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1. Uvod

DNA se v zivych bunkéch nachazi ptrevazné ve formé
pravotocivé dvousroubovice, avSak nékteré sekvence DNA
mohou za uritych podminek vytvaret nekanonické struk-
tury, tzv. ,,non-B-DNA®“. Mezi tyto struktury patfi napfi-
klad levotociva Z-DNA, triplexy, H-DNA, kiizov¢é struktu-
ry, R-smycky, vlasenky, G-kvadruplexy a i-motivy'.
V soucasné dobé¢ jsou tyto struktury velice dobte definova-
ny v podminkéch in vitro®. Diky stale se zlep$ujicim meto-
dickym pfistupiim vznikla moznost studovat tyto nekano-
nické struktury DNA i v endogennim prostfedi a potvrdit
tak jejich existenci a funkci in vivo®’ . Takto byla zjisténa
spojitost ,,non-B-DNA* struktur s urCitymi typy rakoviny
a jinymi lidskymi chorobami® .

DNA v buiice je velmi dynamickd molekula a zivot-
nost riznych lokélnich ,,non-B-DNA® struktur je mnohdy
pouze prechodnd, coz znemoziuje jejich studium a uspo-
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kojivou interpretaci vysledkd. Vyskyt ,non-B-DNA®
struktur je vazany na nesparované nukleotidy a specifickou
sekvenci, pficemz tvorba jedné struktury ¢asto znemoziuje
tvorbu jiné''. Mnohé lokélni sekundarni struktury DNA
jsou stabilizovany pomoci nadsroubovicového vinuti (tzv.
negativni superhelicita), které vznika také béhem tran-
skripce, pii které RNA-polymerasa rozpléta dvouSroubovi-
ci DNA a zpisobuje jeji pnuti. Vzniklé pnuti je ¢astecné
uvolnéno pravé vznikem sekundarnich struktur'®. Bioinfor-
matické analyzy ukazaly, ze distribuce téchto sekundar-
nich struktur v genomu neni ndhodna. Tyto struktury Casto
kolokalizuji s regulacnimi oblastmi genti, s chromosomal-
nimi zlomy a translokacemi a jsou asociovany
s genetickymi  poruchami®"*™'>.  Sekundarni struktury
DNA proto tvoii atraktivni terapeuticky cil, ackoliv otazka
potencialni selektivity doposud neni dostate¢né objasnéna.
Na druhé strané tvorba nekanonickych sekundarnich struk-
tur DNA zejména v oblasti promotord onkogend a gend
podilejicich se na opravach DNA dynamicky sleduje akti-
vitu genu, sehrava dulezitou roli v komplexni transkripéni
regulaci téchto genll a podili se tak na udrzeni stability
genomu’'*"*. Jednou z nejvice studovanych sekundérnich
struktur nukleovych kyselin jsou G-kvadruplexy (G4).

2. Co jsou G-kvadruplexy

G4 jsou sekundarni struktury nukleovych kyselin,
které se tvoii v oblastech bohatych na guaniny (G) (cit.'®).
Guaniny na zakladé Hoogsteenova parovani bazi tvofi
guaninové tetrady, které se na sebe vrstvi a jsou stabilizo-
vany monovalentnimi kationty v nasledujicim potadi K* >
Na'>NH, "> Li" (cit."”). G4 se tvoii bud’ z jednoho vlakna
nukleové kyseliny, nebo i z vice (2—4) samostatnych vla-
ken (obr. 1). K tvorbé G4 mize dochdzet na DNA, RNA,
ale také na jejich kombinaci. Pak hovofime o tzv. hybrid-
nim DNA:RNA G4 (HQ) (cit.'g). Vzhledem k absenci
kompetujictho komplementarniho vldkna je sekvence
RNA bohatd na guaniny mnohem nachylnéjsi k tvorbé G4
struktur nez DNA (cit.").

Strukturni polymorfismus G4 kontrastuje s typickou
dvousroubovici DNA. G4 existuji v mnoha rtiznych uspo-
fadanich v dasledku variabilni délky smycek, orientace
jednotlivych vldken asamotné sekvence tvofici G4
(cit.™"). Struktura a stabilita G4 zavisi na mnoha fakto-
rech, jako je naptiklad teplota, pH, koncentrace soli, akti-
vita vody, hustota roztoku, ve kterém se G4 nachazi, délka
smycek ¢i postranni sekvence™. Zménou nékteré z podmi-
nek se miZe vyrazn& zmsnit usporadani G4 (cit.”?). G4
jsou in vitro velmi stabilni struktury, pficemz obecné lze
tvrdit, Ze G4 s kratsimi smyckami (< 4 nukleotidy)
a's vét§im poétem guaninovych tetrad jsou stabilngjsi™.



