGGTTGGGG | GGTGGGTGGGTGGGG | GGAGGGGAGG | GGGGCCGGGG
Délka (nt) 10 15 10 10
Vytézek [OD*] 11,38 7,39 12,37 11,87
Vytézek [pg] 379,99 238,62 364,27 389,51
Vytézek [nmol] 119,49 49,70 113,90 123,65
Objem [pl] pro ¢ = 100 pmo-ul*? 650 270 600 650
Teplota tani [°C] 36 54 36 40
Molekulova hmotnost [g/mol] 3180,10 4801,13 3198,14 3150,08
Obsah G a C bazi v sekvenci [%] 80 80 80 100
Meéfitko syntézy [umol] 0,2 0,2 0,2 0,2
Purifikace HPLC HPLC HPLC HPLC
Extinkéni koeficient € [1'-mol*-cm™] 99000 148700 108600 96000
C pti A=260 nm [M] 1,67-10* 1,72:10* 1,60-10* 1,92-10*

Zdroj: vlastni zpracovani na zakladé dat od Eurofins Genomics

3.2 Stanoveni koncentraci a priprava pracovnich vzorku

Po stanoveni koncentraci byly vypocteny objemy jednotlivych slozek potfebnych pro ptipravu
métenych roztokd. Celkem bylo pfipraveno dvanact roztokl s oligonukleotidy uréenych pro
meéfeni cirkularni dichroismus spektroskopii a tfi odpovidajici blanky. Blank roztoky
obsahovaly vSechny slozky shodné se vzorky kromé sledovaného analytu a slouzily k odecteni
ptispévku rozpoustédla a pufru. DalSich osm roztokl bylo pfipraveno pro méfeni metodou UV
rozpousténi. Podrobné sloZeni jednotlivych vzorkl a konkrétni vypoctené objemy pro piipravu

vSech méfenych roztokt (viz tabulky P1-P10) jsou soucasti Pfilohy 1 a 2.
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3.3 Metody strukturni charakterizace
3.3.1 Cirkularni dichroismus (CD spektroskopie)

Po vypoctech byly roztoky piipraveny pomoci mikropipet. Pti pipetovani bylo dbano na ptesné
nastaveni objemu a pravidelnou vyménu plastovych Spic¢ek, aby se predeslo kontaminaci
vzorkll. Pfipravené roztoky byly umistény do pfedem popsanych mikrozkumavek typu
Eppendorf, nasledn¢ promichany pomoci vortexové tiepacky a kratce centrifugovany. Stejny
postup byl aplikovan u vSech pfipravovanych roztoka. Vzorky byly uchovavany v chladicim
zafizeni do doby méteni. Pied provedenim cirkulérni dichroismus spektroskopie byly vzorky
podrobeny teplotnimu oSetieni, pfi kterém byly zahtaty ve vrouci vodni ldzni a nésledné
ponechéany k postupnému ochlazeni na laboratorni teplotu. Po dostate¢né dobé temperace byly

vzorky ptipraveny k méfeni.

Me¢fteni cirkularniho dichroismu bylo provadéno na CD spektrofotometru JASCO J-1500.
Ptistroj byl ovladan pomoci ptipojeného pocitace a prislusného softwaru. Kazdé méteni bylo
zahajeno zmétenim blanku odpovidajici skupiny vzorkll. Vzorky byly méfeny v kiemenné
kyveté€ o optické draze 1 cm. Spektra byla zaznamenéavana v rozsahu vinovych délek 210-370
nm, pricemz kazdé méteni bylo provedeno tiikrat a vysledné spektrum predstavovalo pramér
téchto méfeni. Namétfend data byla nasledné korigovdna o hodnoty blanku, zpracovana a
ulozena. Vysledna spektra byla exportovana ve formatu CSV a dale zpracovana do grafické
podoby. Grafy obsahuji zavislost signalu na vinové délce, kde osa X piedstavuje vinovou délku
v nanometrech a osa Y molérni dichroismus Ag (I-mol*-cm?), odpovidajici spektroskopické
odezveé. Pro kazdy oligonukleotid byly zobrazeny tfi kiivky odpovidajici tfem rtznym
pufrovym podminkam, na jejichz zdklad€ bylo mozné posoudit vznik G-kvadruplexovych

struktur, viz Obr. 8 — 11.
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Obrazek 8: CD spektra oligonukleotidu G4T2G4 v riznych pufrovych podminkach.

