el [ ]
* ﬁ
** t* ..
; * * . M
socialni - MINISTERSTVO §KOLSTVI, OP Vzdélavani
[ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE P A TE

MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Interakce iontli kovu s nukleovymi kyselinami jako
zaklad pro G-kvadruplexy tvorici biosenzory

Nazev:

golitel:  Branislav Ruttkay-Nedecky,

Datum: 6.9.2013

Reg.C.projektu: CZ.1.07/2.4.00/31.0023
Nazev projektu: Partnerska sit centra excelentniho bionanotechnologického vyzkumu Na nOBIO etalNet



Dynamicka molekula

Vlasenky, homoduplexy, triplexy, kvadruplexy
Struktury znamé desitky let

Zpocatku malé prakticke vyuziti

Struktury jsou pravdépodobné formovany za
fyziologickych podminek  zapojeni do mnoha

dulezitych biologickych procest (genova exprese,
rekombinace, replikace DNA)

Retézce bohaté purinovymi bazemi mohou tvofit fadu
konformaci

Nejznamnéjsimi konformacemi jsou guaninové
kvadruplexy — G-kvadruplexy



G-kvadruplexy

SloZzené se z guaninovych tetrad tvorenymi ¢tyrmi
guaninovymi bazemi

Kazdy guanin je se sousednim guaninem spojen pres dva
vodikové mustky Hoogsteenovym pdrovanim

G-kvadruplex tvori nékolik guaninovych tetrad
usporadanych nad sebou

G-quadruplexy jsou stabilizovany ionty alkalickych kov

(K*, Na*), které se nachazi mezi dvéma G-tetradami w
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Kvadruplexy - déleni

e Znacny konformacni polymorfismus

e Podle pocCtu molekul — tetramolekularni, bimolekularni,
unimolekularni

* Polarita rfetézce — paralelni, antiparalelni, smiSeny (hybridni)

* Postaveni smycek — postranni (Zidlickova), diagonalni
(koSic¢kova), vrtulovita smycka




Vyskyt G-kvadruplexu

V genomové DNA

Telomery
Oblasti imunoglobulint
Genové promotory

w0 Telomeres




Metody pro studium G-kvadruplexu

UV-VIS spektrofotometrie
CD polarimetrie (Circular Dichroism)

Molekulova luminiscence pro fluorescencné
znacené sekvence

FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

Rentgenova krystalografie

NMR spektroskopie (Nuclear Magnetic
Resonance)

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)



G-kvadruplexy —detektory kovu

G-kvadruplexy (G4) tvori komplexy s
aniontovymi porfyriny heminem, N-
methylmesoporfyrinem IX (NMM)
protoporfyrinen I1X (PPI1X)

G4/hemin, vykazuje peroxiddzovou
aktivitu — proto jsou to DNAzymy
Katalyzuji oxidaci ABTS (2,2-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
diammonium salt) prostfednictvim H,0,

Vysledkem je barevna zména roztoku a
Ize ji spektrofotometricky stanovit

G4/PPIX, fluorescence
Detekce of — K*, Ag*, Cu?*,Hg?*, Pb?*(Fan
et al. 2012, LiH. et al. 2012, Li T. et al.

2008, 2009, 2010, Wang et al. 2010, Zhou
et al. 2010).
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Detekce K*

G-kvadruplex v komplexu s heminem
Detekce K* podle Fan et al. 2012
K* stabilizuji jednoretézcovou DNA se sekvenci bohatou na guanin

V pritomnosti K* se vytvori G-kvadruplexova struktura + poté se na ni muze vazat
hemin

3-(p-hydroxyfenyl)-propionova kyselina (HPPA) je oxidovana H,0, na fluorescencni
product

Intenzita fluorescence HPPA oxidacniho produktu roste se zvysujici se koncentraci
K+

O =K BB = hemin



Detekce Hg?*

G-kvadruplex v komplexu s
heminem

Detekce Hg?* podle Li et al. 2009
Hg?* se vaze specificky na thymin-
thymin (T-T) (chybné parovani)
mismatch v DNA duplexu

Na G-bohata DNA vytvari
pfitomnosti draselnych iontl G-
kvadruplex a je schopna vazat
hemin a vykazuje peroxidazovou
aktivitu - DNAzym

Po pridani Hg?*, je vznik G-
kvadruplexu inhibovan v dlsledku
tvorby T-Hg?*-T komplexu

Vysledkem Hg?*inhibice je prudky
pokles v katalytické aktivité, v
H,0, zprostfedkované oxidaci
ABTS
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Detekce Ag*

G-kvadruplex v komplexu s heminem
Detekce Ag*podle Zhou et al. 2010
Ag*stabilizuje cytosin-cytosin  (C—C)
mismatch(chybné parovani) tim, ze
sprostredkuje jejich vazbu C-Ag+-C

Bez Ag*, oligonukleotidové vldakno vytvari
intramolekularni duplex

Po pridani Ag* na guanin bohaté sekvence
se slozi do G-kvadruplexu, ktery vaze hemin
a vykazuje katalyticky aktivni DNAzym,
ktery je mozné detekovat
spektrofotometricky.

H,0, oxiduje ABTS na ABTS**a bezbarevny
roztok se méni na modrozeleny, ktery lze
spektrofotometricky stanovit
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Detekce Cu?*

G-kvadruplex v komplexu s protoporfyrinem IX (PPIX)
Detekce Cu?* podle Zhang et al. 2013
G-kvadruplex/PPIX intenzita fluorescence se zvySuje

V pfitomnosti Cu?* intenzita fluorescence se snizuje
Metoda se ukazala byt vysoce specifickou

+ PPIX ® Cu
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Elektrochemicka detekce cisplatiny

G-kvadruplex v komplexu s heminem

Detekce cisplatiny podle Wang et al. 2013

Tiolovana ssDNA (S0O) se prichyti na Au elektrodé, S1 v pfitomnosti K* vytvofi G-
kvadruplex, navaze hemin a vaZe se na S2 a peroxiddzovou aktivitou se H,O, redukuje
na H,0, za vzniku elektrochemického signalu

Cisplatina narusi tvorbu G-kvadruplexu a dochazi ke snizeni elektrochemického signalu

[ K' <«
Hemin ¢
S0 NNy
S1 NV
S3 ANy
Cisplatin )
|
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Souhrn

G-kvadruplexy lze vyuzit jako detektory tézkych kovl

Kromé tézkych kovu lze také G-kvadruplexy vyuzit k detekci dalSich analytd,
napriklad aminokyselin, DNA, mikro RNA, cisplatiny, glukdzy, cholesterolu a
GMO

Zakladem detekce pomoci G-kvadruplext je DNA konformacni zména, ktera je
vyvolana pritomnosti analytu coz ma za nasledek snizeni anebo zvyseni
peroxidazové aktivity, fluorescence anebo electrochemického signalu
pouzitych sond

Ve srovnani s jinymi detekénimi metodami, je detekce s vyuzitim G-
kvadruplexd mnohem jednodussi, rychlejsi,citlivéjsi a méné nakladna bez
drahych nastrojl a fluorescenéné znacenych oligonukleotid(

Casto zkoumany material m@ize byt detekovan ve velmi nizkych koncentracich

G-kvadruplexy se tak v posledni dobé stavaji stale popularnéjsim detekénim
systémem
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