Chem. Listy /73, 320-327 (2019)

Referat

A fl‘l R B
RN"SN- N NG
T N | /> \
N O}--H" N
>N o M
H-N ;
e H o N—H
N Hp N
</N | )\ H- N_N R |
T S _
. I I,

Y

u I

WAL

Obr. 1. Guaninova tetrada a piiklady G-kvadruplexu tvoieného jednim nebo vice vlakny nukleovych kyselin. A — guaninova tetra-
da vytvorena na zakladé Hoogsteenova parovani bazi stabilizovana monovalentnim kationtem, B — vrstveni guaninovych tetrad a piiklady
G-kvadruplext z jednoho, dvou a étyf vldken nukleové kyseliny. Prepracovano podle'

RNA G4 jsou stabilngjsi nez DNA G4 (cit."?). HQ vykazu-
ji také velmi vysokou stabilitu a odolnost viiéi RNasam'®.

V biologickém kontextu se na stabilizaci G4 vyznam-
né podili i nadSroubovicové vinuti a nékteré proteiny vcet-
n¢ helikas, které budou diskutovany dale v textu. O stabili-
té€ G4 v ruznych biologickych kontextech se vsak vi velmi
malo. Experimentaln¢ bylo dokazéno, Ze paralelni G4
pfedstavuji pro DNA-polymerasu vétsi piek4dzku nez dyna-
mické G4 struktury, které balancuji mezi paralelni a anti-
paralelni konfiguraci'®. G4 s kratsimi smy&kami koreluji
svy$§i urovni genomové nestability®’. Experimenty
s vysoce stabilnim HQ a nestabilnim vnitromolekuldrnim
DNA G4 té samé sekvence naznacuji, ze kompetice a kon-
verze mezi jednotlivymi typy G4 mutize mit regulacni funk-
ci, jako je napf. terminace transkripce”. Pro detailn&jsi
obezndmeni se s problematikou G4 doporucuji néktery
z prehledovych &lanku'>'72027,

3. Kde se G-kvadruplexy vyskytuji

Jednim z nejdulezitéjSich nastroju studia vyskytu G4
jsou bioinformatika a in silico analyzy. Otazka existence
G4 in vivo a jejich role v biologickych procesech zlstavala
dlouhou dobu pouze pfedmétem diskusi. Systematické
prohledavani genomd rtiznych organismi ukézalo, ze sek-
vence, které mohou potencialné tvotit G4 (pG4s) se nacha-
zeji jak u prokaryot, tak u viech eukaryot™® ™ a to
i v mitochondrialni DNA (cit.**"’), ale také u nebunéénych
vird®®. pGds viak vyrazn& prevladaji v eukaryotickych
genomech, a to zejména u savci, u kterych jsou pG4s kon-
centrované v regulatnich oblastech promotori®®. Tyto
oblasti jsou vysoce konzervovany mezi druhy, coz indiku-
je pozitivni selekéni tlak pro zachovani G4 sekvenci®.
Naopak pokud vezmeme v uUvahu 1 hybridni G4
s polovi¢nim poctem G tripletd potiebnych pro tvorbu G4,
sekvence, které mohou potencidlné tvotit HQ (pHQs) se
zaCaly hromadit v genomech obojzivelnikii a byly dale
pozitivné selektovany v genech teplokrevnych zivocicht
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pfedevsim na netemplatovém (kodujicim) vldkné v oblas-
tech za transkripénim pocatkem®. Problematice HQ
a pHQs se podrobnéji vénuje kapitola 4.6.
Nejpouzivangj§im modelem pro zjisténi, zda dana
sekvence potencidlné tvofi intramolekularni G4, se stal
zjednoduseny sekvencni motiv GmXnGmXoGmXpGm, kde m
je pocet guaninli a nabyva hodnot 3 az 5 a X,, X, a X,
oznacuji smyc¢ku, kterou miize tvotit kterakoliv baze véet-
n¢ guaninu. Délka smycky nabyva hodnot 1-7, respektive
az 12 (cit.*"). Na zakladé tohoto modelu dvé nezavislé
bioinformatické studie lidského genomu popsaly ptes
350 000 G4 motivii o délce smycek 1-7 a az pies 700 000
o délce smydek 1-12 (cit.*"*?). Ob& studie poukazuji na
signifikantni a nendhodné rozlozeni pG4s v genomu.
Nicméné skupina okolo Shankara Balasubramaniana meto-
dou G4-ChIP Seq zalozenou na detekci sekundarnich
struktur DNA pomoci G4 specifické protilatky a nasledo-
vanou vysoce vykonnym sekvenovanim (,,antibody-based
G4 chromatin immunoprecipitation and high-throughput
sequencing®) potvrdila pouze 10 000 G4 v lidském geno-
mu, a to zejména v regulacnich a aktivné prepisovanych
oblastech chromatinu s absenci nukleosomi’. Vyse popsa-
ny kanonicky vzorec pro pG4s pokryl v uvedené studii jen
21 % detegovanych G4-ChIP Seq vrcholli. Rozsifeni mo-
delu o sekvence s delsimi smyckami a o sekvence zahrnu-
jici neparovy nukleotid v tetrdd¢ guaninti tvotici G4 prav-
dépodobns lépe vystihuje biologicky relevantni G4 (cit.*).
Nejvyssi vyskyt pG4s je na telomerach a v oblastech
spojenych s regulaci replikace, transkripce a translace**%.
pG4s jsou koncentrované piedev§Sim v promotorovych
oblastech onkogenti a geni podilejicich se na opravach
DNA*. Naopak v oblastech tumor supresorovych a pro-
voznich (tzv. ,,house keeping®) gent jsou zastoupené jen
velmi malo®™*. Toto zjisténi logicky propojilo G4
s karcinogenezi a se snahou o piipravu ligandt stabilizuji-
cich G4 struktury. pG4s jsou Casté i na hranici mezi intro-
ny aexony, a to pfedevSim v oblasti prvniho exonu,
v oblastech genomové nestability, zejména v blizkosti
chromosomalnich translokaci, mutaci, variabilnich pocti
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kopii segmentli DNA (tzv. ,,somatic copy number variati-
ons®), v oblastech nadsroubovicového stresu a v oblastech
R-smycek’>*"*47 Zvysena koncentrace pG4s byla zazna-
menana také na 5’ a 3’ nepiekladanych koncich mRNA
(5'-UTR a 3’-UTR), kde by mohly G4 hrat ulohu pfi sestii-
hu pre-mRNA nebo pfi regulaci translace®. Lokalizace
pG4s zejména v dulezitych genomovych oblastech podpo-
ruje predpoklady o regulaéni a stabilizacni roli G4
Vv genomu.