Z naméfenych dat na Obr. 8 je patrné, ze CD spektrum G4T2G4 oligonukleotidu ukazuje
typicky G-kvadruplexovy signal s maximem kolem 265 nm. Intenzita signalu je nejvyssi pi1 90

mM K*, nizsi pfi 5 mM K" a nejniZsi pii 90 mM Li*.
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Obrazek 9: CD spektra oligonukleotidu 1-3p G4 v riznych pufrovych podminkach.
Z namétenych CD spekter (Obr. 9) vyplyva, ze 1-3p G4 vykazuje zna¢nou piitomnost G-
kvadruplexi s vyraznym maximem kolem 265 nm. Nejvyssi stabilitu a signal vykazuje pii 90

mM K*, zatimco Li* poskytuje nejslabsi CD signal.
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Obrazek 10: CD spektra oligonukleotidu G2ZAG4AG2 v riznych pufrovych podminkach.
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Na Obr. 10 vidime CD spektrum oligonukleotidu G2AG4AG2, které indikuje tvorbu G-
kvadruplexu, pfic¢emz nizkd koncentrace K vyrazné zvySuje intenzitu signdlu s maximem
kolem 265 nm. Piitomnost Li* stabilitu struktury a intenzitu signalu vyrazné snizuje, zatimco
vysoka koncentrace K™ (90 mM) vede ke stfednim hodnotdm dichroismu. Tento oligonukleotid
vykazuje atypické strukturni rysy, které se projevuji pravé touto neobvyklou citlivosti na

koncentraci draselnych iontd.

G4C2G4

50
40
30

20 K 90 mM

—K5mM
10

—Li90 mM

Ag (I‘molt-cm)

e
e e PP s

220 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
-10

-20
Vinova délka (Mnm)

Obrazek 11: CD spektra oligonukleotidu G2AG4AG2 v riznych pufrovych podminkach.

CD spektrum G4C2G4 (Obr. 11) vykazuje typicky G-kvadruplexovy signal s maximem kolem
265 nm, ktery je nejintenzivngjsi pii 5 mM K*. Spektrum pii 90 mM K* je nepatrné slabsi a pii

Li" téméf minimalni.

Z CD spekter vyplyva, Ze tvorba G-kvadruplexti probihd zejména v pfitomnosti pufru s vysokou
koncentraci drasliku, coZ se projevuje charakteristickymi maximy kolem 260 nm. Sekvence 1-
3p G4 vykazovala nejvyssi charakteristické kiivky a zaroven nejvys$si molarni extinkéni
koeficienty. Sekvence G2AG4AG2 se chovala odlisné a jeji spektrum neodpovidalo typickym
rysim G-kvadruplexu; byla v§ak ponechana ve studii, protoZe jeji netypické chovani mlze
naznacovat vznik jiné, potencidln€ zajimavé struktury. Pii niz$i koncentraci K* byla tvorba G-
kvadruplext stale detekovatelnd, avSak s niz§im signadlem. Roztoky obsahujici Li* vykazovaly

pouze minimalni tvorbu G-kvadruplexti, proto nebyly v dalSich experimentech vyuzity.
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3.3.2 UV-Vis spektroskopie

Druhou ovétovaci metodou byla UV-Vis spektroskopie, kterou jsme vyuzili k posouzeni
stability G-kvadruplexi pii teplotach, pii kterych jsme s nimi pracovali (tedy pokojova teplota
kolem 20-25 °C). K méfeni jsme pouzili UV-Vis spektrofotometr Varian Cary 4000, pfipojeny
k pocitaci, ktery umoziiuje zaznam a zpracovani dat prostfednictvim piislusného softwaru.
Postup méteni byl obdobny jako u pfedchozich experimentl: po dosazeni zadané konecné
teploty (v nasem piipadé 90 °C) byla data ulozena, exportovana do formatu CSV a nasledné
normalizovéana. Na zaklad¢ téchto dat byly vytvoieny dva grafy zobrazujici profily kiivek, které

znazornuji denaturaci a rozpad G-kvadruplexa s rostouci teplotou, viz Obr. 12-13.

UV rozpousténi - KCl 90 mM
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Obrazek 12: Graf UV tani G-kvadruplexti (20 mM HEPES, 90 mM KCIl, 10 mM MgCL).

Obr. 12 ukazuje normalizovanou absorbanci G-kvadruplext ¢tyt riznych sekvenci pfi 295 nm
v zavislosti na teploté. Vysoka koncentrace KCl udrzuje absorbanci témét konstantni i pfi

zvySeni teploty, coZ naznacuje, Ze struktury jsou stabilni a méné citlivé na denaturaci.
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UV rozpousténi - KCI 5 mM
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Obrazek 13: Graf UV tani G-kvadruplexti (5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl).

Z Obr. 13 vidime, ze pti nizké koncentraci KCl klesa absorbance s rostouci teplotou mnohem
vyraznéji, zejména pro sekvenci G2ZAG4AG?2 (3. sekvence). To ukazuje, Ze struktury jsou méné

stabilni a snadnéji se denaturuji.

