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Anotace

DNA obsahujici na guanin bohaté sekvence se miiZe sestavit do Ctyfvlaknovych struktur
znamych jako G-kvadruplexy. Tyto utvary jsou tvofeny skladdnim planarnich guaninovych
tetrad (G-tetrad) nad sebe. G-tetrada je tvofena Ctyfmi guaninovymi bazemi, které jsou mezi
sebou propojeny dvéma vodikovymi mistky Hoogsteenovymi vazbami. G-kvadruplex tvori
nékolik téchto tetrdd usporadanych nad sebou. Udrzeni stability G-kvadruplext napomaha
pritomnost iontd alkalickych kovi, které se nachazeji uprostted mezi dvéma G-tetrddami.
Nejcastéji je timto iontem kation drasliku. V lidském genomu, se tyto na guanin bohaté
sekvence schopné tvofit G-kvadruplexy vyskytuji v telomerach, i v promotorovych oblastech
nékterych onkogent. G-quadruplexy mohou slouzit také jako ligandy pro kovové ionty a
aptamery pro rtizné molekuly. Zajimavé je, Ze G-quadruplexy vykazuji peroxidazou aktivitu
ve spojeni s aniontovym porfyrinem heminem. Komplexy G-kvadruplexii s heminem
umoznily rozvoj citlivych technik pro detekci tézkych kovt.

Postup vytvoreni G-kvadruplexu

Prvnim krokem k zavedeni metody pro detekci stiibrnych iontli pomoci G-kvadruplexu je
vytvofeni G-kvadruplexu v pfitomnosti draselnych ionti a heminu. Postup byl pirevzat
z publikace Zhou et al. 2010.
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Chemikalie
Oligodeoxynukleotidy: ODN: 5'-GGGTACGCTCTTCAAAAGAAGA CCCTA-
CCCAAAGGGTAGGGCGGGTTGGGA

ODN se nejdiive rozpustily v ACS vodé na 100 uM koncentraci (106 pul) a z ni se fedénim s
ACS vodou ptipravila 60 pM koncentrace (40 ul). Poté se ODN natedily 1:1 s 20 mM Tris
acetatovym pufrem, pH 7 a byly pfipraveny v koncentraci 30 uM v 10 mM Tris-acetatového
pufru pH 7.0

1) Pufr na ODN: 25 ml 20 mM Tris acetatového pufru, pH 7 se piipravilo nafedénim 25 mM
Tris acetatového pufru ACS vodou 40 ml 25 mM Tris HAc pufru + 10 ml ACS vody

2) Pracovni pufr: 500 ml navazi se 0.604 g Trisu, 0.2454 g octanu draselného, rozpusti
v ACS vodg, ptida se 1 ml Tritonu X-100 a pH se upravi kyselinou octovou na 7.0

3) Zasobni roztok heminu (31.25 mM): navazi se 0.02547 g heminu a rozpusti v 1.25 ml
DMSO a déle natfedi na koncentraci 312.5 uM pracovnim pufrem (100 pl zdsobniho
roztoku + 9 900 pl pracovniho pufru)

4) Zasobni roztok ABTS(32 mM): navazi se 0.1647 g ABTS a rozpusi v 10ml pracovniho
pufru.

5) Zéasobni roztok H>O; (20 mM): napipetuji se 3 pul 30 % peroxidu vodiku a 997 ul
pracovniho pufru

Obr.1: Chemikalie na pfipravu G-kvadruplexii

Pracovni postup
2 uL DNA ODN sondy (30 uM) bylo ptfidano do 100 ul pracovniho pufru (Obr.2) a smés se
inkubovala 5 minut pti 95°C, aby se odstranili agregaty (Obr.3).
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Obr. 3: Inkubace ODN 5 minut pii 95°C v termomixeru.

Poté byl roztok pomalu schlazen na 25°C a déle inkubovan pifi 25°C 20 minut. Dale bylo
k nému piidano 2 pL heminového roztoku a smés byla inkubovana 60 minut pii 25°C. Dale
bylo pfidano 20 uL. ABTS a 22 ul. H,0O, a 54 pL. pracovniho pufru pticemz vysledni objem
byl 200 pL. Po péti minutach se vytvofil G-kvadruplex zelené barvy (Obr.4) zmétilo VIS
spektrum na spektrofotometru Specord 210 pfi pokojové teploté (obr.5).
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Obr.4: G-kvadruplex sheminem vytvaifi DNAzym s peroxidazovou aktivitou, ktera
zpusobuje, ze se peroxid vodiku redukuje na vodu a oxiduje ABTS (2,2"-azinobis 3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina, bezbarevny roztok) na ABTS™ radikal (roztok

zelené barvy), ktery lze stanovit spektrofotometricky s absorpénim maximem pii 420 nm
(Obr.5-6).

Obr.5: Méfeni VIS spektra G-kvadruplexu vytvorené¢ho v pfitomnosti draselnych ionti a
heminu s ABTS a peroxidem vodiku na spektrofotometru Specord 210
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Obr.6: Zaznam méfeni spektra vytvoreného G-kvadruplexu (zeleny absorpéni signal s
absorpénim maximem pii 420 nm)
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