Tvorba G4 je mimo jiné stimulovana negativnim nad-
Sroubovicovym vinutim, zvySenim hustoty makromolekul
v okoli G4 (tzv. ,,molecular crowding™) a specifickymi
proteiny vézajicimi se na G4 (cit.***). Vyskyt G4 se zvy-
Suje v pribéhu S-fize*’. Bylo identifikovano mnozZstvi
helikas, které jsou zapojeny do rozplétani G4 (cit.>").
Vzhledem k bohatému zastoupeni a regulacni roli G4
v genomu maji poruchy jejich tvorby i rozplétani patolo-
gicky potencial a G4 predstavuji atraktivni terapeuticky
cil. Avsak zadny z dosavadnich G4 stabilizujicich liganda
se zatim nedostal do poslednich fazi klinického testovani.

4. G-kvadruplexy a regulace transkripce

Prvni dikaz o vlivu G4 na transkripci genti pochazi
zpraci na genu c-Myc (cit.’") a ze studii zkoumajicich
ovlivnéni transkripce jinych genlt pomoci znamych ligan-
di stabilizujicich G4, zejména onkogend obsahujicich
pGd4s ve svém promotoru'™*'. Predpokladan byl inhibi¢ni
vliv stabilizace G4 na expresi daného genu'®"'*?, Regulace
transkripce c-Myc genu pres G4 je vSak mnohem komplex-
néjsi nez se pivodné predpokladalo a je pravdépodobné
vysledkem koordinované regulace vice sekundarnich
struktur na promotoru a enhanceru c-Myc genu, které se
dynamicky méni a odrazi tak stav a miru transkripce™.

Vyskyt pG4s v genomu piedurcuje G4 ke globalni
regulaci genové exprese. Dnes je role G4 jako fidicich
transkrip¢nich prvkli obecné uznivanéd a objevuji se stale
nové mechanismy, jimiz G4 reguluji transkripci'®'®>.
Ukazuje se, Ze G4 mohou ovlivilovat transkripci pozitivné
1 negativné, a to v zavislosti na kontextu a vlakné, na kte-
rém se nachéazeji*’. Také mohou byt soudasti vrozené regu-
lace transkripce, ktera je podminénd sekvenci'®, ¢i naopak
epigenetickou znackou sledujici oxidativni stres a tran-
skripci v zavislosti na typu genu'*. MnoZi se experimental-
ni dikazy o tom, Zze G4 jsou uzce spjaty také
s transkripénimi R-smy¢kami a s terminaci transkripce'?.
V nasledujicim textu budou zminény alespon nékteré
z uvedenych regulaci.