Srovnanim obou graft je zifejmé, ze vyssi koncentrace KCI (90 mM) zvysuje stabilitu G-
kvadruplexti. Struktury zlstavaji stabilni 1 pfi vysSich teplotach, zatimco pfi nizké koncentraci
(5 mM) se castecné denaturuji. Vzhledem k tomu, Ze jsme experimenty provadeéli pii pokojové
teploté (20-25 °C), Ize si ovéftit, Ze pii této teploté jsou G-kvadruplexy stabilni a neméla by na

n¢ tato teplota mit zadny vliv.

3.3.3 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Po ovéfeni pfitomnosti a teplotni stability G-kvadruplexti pomoci pfedchozich metod jsme
ptistoupili k jejich vizualizaci mikroskopii atomarnich sil (AFM). Kazdy experimentalni den
jsme sledovali konkrétni sekvenci G-kvadruplexu. Pifed samotnym pozorovanim kazdého
vzorku bylo vSak nutné pfipravit kontrolni vzorek DNA. Tento krok ndm umoznil ovéfit, ze pti
pozorovani se skute¢né zobrazuji G-kvadruplexy a nikoliv béZznad DNA. Jako kontrolni DNA
byla pouzita plazmidovd DNA pSP73. Jde o malou kruhovou molekulu DNA, ktera se casto
pouziva pro vnaseni, replikaci a manipulaci s geny zajmu, piipadné pro syntézu RNA in vitro.
Pro AFM pozorovéni byla DNA linearizovana a pfipravena v koncentraci 1 pg/ml, natedéna v
pufru obsahujicim 5 mM HEPES, 5 mM MgClz a 5 mM KCI. Postup piipravy vzorku byl stejny

pro vSechny sledované sekvence. Substratem pro AFM meéteni byla slida (mica), konkrétné
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muskovit. Jeji hlavni vyhody jsou snadna St€pnost, pruznost a chemicka stalost. Odstipnutim
n¢kolika vnéjsich vrstev ziskdme atomarné rovny povrch, zbaveny necistot. Chemicky je
muskovit slozeninou K20-Al203:SiO2 a jeho povrch Ize popsat jako hydratovany SiO2. V
biologickych aplikacich AFM jde o nejpouzivanéjsi substrat, ktery je hydrofilni a pfi
fyziologickém pH zaporné nabity. Tento zaporny naboj umoziiuje iontovou nebo kovalentni
imobilizaci biomolekul a pfitomnost vrstvy vody z ovzdusi mlze ovlivnit interakci hrotu
mikroskopu s povrchem. [22] Na pfipravenou slidu byl pipetou nanesen pfiméfeny objem
roztoku DNA. Nasledovalo oplachnuti deionizovanou vodou, kterd je zbavena témét vSech
iontli a zhruba 10-20krat Cist$i nez béznéa destilovana voda. Thned po oplachnuti byla slida
osusena vzduchem s maximalni opatrnosti, aby nedoslo k odfouknuti vzorku nebo vzniku
solnych krystali. Samotné méfeni AFM probihalo v poklepovém rezimu (tapping mode) a
zahrnovalo nékolik krokii: nejprve bylo nutné vyjmout snimaci jednotku (scanner), umistit slidu
se vzorkem na magnetické kolecko a vSe vratit zpét do pozice. Néasledné jsme nastavili kameru
a priblizili povrch vzorku, aby hrot mohl skenovat jeho plochu. Pied samotnym snimanim bylo
nutné¢ zkontrolovat parametry: osy X a Y byly vynulovany, velikost skenované plochy
nastavena na 3 x 3 um (celkova plocha 9 um?), frekvence skenovani cca 3,56 Hz a pocet fadkt
512. Po spusténi skenovani hrot projel povrch vzorku, po dokonceni byl proces ukoncen
vysunutim hrotu. Snimek byl vyhlazen a vyexportovan pro dal$i analyzu. Kazdy dalsi vzorek

byl sniman stejnym zpisobem.

Jako prvni vzorek pro pozorovani a srovnani byla pouzita plazmidovda DNA pSP73 (viz
Obr. 14). Po ovéfeni kontrolniho vzorku jsme zacali pozorovat prvni experimentalni sekvenci,
konkrétné G4T2G4, viz Obr. 15. Koncentrace této sekvence v roztoku piipraveném pro AFM
méfeni byla 1-107 M a koncentrace KCI byla 5 mM. Pro téely AFM zobrazeni byl pouzit
specificky pufr o slozeni 5 mM HEPES, 5 mM KCI a 5 mM MgCly, ktery zajist'uje stabilizaci
struktur a jejich efektivni adsorpci na povrch slidy diky pfitomnosti hofe¢natych kationtd.

Ptiprava vzorku na AFM probihala identicky jako u kontrolni DNA.

31



[T 249nm

7220
7200
"1.80

171.60

140
120
"1.00
0.80
0.60
040

020
0.00

Obrazek 14: AFM topografie kontrolniho vzorku plazmidové DNA pSP73.
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Obrazek 15: AFM topografie sekvence GAT2G4 (pufr: 5 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgClL).

Dalsim vzorkem byla opét sekvence G4T2G4 (Obr. 16), tentokrat pfipravena ze vzorku s
vy$$im obsahem KCI, konkrétné 90 mM. Tento krok ndm umoZznil porovnat strukturu G-
kvadruplexu pfi riznych koncentracich drasliku a posoudit vliv iontl na jeho stabilitu a
vizualizaci pomoci AFM. Koncentrace této sekvence v roztoku byla 1-1077 M. Pro uéely AFM

zobrazeni byl opét pouzit specificky pufr o slozeni 5 mM HEPES, 5 mM KCl a 5 mM MgCl..
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Obrazek 16: AFM topografie sekvence G4T2G4 (pufr: 5 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgCL).

Poslednim snimanim toho dne byla opét sekvence G4T2G4 (Obr. 17), pfipravena ze vzorku s
obsahem 90 mM KCl a z pufru se zvysenou koncentraci KCIl a MgCl2 na 10 mM. Koncentrace
sekvence v roztoku pro AFM méfeni byla 1107 M. Tento vzorek ndm umoznil sledovat vliv

kombinace vyssi koncentrace KCI na tvorbu a stabilitu G-kvadruplexu.

[T 451nm

Obrazek 17: AFM topografie sekvence G4T2G4 (pufr: 5 mM HEPES, 10 mM KCI, 10 mM MgCl.).

Druhy den jsme opét zacali pozorovanim plazmidové DNA pSP73 jako kontrolniho vzorku.
Nasledné jsme se zaméfili na sekvenci 1-3p G4 (viz Obr. 18), ktera byla ptipravena ze vzorku
s obsahem 90 mM chloridu draselného (KCl). Koncentrace této sekvence v roztoku pro AFM
méfeni byla 11077 M. Roztok dale obsahoval pufr s 5 mM KCI, 5 mM HEPES a 5 mM MgClo.
Ptiprava vzorku, jeho naneseni na substrdt a AFM méfeni probihalo identicky jako u

ptredchoziho dne.
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Obrazek 18: AFM topografie sekvence 1-3p G4 (pufr: 5 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgClL).

Poslednim vzorkem toho dne byla opét sekvence 1-3p G4 (Obr. 19), pfipravena ze vzorku s
obsahem 90 mM KCI a z pufru se zvySenou koncentraci KCIl a MgClz nal0 mM. Koncentrace
sekvence v roztoku pro AFM méfeni byla 1-1077 M. Tento vzorek ndm opét umoznil sledovat

vliv kombinace vyssi koncentrace KCl a pufru na tvorbu a stabilitu G-kvadruplexu.
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Obrazek 19: AFM topografie sekvence 1-3p G4 (pufr: 5 mM HEPES, 10 mM KCl, 10 mM MgCL).

Tteti den jsme opét zacali pozorovanim plazmidové DNA pSP73 jako kontrolniho vzorku.
Nasledné jsme presli k sekvenci G2AG4AG2, pripravené ze vzorku s obsahem 90 mM chloridu
draselného (KCl). Koncentrace této sekvence v roztoku pro AFM méteni byla 2-1077 M. Roztok
dale obsahoval pufr s 10 mM KCI, 5 mM HEPES a 10 mM MgCI; a ptiprava vzorku probihala

stejné jako u ptredchozich dnt.
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Obrazek 20: AFM topografie sekvence G2AG4AG4 (pufr: 5 mM HEPES, 10 mM KCl, 10 mM MgCL).

Dalsim vzorkem tfetiho dne byla sekvence G4C2G4 (Obr. 21), pfipravena ze vzorku s obsahem
90 mM KCIl. Koncentrace této sekvence v roztoku pro AFM méteni byla 1-1077 M. Roztok dale
obsahoval pufr s 5 mM, 5 mM HEPES a 5 mM MqgCl..
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Obrazek 21: AFM topografie sekvence G4C2G4 (pufr: 5 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgCL).