4.1. G-kvadruplexy jako fyzické pfekazka
pro RNA-polymerasu

Pivodné se predpokladalo, ze pfi transkripci slouzi
G4 jako fyzicka piekazka pro RNA-polymerasu'**’. Vznik
a stabilizace G4 brani postupu RNA-polymerasy a zptsobi
jeji pozastaveni nebo rozpadnuti celého transkripcniho
komplexu'®*!. Existuje n&kolik mechanismi vzniku tran-
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skripéniho bloku. Inhibi¢ni G4 se tvoii bud na templato-
vém nebo na netemplatovém vlakn&>2. Tvorba G4 na ne-
templatovém vlakné zabrafiuje opétovnému vzniku du-
plexu DNA, udrzuje jednovlaknovou DNA a umoziuje tak
nascentnimu vldknu RNA hybridizovat s templatovou
DNA. Nascentni vldkno RNA muze utvofit i HQ
s netemplatovym vldknem'®>. Neni také vylouceno, Ze
nascentni RNA transkript tvofi RNA G4, a dale Ze kompe-
tice mezi jednotlivymi G4 (DNA, RNA a HQ) tvoii dile-
zitou soucast regulace transkripce, sestfihu pre-mRNA ¢i
translace. Pfiklad vzniku uvedenych typi G4 je vyobrazen
na obr. 2.

Vétsina vyse popsanych G4 vznikd v transkripéni
,,bubliné“ a zpisobuje transkripéni blok zabranujici dalsi-
mu kolu transkripce’®®. Avsak bliz§i analyza lidskych
genl obsahujicich G4 motivy v blizkosti transkripcnich
pocétkil ukazala, ze vice neZ polovina gend obsahuje ale-
spon jeden G4 v rozmezi 500 nukleotidd za transkripénim
pocéatkem na netemplatovém vlakné a toto zjiSténi naopak
koreluje se signifikantnd zvyenou expresi geni’>. Jedno
z moznych mechanistickych vysvétleni predpoklada, ze
tvorba G4 na netemplatovém vlakné udrzuje templatové
vlakno v jednotetézcové podobé a naopak tim usnadiiuje
naslednou transkripci3 2,

V posledni dobé se ukazuje, ze u aktivné transkribo-
vanych genti pG4s uzce souviseji s transkripéné podming-

RNAP 11

RNAP I

RNAP 11

Obr. 2. Mozné mechanismy transkripéniho bloku pomoci
G-kvadruplexu. A — vytvofeni G-kvadruplexu na templatovém
vlakné, B — vytvorfeni hybridniho DNA:RNA G-kvadruplexu na
netemplatovém vlakné spolu snascentni RNA, C — vytvofeni
G-kvadruplexu na netemplatovém vlakné. 5'konec oznacuje
netemplatové vlakno. RNA-polymerasa II (RNAP II). Piepraco-
véano podle®
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nym vznikem R-smycek, s GC vladknovou asymetrii (tzv.
,»GC skew®), CpG ostrivky a nemethylovanym stavem
téchto oblasti™*™.

Pozitivni ,,GC skew* (nadbytek G nad C na netempla-
tovém vldkn¢) za transkripénim pocatkem a nizky obsah
pG4s v promotorovych oblastech je charakteristicky pro
konstitutivné pfepisované provozni (tzv. ,.house keeping*)
geny”’. Naopak vyrazny negativni ,,GC skew* (nadbytek G
nad C v templatovém vlakné) v oblasti promotora je cha-
rakteristicky napfiklad pro geny souvisejici s transkripéni
regulaci, jako jsou mnohé protoonkogeny (c-Myc, c-Kit,
VEGF, KRAS), které maji zdokumentovany regulacni G4
ve svém promotoru'®**. Pozitivni ,,GC skew* se vyskytuje
ina 3'a 5’ koncich genii®®. Ukazalo se, e takto ohrani¢ené
geny koreluji se zvySenou hustotou gend na chromoso-
mech, kde hrozi pfechod transkripéniho komplexu do dal-
Stho genu a jen potvrzuje souvislost téchto oblasti
s potfebou presné a Gcinné regulace iniciace a terminace
transkripce™®. Za pripomenuti stoji, ze pG4s se Gasto na-
chazeji pravé na 3'-UTR a 5-UTR koncich mRNA a tedy
na netemplatovém (kodujicim) vlakné DNA, kde pravdé-
podobné vySe popsanymi mechanismy ptispivaji k presné
regulaci iniciace a terminace transkripce™®.

4.2. G-kvadruplexy jako vazebna mista
pro transkrip¢ni faktory

Dalsi predstava fungovani G4 v transkripci je podpo-
fena vyskytem proteint, které se prednostné a s vysokou
afinitou vaZzou na G4 strukturu, stabilizuji ji, nebo svou
vazbou napoméhaji jejimu vytvofeni*®. Pro ilustraci budou
zminény jen nékteré proteiny, i kdyz jsou identifikovany
stale nové proteiny, které se vazou na G4 a da se predpo-
kladat, Ze tato skupina proteintli se bude dale rozsitovat.

Dobfe znamym proteinem vézajicim se s vysokou
afinitou na DNA G4 je nukleolin'’. Nukleolin sehrava
ddlezitou roli pfi  maturaci ribosomalni RNA
a u B-lymfocytd, kde slouzi jako protein vazajici RNA.
Jeho nadmérna produkce a premisténi je Castym znakem
onkologickych onemocnéni®’. Interakce nukleolinu s DNA
G4 je vsak nejednoznacna. V ptipadé vazby na promotoro-
vy G4 lidského genu VEGF pusobi jako transkripcni akti-
vator. Vazba na nedavno identifikovany LTR promotor
lidského HIV-1 viru slouzi jako molekuldrni ,,chaperon‘
umoziujici vytvoteni DNA G4 (cit.’®). V neposledni fadé
vazba nukleolinu na sekvenci G4 v promotoru c-Myc genu
vede k represi transkripce®™, coz vedlo ke snaze
o vytvoreni specifickych ligandu cilicich na G4 mnohych
protoonkogenti.

Naopak prikladem typického transkripéniho aktivato-
ru, vazajiciho se s vysokou afinitou ke G4, je lidsky SP1.
Jde o transkripcni faktor se strukturnim motivem zinkové-
ho prstu. Plivodné se predpokladalo, Ze se vaZe na dvou-
vlaknovou DNA s minimalnim motivem 5-GGGCGG-3/,
avSak celogenomovy ChIP-Seq experiment ukazal, Ze
36 % SP1 vazebnych mist viibec neobsahuje SP1 konsen-
zualni motiv, nybrz jeden nebo vice G4 motivir™.

Prikladem dalsiho transkrip¢niho aktivatoru je MAZ
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protein rovnéz s motivem zinkového prstu. MAZ se vaze
na promotor KRAS genu, ktery obsahuje podobné jako c-
Myc ve svém nukleasovém hypersenzitivnim misté¢ G4.
Vazba mezi MAZ a G4 vede k aktivaci transkripce, zatim-
co mutace znemoziujici tvorbu G4 vede k inhibici exprese
genu KRAS®.

Zpusob regulace uvedenych genl zavisi nejen na sek-
venci DNA, ale také na jeji konformaci a dalSich fakto-
rech, které sekundarni konformaci DNA ovliviiuji. To
naznacuje existenci strukturné specifickych transkripénich
trans-aktivator'>>’,

4.3. DNA G-kvadruplexy jako senzory oxidativniho
stresu

V poslednich dvou letech ukézala skupina okolo Cyn-
tie Burrowsové v nékolika desitkach ¢lankt, ze G4 sek-
vence hraji dulezitou roli vreakci na oxidativni
stres'#162 Sekvence bohaté na G jsou obecné nachylné
k oxidaci. Velmi snadno zde dochazi ke vzniku 8-0x0-7,8-
-dihydroguaninu (OG), ktery se nedokaze parovat pomoci
Hoogsteenovych vodikovych vazeb. Ukazuje se, ze OG
reprezentuje epigenetickou modifikaci slouzici jako regu-
laéni prvek v genomu®. Nedavna bioinformaticka analyza
ukézala zvysSenou koncentraci pG4s v promotorové oblasti
lidskych gentli podilejicich se na opravach DNA, pfi¢emz
jejich zastoupeni na templatovém a netemplatovém vlakné
bylo zhruba stejné**. Mnohé geny obsahuji sekvence mini-
malné 4 a vice triplett G. Pti modifikaci konkrétnich pozic
G dochdzi k destabilizaci a ptestavbeé plivodniho G4 a vyu-
ziti n€kterého z dalsich tripletd G jako tzv. ,,ndhradni pne-
umatiky* pro tvorbu nového G4. Pfestavba G4 vede
k ,,vystaveni“ vzniklé modifikace ve smycce nové vytvore-
ného G4, coz rekrutuje pfislusné proteiny, které ji rozezna-
vaji, a dochazi ke zmén& urovng transkripce'*%*.