Poslednim vzorkem tietiho dne byla opét sekvence G4C2G4 (viz Obr. 22), tentokrat roztok
obsahoval pufr s 5 mM HEPES, 10 mM KCI a 10 mM MgCl,. Koncentrace sekvence byla
1-107 M. Tento vzorek nam umoznil sledovat vliv zvysené koncentrace pufru a drasliku na

tvorbu a stabilitu G-kvadruplex.
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Obrazek 22: AFM topografie sekvence G4C2G4 (pufr: 5 mM HEPES, 10 mM KCI, 10 mM MgCL).
4 VYSLEDKY

Statistickd analyza morfologie DNA nanostruktur byla provedena na zaklad¢ AFM snimki
zpracovanych v softwaru Gwyddion. Z jednotlivych snimk byly zméteny délky pozorovanych
utvart a vysledna data byla pfevedena do histogramil distribuce délek. Tento pfistup umoznil
kvantitativni porovnani vlivu sekvence oligonukleotidu a iontové sily pufru na proces

sebeskladani G-kvadruplexovych struktur.
4.1 Morfologie struktur pri nizké iontové sile
Pfi nizké iontové sile pufru (5 mM HEPES, 5 mM KCIl, 5 mM MgCl.) vykazovaly jednotlivé

sekvence vyrazné odlisné chovani.

Sekvence G4T2G4 vytvarela prfevazné dlouhé jednorozmérné nanostruktury. Nejcetnéjsi délky
(modus) se nachazely v intervalu 25-30 nm, pficemz vyznamna ¢ast vlaken dosahovala délek
presahujicich 100 nm. Histogram (Obr. 23) svéd¢i o efektivni polymeraci G-kvadruplexovych

jednotek do souvislych vlaken.
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Obrazek 23: Histogram distribuce délek G4T2G4 nanostruktur (pufr 5/5/5).

Podobny trend byl pozorovan také u sekvence G4C2G4 (Obr. 24), u niz se modus posunul do
intervalu 30-35 nm.
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Obrazek 24: Histogram distribuce délek G4C2G4 nanostruktur (pufr 5/5/5).

Oproti tomu sekvence 1-3p G4 (Obr. 25) vykazovala vyrazné odliSny distribu¢ni profil.

Nejvyssi Cetnost byla zaznamenéna u velmi kratkych struktur v intervalu 0—5 nm, pfi¢emz s
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rostouci délkou jejich pocet prudce klesal. Tato sekvence tedy preferuje tvorbu izolovanych

intramolekularnich G-kvadruplexti namisto polymernich vlaken.
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Obrazek 25: Histogram distribuce délek 1-3p G4 nanostruktur (pufr 5/5/5).

4.2 Morfologie struktur pri zvySené iontové sile
Zvyseni koncentrace KCl a MgCl. v pufru na 10 mM vedlo u vSech studovanych sekvenci k

posunu distribuci smeérem ke kratSim délkam.

U sekvence G4T2G4 se modus posunul z intervalu 25-30 nm na 10-15 nm (Obr. 26), zatimco
u G4C2G4 doslo k posunu z 30-35 nm na 20-25 nm (Obr. 27). U obou sekvenci tak doslo ke

sniZzeni primérné délky nanostruktur.
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Obrazek 26: Histogram distribuce délek G4T2G4 nanostruktur (pufr 5/10/10).
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Obrazek 27: Histogram distribuce délek G4C2G4 nanostruktur (pufr 5/10/10).
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Obrazek 28: Histogram distribuce délek 1-3p G4 nanostruktur (pufr 5/10/10).
5 Diskuze

5.1 Interpretace CD spekter a konformacni analyza

Nameétend CD spektra u vSech studovanych sekvenci vykazovala charakteristické rysy G-
kvadruplexovych struktur. Zejména u sekvence 1-3p G4 (Obr. 9) a G4T2G4 byl pozorovan
dominantni pozitivni pik v oblasti 265 nm a negativni minimum kolem 240 nm. Podle literatury
tento profil jednoznacné odpovida paralelni topologii G-kvadruplexu, kde jsou vSechna vlakna

orientovana stejnym smérem a glykosidické vazby guanosinti jsou v anti konformaci.