Transkripcni vzorec také zavisi na typu genu a jeho
roli v oxidativnim stresu®’. Experimenty zaloZené na luci-
ferasovém expresnim systému s riiznou pozici G4 sekven-
ce vregulacni oblasti luciferasového genu, na templato-
vém ¢i netemplatovém vlakné, a se zndmymi G4 ligandy
pyridostatinem (PDS), Phen-DC3 a BRACO-19 potvrzuji
aktivaci nebo inhibici transkripce vzhledem k pozici G4 na
vlakné. U studovanych gentl, jejichz produkty se podileji
na opravach DNA (BLM, MGMT, NEIL1 a NEIL3) stabi-
lizace G4 na templatovém vlakné vedla k inhibici exprese
luciferasy, zatimco stabilizace na netemplatovém vlakné
vedla k jeji stimulaci®® (obr. 3).

4.4. DNA G-kvadruplexy a nukleosomy

Oblasti bez nukleosomii (tzv. ,,nucleosome-free regi-
ons®“ — NFRs) jsou charakteristické pro promotory a zesilo-
vafe transkripce (enhancery a superenhancery) aktivné
transkribovanych genii'>. NFRs vykazuji hypersenzitivitu
k DNase I, dale je pro né charakteristicky vysoky obsah
GC bazi, CpG ostravka®, sekvenénich motivil pro tran-
skripéni faktory, ale i pG4s (cit.*). Nedavné mapovani
vyskytu G4 v lidskych keratinocytech ukazalo, ze az 98 %
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Obr. 3. Vliv pozice G-kvaruplexu na transkripci. A — umisténi na netemplatovém vlakné (znacené od 5’ konce) vede k aktivaci tran-
skripce, B — umistdni na templatovém vlakné vede k inhibici transkripce. Piepracovano podle*

signalu pro G4 se nachazi v NFRs (cit.%). Tato mista VySso-
ce koreluji s aktivni transkripci a zastavenim RNAP II, coz
je v souladu s vySe popsanou teorii, ze G4 hraji dilezitou
roli pii regulaci transkripce. Ukazuje se, Ze NFRs jsou
primarné urceny sekvenci DNA a jen do jisté miry tran-
skrip&ni aktivitou®. Oblasti bohaté na GC a pravdépodob-
né¢ i tvorba nekanonickych sekundarnich struktur DNA
pfirozené brani vzniku nukleosomi a dale se podileji na
udrzeni rozvolnéné struktury chromatinu®. U n&kterych
druhti kvasinek promotorové oblasti bohaté na poly-G
zabraiiuji v danych mistech tvorbé nukleosomii®. Nedavné
mapovani ,,non-B DNA®“ sekundarnich struktur pomoci
vysokokapacitniho sekvenovani poukazuje na vysoky vy-
skyt sekundarnich struktur DNA obecné v mysich a lid-
skych bunkach. Ty jsou asociované s Casoprostorovou
funkci genti, bunéénym stavem a s potencialem prestavet
pozici nukleosomi'. Piesny mechanismus, jakym je pozice
nukleosomi regulovana, neni zatim objasnén.

4.5. Rozplétani G-kvadruplextt v genomu

ChIP-Seq experimenty s G4 specifickymi protilatka-
mi ukazuji, ze mnozstvi G4 motivt predikovanych in sili-
co, které se ve skutecnosti vyskytuje v G4 konformaci
in vivo, je minimalni (cit.>*®). To naznaduje, e k tvorbé
G4 jsou zapotiebi ijiné faktory, nejen samotna sekvence
nukleové kyseliny. Bez ohledu na biologickou funkci G4
je ziejmé, Ze vzhledem k jejich dillezitosti v regulaci bu-
nécnych procesi musi byt jejich tvorba a rozplétani ucinné
a kontrolované aze deregulace muze vést k porucham
stability genomu a nemocem®’. D4 se proto predpokladat,
ze vSechny proteiny, které ovliviiuji rozvolnéni dvousrou-
bovice DNA na jednovlaknovou DNA a nasledné tvorbu
G4 struktury, budou mit zasadni vliv na transkripci.
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Jednou =ze skupin proteini Yizce souvisejicich
s transkripci jsou helikasy BLM a WRN, které se ucastni
rozplétani G4. Mutace v téchto helikasich vedou
k vaznym onemocnénim, jako jsou Bloomiv syndrom
a Wernertv syndrom (tzv. adultni progerie)®. Bylo experi-
mentalné dokazano, zZe v ptipad¢ inaktivace téchto dvou
helikas se snizila exprese genll majicich vice G4
v promotorovych oblastech a prvnim intronu a naopak
zvysila exprese genti majicich méné G4 motiva®. Tento
trend se neprojevil ubunék pacientd s Rothmundovym-
Thomsonovym syndromem, ktery je zpusoben defektem
v piibuzné helikase, ktera ale neobsahuje RQC doménu
potfebnou pro interakci s G4 (cit.*®). Homologni helikasa
k BLM RecQ ukvasinek je helikasa Sgsl. Delece Sgsl
vede také k selektivnimu snizeni exprese genti s G4 moti-
vem v promotorové oblasti*.