Zajimavé vysledky pfineslo srovnani vlivu kationtii. V souladu s teoretickymi pfedpoklady
vykazovaly vzorky nejvyssi stabilitu (vyjadienou amplitudou CD signalu) v prostiedi 90 mM
K*. Draselné ionty diky svému iontovému poloméru optimalné zapadaji do kavity mezi G-
kvartety, ¢imz strukturu stabilizuji i¢innéji nez ionty sodné ¢i lithné. U sekvence G2ZAG4AG2
bylo pozorovano atypické chovani, kdy nizka koncentrace kationtii vedla k vyssi intenzité
signalu nez koncentrace vysoka. Tento jev lze pfisoudit strukturnimu polymorfismu, kdy
pfitomnost adeninovych bazi ve smyckach mize pti vyssi iontové sile pufru indukovat tvorbu

alternativnich nebo agregovanych forem, které méni vysledny opticky podpis.
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5.2 Termostabilita a UV spektroskopie

UV spektroskopie potvrdila stabilitu studovanych kvadruplexti pti fyziologickych teplotach.
Pti vinové délce 295 nm byl u vSech vzorki zaznamenan charakteristicky hypochromni efekt
(pokles absorbance pii tani), coz je specificky indikator rozpadu G-kvartetu. Skutecnost, ze
absorbance zlstavala v pfitomnosti 90 mM KCl témét konstantni i pfi zvySovani teploty, sved¢i
o mimotadné stabilit¢ téchto struktur, coz je klicové pro jejich potencidlni vyuziti v

nanotechnologiich jako jsou tzv. G-draty.

5.3 Morfologie nanostruktur a AFM mikroskopie

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) umoznila pfimé zobrazeni ptipravenych struktur v redlném
prostoru. Pouziti specifického pufru (HEPES, KCI1, MgCl») se ukazalo jako zasadni pro fixaci
vzorki na povrch slidy. Role hofe¢natych iontl jako elektrostatického ,mustku‘‘ mezi
negativné nabitou DNA a podlozkou potvrzuje metodické postupy uvadéné v odborné

literatufe.

Statistickd analyza délek struktur v softwaru Gwyddion odhalila, Ze proces sebeskladani je silné
zavisly na sekvenci. Zatimco nékteré sekvence tvofily izolované monomolekularni
kvadruplexy, u sekvenci s repetitivnimi motivy (napt. G4T2G4) byla patrna tendence k tvorbé

vyssich supramolekularnich celkti — 1D nanostruktur.
5.4 Biologicky a terapeuticky vyznam

Vysledky této prace maji pfimou relevanci k problematice neurodegenerativnich onemocnéni.
Studium sekvenci bohatych na guanin, podobnych tém v genu C9orf72, ukazuje, jak stabilni
mohou byt tyto struktury (zejména RNA verze) v intracelularnim prostfedi bohatém na K.
Extrémni stabilita G-kvadruplexli, kterou jsme pozorovali pti UV tani, vysvétluje, pro¢ tyto
struktury mohou v neuronech odolavat degradaci a pfispivat k patogenezi onemocnéni jako
ALS. Pochopeni faktor, které tyto struktury stabilizuji ¢i destabilizuji (napf. vliv Li*), otevira

cestu k vyvoji selektivnich ligandl pro potencialni terapii.
6 ZAVER
V této praci byla studovdna tvorba a stabilita DNA nanostruktur zalozenych na G-

kvadruplexovych motivech pomoci kombinace CD spektroskopie, UV-Vis spektroskopie a

mikroskopie atomarnich sil. Bylo prokdzéano, ze vSechny studované sekvence tvofti stabilni G-
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kvadruplexy pfi pokojové teploté (20-25 °C), avsak jejich schopnost sebeskladani do delsich

nanostruktur se vyrazné lisi.

Sekvence G4T2G4 a G4C2G4 se ukazaly jako nejvhodngjsi pro tvorbu dlouhych

jednorozmérnych G-dratli, zatimco sekvence 1-3p G4 a anomadlni sekvence G2AG4AG2

vwr

podporuje rast delSich nanostruktur, zatimco vyssi koncentrace kationtl vede k rychlé nukleaci

a zkracovani vlaken.

Ziskané poznatky potvrzuji moznost cilené kontroly morfologie DNA nanostruktur pomoci
volby sekvence a experimentalnich podminek a ptedstavuji vyznamny ptinos pro oblast DNA

nanotechnologii i pro dalsi studium biologické role G-kvadruplexi.
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9 SEZNAM TABULEK

Tabulka 1. Charakteristické piky pozorované ve spektrech CD pro rtizné topologie kvadruplexti

10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e A, G,C,T,U—-Adenin, guanin, cytosin, thymin, uracil (dusikaté baze)

e AFM — Mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy)

e ALS — Amyotroficka laterdlni skler6za

e CD - Cirkuléarni dichroismus (nebo cirkuldrné dichroicka spektroskopie)

e DNA — Deoxyribonukleova kyselina

e ESI-MS — Hmotnostni spektrometrie s elektrospray ionizaci

e FTD — Frontotemporalni demence

e G4 — G-kvadruplex

e HEPES — Kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (pufr)

e HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

e hTERT - Lidska telomerazova reverzni transkriptaza

e K* Na*, Li* — Draselny, sodny, lithny kation

e LLPS — Fazova separace kapalina-kapalina (Liquid-liquid phase separation)

o Mg?"/ MgCl: — Hote¢naty kation / Chlorid hofeénaty

e mM /M — Milimolarni / molarni koncentrace

e mMRNA/tRNA/rRNA —Mediatorova / transferova / ribozomalni ribonukleova kyselina

e nm— Nanometr

e NMR — Nuklearni magneticka rezonance

e PSPD - Polohové citlivy fotodetektor (Position Sensitive PhotoDetector)