Nejlépe dokumentovany vliv G4 na transkripci po-
chazi ze studii c-Myc protoonkogenu. Zatim vsak byly pro
c-Myc G4 popsany pouze tfi proteiny, které hraji roli
v jeho rozplétani. Témito proteiny jsou CNBP, PARP-1
a helikasa Pifl (cit.”). Bohuzel detailni analyzy t&chto
proteinti chybi. Pifl je evolu¢né konzervovana helikasa,
ktera preferencné rozvoliuje RNA:DNA substraty a zaro-
ven aktivné rozpléta i G4 (cit.%*). Predpoklada se i role
Pif1 pfi rozplétani HQ v mitochondriich'®.

Dalsimi dulezitymi G4 helikasami v procesu tran-
skripce jsou helikasy XPD a XPB, pfi¢emz az 40 % jejich
vazebnych mist se piekryva s pG4s, a to zejména v promo-
torech aktivng prepisovanych gent®. Zajimavou helikasou
je RNA helikasa DHX36, ktera rozplétda DNA G4 nachaze-
jici se v promotoru transkripéniho faktoru YY1, ale jiz
nerozplétd stejny RNA G4 motiv na 5-UTR konci pfepsa-
né mRNA"". Mechanismus této selektivity neni zatim zcela
objasnén. Za zminku déle stoji helikasa DHX9, kterd se
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zda byt dobrym kandidatem na rozplétani jiz zminénych
HQ a RNA G4, které mimo jiné mohou pfispivat také
k regulaci terminace transkripce (viz nize). Zajimavosti je,
ze tato helikasa rozpléta RNA G4 témet dvakrat rychleji
nez DNA G4 (cit.™).

4.6. Hybridni G-kvadruplexy

Vétsina dosavadnich studii se soustiedila na DNA G4
tvofené prevazné Ctyfmi a vice triplety G na jedné moleku-
le nukleové kyseliny. Ve fyziologicky relevantnich proce-
sech byl vsak jejich vyskyt studovan jen ziidka. Mnohem
Castéji mize v bunce dochazet ke vzniku HQ, jenz je tvo-
feny polovinou konvenéni G4 sekvence, a to minimalné
dvéma triplety G za sebou®”’>"*. pHQs odpovida motivu
Gx3(N; 7Gx3)s1, ve kterém G je guanin a N je jakykoliv
nukleotid véetné G. Tato sekvence miize na netemplato-
vém vlakné tvotit HQ s nascentni RNA. Bylo zjisténo, Ze
pHQs se vyskytuji az v 97 % lidskych gentl, pficemz
v priméru se v kazdém genu vyskytuje az 73 pHQs (cit.”?).
Experimenty Zheng Tana prokazaly, ze HQ jsou schopny
pfimo inhibovat transkripci jak v podminkach in vitro, tak
in vivo™. Jde zjevné o regulaéni vliv charakteristicky pro
transkripci, protoZe zahrnuje transkribovanou DNA, RNA
a RNA-polymerasu bez casti dalsich faktor. Regulace je
dana sekvenci samotného genu a uskuteciiuje se pouze,
pokud se gen transkribuje a vznika nascentni RNA. Jedna
se tedy o jednoduchou, pfimou a ekonomickou autologni
kontrolu genové exprese’”. Celogenomové analyza ukaza-
la, Ze regulace transkripce ptes HQ neni omezena na speci-
fické geny ¢i drahy, nybrz jde o obecny fidici cis-element
na zékladni urovni transkripce, ktery limituje expresni
potencial daného genu®. Vyse zmin&nou roli v regulaci
transkripce potvrzuje i fakt, Ze pHQs se pfednostné vysky-
tuji na netemplatovém vlakné a jsou mnohem vice zastou-
pené v transkribovanych oblastech, zejména do 1000 nt od
transkripéniho pocatku®.

PredCasnd terminace transkripce pomoci tvorby HQ
byla dokumentovana u mitochondrii'®. Vl1akno nascentni
RNA nejdiive hybridizuje s templatovym vldknem a vy-
tvofi R-smycku. Pfi dalS$im kole transkripce je vlakno
RNA uvolnéno z R-smyc¢ky a vznikd ssRNA, kterd se
ochotné vaze s netemplatovou DNA obsahujici G triplety
za tvorby stabilniho HQ (cit.”?). Obdobny mechanismus by
mohl fungovat i v genomové DNA, kde takto vznikly HQ
pozastavi RNAP II, nebo zptlisobi terminaci transkripce
(obr. 2). K tvorbé HQ dochazi také na telomerach, kde
zatim jejich presna iloha neni znama’.