¢ RNA — Ribonukleova kyselina

e STM — Skenovaci tunelovaci mikroskopie

e UV — Ultrafialové zareni / spektroskopie

e Ag— Diferencialni molarni absorp¢ni koeficient (jednotka v CD)
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11 SEZNAM PRILOH

e Piiloha 1: Parametry ptipravy vzorki pro CD spektroskopii (Tabulky P1 az P6)
e Priloha 2: Parametry ptipravy vzorkl pro UV spektroskopii (Tabulky P7 az P10)
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12 PRiLORY

Priloha 1: CD spektroskopie

blanku

Tabulka P1: Slozeni pufru a odpovidajiciho
(20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl.)
CD spektroskopie- 20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl,
Zasobni koncentrace pufru [mM] 20
HEPES | Cilova koncentrace pufru [M] 0,5
Objem pufru [ul] 3,6
Zasobni koncentrace [mM] 90
KCl | Cilov4 koncentrace [M] 3
Objem [ul] 2,7
Zasobni koncentrace [mM] 10
MgCl: | Cilova koncentrace [M] 0,1
Objem [ul] 9
Objem HEPES [ul] 36
Objem KClI [ul] 27
Blank | Objem MgCl; [ul] 9
Objem H20 [ul] 828
Objem roztoku [ul] 900

pro CD

spektroskopii

Pozn.: Blank slouzil jako referencni roztok pro CD spektroskopicka méreni a obsahoval pouze pufr a soli, bez

pritomnosti oligonukleotidu.

Tabulka P2: Koncentrace a objemy oligonukleotidi ve vzorcich piipravenych pro CD
spektroskopii (20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl.)

CD spektroskopie- 20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl,

Oligonukleotid G4T2G4 | 1-3p G4 | G2AG4AG2 | G4C2G4

Koncentrace zdsobniho roztoku oligonukleotidu [M] 2,5-10°%| 2,5-10° 2,5-10° 2,5-10°
Cilova koncentrace oligonukleotidu ve vzorku [M] 1,67-10%| 1,72-10* 1,60-10%| 1,92-10%
Objem zasobniho roztoku [ul] 13,5 13,1 14,1 11,7
Objem H20 [ul] 61,2 61,6 60,6 63
Objem roztoku [ul] 90 90 90 90

Pozn.: Pozadované koncentrace oligonukleotidit byly dosazeny redénim zasobniho roztoku vodou v pufru pro CD

spektroskopii.

Tabulka P3: Slozeni pufru a

(5 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgCl.)
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odpovidajiciho

blanku

pro CD

spektroskopii




CD spektroskopie- 5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl,

Zasobni koncentrace pufru [mM]

HEPES | Cilové koncentrace pufru [M]

Objem pufru [ul]

Zasobni koncentrace [mM]

KCI Cilova koncentrace [M]

Objem [ul]

Zasobni koncentrace [mM]

MgCl, | Cilov4 koncentrace [M]

Objem [ul]

Objem HEPES [ul]

Objem KCI [ul]

Blank | Objem MgCl, [pl]

10

Objem H,0 [ul]

183

Objem roztoku [ul]

200

Tabulka P4: Koncentrace a objemy oligonukleotidi
spektroskopii (5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl:)

ve vzorcich pfipravenych pro CD

CD spektroskopie- 5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl,

Oligonukleotid G4T2G4 | 1-3p G4 | G2AG4AG2 | G4C2G4
Koncentrace zdsobniho roztoku oligonukleotidu [M] 5-10° 5-108 5-108 5-10°
Cilova koncentrace oligonukleotidu ve vzorku [M] 1,67-10*| 1,72-10* 1,60-10%| 1,92-10*
Objem zasobniho roztoku [ul] 6 5,8 7,5 6,3
Objem H20 [ul] 177 177,2 175,5 176,7
Objem roztoku [ul] 200 200 200 200
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Tabulka P5: Slozeni pufru a odpovidajiciho blanku
(20 mM TRIS, 90 mM LiCl, 10 mM MgCl2)
CD spektroskopie- 20 mM TRIS, 90 mM LiCl, 10 mM MgCl,

Zasobni koncentrace pufru [mM] 20
TRIS | Cilova koncentrace pufru [M] 1
Objem pufru [ul] 1
Zasobni koncentrace [mM] 90
LiCl | Cilova koncentrace [M] 2
Objem [pl] 2,3
Zasobni koncentrace [mM] 10
MgCl: | Cilova koncentrace [M] 01
Objem [ul] 5
Objem TRIS [ul] 18
Objem LiCl [ul] 40,5
Blank | Objem MgCl; [ul] 9
Objem H20 [ul] 832,5
Objem roztoku [ul] 900

pro CD

spektroskopii

Tabulka P6: Koncentrace a objemy oligonukleotidi ve vzorcich piipravenych pro CD
spektroskopii (20 mM TRIS, 90 mM LiCl, 10 mM MgCl.)

CD spektroskopie- 20 mM TRIS, 90 mM LiCl, 10 mM MgCl,

Oligonukleotid G4T2G4 | 1-3p G4 | G2AG4AG2 | G4C2G4
Koncentrace zdsobniho roztoku oligonukleotidu [M] 2,5-10°%| 2,5-10° 2,5-10%|  2,5-10°
Cilova koncentrace oligonukleotidu ve vzorku [M] 1,67-10*| 1,72-10* 1,60-10*| 1,92-10*
Objem zasobniho roztoku [ul] 75 7,3 7,8 6,5
Objem H;0 [ul] 34,2 34,4 33,9 35,2
Objem roztoku [ul] 50 50 50 50

o1




Priloha 2: UV spektroskopie

Tabulka P7: Slozeni pufru a

odpovidajiciho

(20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCL)

blanku

UV spektroskopie- 20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl,

Zasobni koncentrace pufru [mM]

20

HEPES | Cilové koncentrace pufru [M]

0,5

Objem pufru [ul]

8

Zasobni koncentrace [mM]

90

KCl | Cilova koncentrace [M]

0,2

Objem [ul]

9

Zasobni koncentrace [mM]

10

MgClz | Cilové koncentrace [M]

0,1

Objem [ul]

20

Objem HEPES [ul]

Objem KCI [ul]

Blank | Objem MgCl, [pl]

20

Objem H0 [ul]

163

Objem roztoku [ul]

200

pro UV

spektroskopii

Tabulka P8: Koncentrace a objemy oligonukleotidi ve vzorcich pfipravenych pro UV
spektroskopii (20 mM HEPES, 90 mM KCl, 10 mM MgCl.)

UV spektroskopie- 20 mM HEPES, 90 mM KCI, 10 mM MgCl,

Oligonukleotid GAT2G4 | 1-3p G4 | G2AG4AG2 | G4C2G4

Koncentrace zdsobniho roztoku oligonukleotidu [M] 1-10° 1-10° 1-10° 1-10°
Cilova koncentrace oligonukleotidu ve vzorku [M] 1,67-10%| 1,72-10% 1,60-10%| 1,92-10%
Objem zasobniho roztoku [pl] 12 11,6 12,5 104
Objem H;O [ul] 151 1514 150,5 152,6
Objem roztoku [pl] 200 200 200 200
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Tabulka P9: Slozeni pufru a odpovidajiciho blanku pro UV  spektroskopii
(5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl>)
UV spektroskopie- 5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl,
Zasobni koncentrace pufru [mM] 5
HEPES | Cilova koncentrace pufru [M] 0,5
Objem pufru [ul] 2
Zasobni koncentrace [mM] 5
KCIl | Cilové koncentrace [M] 0,2
Objem [ul] 5
Zasobni koncentrace [mM] 5
MgClz | Cilova koncentrace [M] 01
Objem [ul] 10
Objem HEPES [pl] 2
Objem KCI [ul]
Blank | Objem MgCl, [ul] 10
Objem H20 [ul] 183
Objem roztoku [ul] 200

Tabulka P10: Koncentrace a objemy oligonukleotidu
spektroskopii (5 mM HEPES, 5 mM KCIl, 5 mM MgCl.)

ve vzorcich pfipravenych pro UV

UV spektroskopie- 5 mM HEPES, 5 mM KCI, 5 mM MgCl,

Oligonukleotid G4T2G4 | 1-3p G4 | G2AG4AG2 | G4C2G4

Koncentrace zdsobniho roztoku oligonukleotidu [M] 1-10% 1-10° 1-10% 1-10%
Cilova koncentrace oligonukleotidu ve vzorku [M] 1,67-10%| 1,72-10* 1,60-10%| 1,92-10*
Objem zasobniho roztoku [pl] 12 11,6 12,5 10,4
Objem H20 [pl] 171 1714 170,5 172,6
Objem roztoku [pl] 200 200 200 200
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