5. Zavér

Existence G-kvadruplexti v podminkach in vivo byla
dlouvhou dobu pfedmétem diskusi. Dnes jsou
G-kvadruplexy uzndvanou soucasti regulacniho systému
genomu a je znamo, Ze jejich tvorba a rozplétani podléha
striktni kontrole. Deregulace tvorby ¢i rozplétani G4 obec-

325

Referat

né, ale 1 G4-z4vislé transkripce, je patologickd, a proto G4
predstavuji atraktivni terapeuticky cil. Bioinformatické
analyzy predikuji velké mnozstvi sekvenci s potencidlem
tvotit G4, coz je vSak v kontrastu se skutecné detegovany-
mi G4. Informace o tom, kdy, proc¢, sjakou frekvenci
a které G4 se tvoii v biologickém kontextu, jsou zatim jen
utrzkovité a mnohé otazky zlstavaji nezodpovézené.

V posledni dobé se ukazuje, Ze tvorba G4 je komplex-
néjsi, nez se pivodné myslelo a bylo nutné proto definovat
méngé striktni pravidla pro potencialni sekvence tvorici G4.
Rozsiteni potencialni ,,G-kvadruplexovosti“ by mohlo
pfinést novy pohled na staré vysledky. Mnozi se také di-
kazy o tom, ze G4 uzce souviseji i s ostatnimi sekundarni-
mi ,,non-B DNA®“ strukturami, které hraji dilezitou roli
v regulaci transkripce. Nedavna studie lokusu lidského
c-Myc ukazuje, Ze sekundarni struktury DNA dynamicky
sleduji aktivitu genu. ZvySujici se transkripéni aktivita
genu vede k postupné formaci odlisnych sekundarnich
struktur, na které se vadzou dalsi transkripcni faktory
a v zavislosti na kontextu ovliviiuji zpétné transkripci'”.
Nadsroubovicové  vinuti se ukazuje jako jedna
DNA* struktur.

Zakladnéjsi uroven regulace transkrip¢niho potencia-
Iu genu predstavuji kratsi sekvence G tripleti. Ty jsou
schopné tvofit hybridni DNA:RNA G-kvadruplex
s nascentni RNA a vést k terminaci transkripce. Tato cis-
regulace je zavisld pouze na samotné transkripci.
V poslednich dvou letech se nahromadily i dikazy o G4
jako senzorech oxidativniho stresu, jenz vede k ovlivnéni
transkripce pfislusného genu. Neni vyloucena ani dyna-
micka transkripéni regulace pomoci riznych forem a typt
G4. Jedina sekvence DNA s potencidlem formovat G4
skyta prostor pro mnoZstvi riiznych topologii a konformaci
a zajisté se tak mizeme t€Sit na nové spojitosti a poznatky
v oblasti regulace transkripce pomoci G4.

Vypracovano s financni podporou Ministerstva Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky v ramei Nd-
rodniho programu udrzitelnosti (NPU), Projekt InterBio-
Med LO1302.

Seznam zkratek

G guanin

G4 G-kvadruplex

pG4s potencialni G4 tvorici sekvence

HQ hybridni DNA:RNA G-kvadruplex

pHQs potencialni HQ tvoftici sekvence

5'-UTR 5’ nepiekladany konec (five prime
untranslated region)

3'-UTR 3’ nepiekladdany konec (three prime
untranslated region)

NFRs oblasti bez nukleosomt (nucleosome-free
regions)

RNAPII RNA-polymerasa II
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E. KuZzmova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry of the CAS, Prague): The Role of
G-quadruplexes in Transcriptional Regulation

G-quadruplexes belong to noncanonical secondary
structures of the nucleic acids commonly referred to as
non-B DNA. In recent years there is growing evidence
about the existence of G-quadruplex structures in vivo and
their important regulatory roles in biological processes.
This mini-review brings up the latest results on the tran-
scriptional regulation by G-quadruplexes. On one hand
G-quadruplexes might inhibit general expression potential
of the genes as a part of a basal transcription activity,
which is not specific to any genes or pathways. On the
other hand, G-quadruplexes might dynamically monitor
the activity of a gene together with other secondary struc-
tures localized predominantly in regulatory regions such as
promoters, transcription start sites and transcription termi-
nation sites. Last but not least, it has been shown that
G-quadruplexes serve as sensors of oxidative stress and
subsequently modulate the transcription. The inhibitory or
stimulatory effect of the G-quadruplexes on a gene tran-
scription depends on its position on the template or coding
strand.

Keywords: G-quadruplex, transcription, DNA, RNA, hy-
brid DNA:RNA G-quadruplex, secondary structure
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