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ABSTRAKT

APP gen koduje transmembranovy protein amyloid beta prekursor, ktery je exprimovan v mnoha typech
bunek, v€etné neurond. Jeho funkce nebyly zatim zcela popsany, je ale ziejmé, Ze u néj probiha Stépeni
pted exportem do extracelularniho prostoru. Dochazi k jeho degradaci po riiznych rozkladnych drahach
a homodimerizaci, pii které mohou vzniknout ¢astice s protektivni funkci neurond stejné tak jako
fragmenty, které jsou toxické a zptisobuji smrt nervovych bunék. Vznik Skodlivych amyloidnich beta
plaki a jejich hromadéni mezi neurony v mozku je tizce spjato se vznikem a postupem Alzheimerovy
choroby, neurodegenerativniho onemocnéni mozku projevujiciho se smrti a ztratou neurond, ktera vede
K nastupu demence, tedy ztraty kognitivnich funkci. V soucasné dob¢ existuje mnoho vyzkumd, které
se zabyvaji souvislostmi mezi neurodegenerativnimi onemocnénimi a vyskytem G-kvadruplexii
Vv genech, které jsou zapojeny do projevii nemoci. G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundarni struktury
nukleovych kyselin DNA a RNA, které vznikaji v oblastech bohatych na guanin. Jsou vyznamné
predevsim z hlediska jejich spojitosti s biologickymi procesy jako je regulace genové exprese v genech
a prevazné v onkogenech, protoze se vyskytuji ve vyznamnych oblastech genu jako je promotor.
Je mozné je stabilizovat malymi molekulami, a praveé této schopnosti je vyuzivano ve vyzkumu
terapeutické 1éby riznych onemocnéni. Ke zjisténi dullezitosti vyplyvajici =z lokalizace
a konzervovanosti  G-kvadruplextt vyskytujicich se v lidském APP genu, byla provedena
bioinformaticka analyza jak genu ¢lovéka, tak 346 dalSich genovych homologi. Pro tento ucel byl pouzit
program G4Hunter, ktery poskytl informace o nalezenych sekvencich s potencidlem tvorit
G-kvadruplex, jako je jejich umisténi ¢i G4Hunter skore. Dale byla provedena in vitro analyza pomoci
¢inidla thioflavin T, ktera otestovala schopnost nalezenych sekvenci tvofit G-kvadruplexy
za fyziologickych podminek. Vysledky potvrdily pfitomnost a evolucni dulezitost G-kvadruplexii
nalezenych v APP genu Homo sapiens a jejich schopnost skladat se v pfitomnosti soli jako je sodik
a draslik do kvadruplexnich struktur.
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ABSTRACT

The APP gene encodes the transmembrane protein amyloid beta precursor, which is expressed in many
cell types, including neurons. Its functions have not yet been fully described, but it is clear that it is
being cleaved before being exported to the extracellular space. It is degraded by various degradation
pathways and also undergoes homodimerization, which can produce particles with protective neuronal
function as well as fragments that are toxic and cause nerve cell death. The formation of harmful amyloid
beta plagues and their accumulation among neurons in the brain is closely linked to the onset and
progression of Alzheimer's disease, a neurodegenerative brain disease manifested by death and loss
of neurons, which leads to dementia, i.e. loss of cognitive functions. There is currently a lot of research
that deals with the links between neurodegenerative diseases and the occurrence of G-quadruplexes
in genes that are involved in disease manifestations. G-quadruplexes are non-canonical DNA and RNA
nucleic acid secondary structures that arise in guanine-rich regions. They are important mainly in terms
of their connection with biological processes such as the regulation of gene expression in genes
and mainly in oncogenes because they occur in important regions of the gene such as the promoter. It is
possible to stabilize them with small molecules, and it is this ability that is used in research
into the therapeutic treatment of various diseases. Bioinformatics analysis of both the human gene and
346 other gene homologs was performed to determine the importance of G-quadruplexes localization
and conservation in the human APP gene. For this purpose, the G4Hunter program was used, which
provided information about the found sequences with the potential to form a G-quadruplex, such as their
location or G4Hunter score. In vitro analysis was performed using thioflavin T reagent, which tested
the ability of the found sequences to form G-quadruplexes under physiological conditions. The results
confirmed the presence and evolutionary importance of G-quadruplexes found in the APP gene
of Homo sapiens and their ability to assemble into quadruplex structures in the presence of salts such
as sodium and potassium.
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1 Uvob

Gen pro amyloid beta prekursor (APP) koduje bunécny povrchovy receptor a transmembranovy
prekursorovy protein, ktery je enzymy sekretazy Stépen za vzniku né€kolika peptid. Tyto peptidy maji
riznou funkci a jednou z nich je tvorba amyloidnich plaku, které je mozné nalézt v mozku pacientti
s Alzheimerovou chorobou (AD) [1]. AD je fyzické progresivni onemocnéni, které postihuje mozkové
buriky, jez mezi sebou ztraceji schopnost komunikace, aZ nakonec odumiraji [2]. V soucasné dobé
neexistuje 1ék na AD, ale pacientim lze poskytnout mnoho podptrnych prostiedka zlepsujicich kvalitu
zivota. V ramci drah neurologickych poruch se ¢im dal vice hovofi o jejich mozné 1écbé spojené
s vyuzitim DNA struktur G-kvadruplext (G4). Konkrétné se jedna o nemoci jako Syndrom fragilniho X,
Parkinsonova choroba, frontotemporalni demence a amyotroficka lateralni skler6za (ALS) [3].

G4 jsou sekundarni struktury nukleovych kyselin tvofici se v oblastech s velkou koncentraci purinové
baze guanin [4]. Mohou se skladat do polymorfnich struktur a ve své centralni dutiné vétSinou vazou
jednomocné i dvojmocné kationty, které strukturu stabilizuji [5]. G4 pfijimaji Sirokou $kalu riznych
topologii dle kombinaci sméru vlakna, délky a slozeni smycky a vyskytuji se ve vS§ech doménach Zivota.
Tvorba G4 byla zkoumana v eukaryotickych telomerach, ale i v netelomerické genomové DNA. Mimo
jiné byla vénovana pozornost G4 vyskytujicich se v promotorech onkogent [6] a také v dalSich
oblastech, které reguluji nékteré z vyznamnych biologickych d&ju [7] jako je transkripce, zpracovani
MRNA, translace, replikace DNA a funkce telomer a mitochondrii [8]. Z jejich vlastnosti vyplynulo
jejich mozné vyuziti jako terapeutickych cili v 16€bé riznych onemocnéni. Vzrostl také zajem o studium
proteinli a malych molekul, které se mohou s vysokou afinitou a selektivitou vazat na G4 a tim
je stabilizovat [9].

Kvuli dilezitosti G4 byly v uplynulych letech vyvinuty rizné biofyzikalni metody, které in vitro
identifikuji G4 a charakterizuji jejich skladani do rtznych topologii. Tyto poznatky oteviely cestu
predikcim zaloZenym na vypocetni technice [10]. Jedna se o algoritmy, které na zakladé zvolenych
kritérii hledaji sekvence se sklonem tvotit G4 v podminkach zivych soustav [11]. Mezi takové programy
patii i G4Hunter, nastroj pro predikci G4, ktery bere v uvahu G-bohatost sekvenci nukleovych kyselin.
Vysledky uvadi jako skore sekvence vyjadiujici jeji nachylnost k tvorbé G4 [12].

V této bakalaiské praci byla provedena in silico analyza APP genu ¢élovéka z pohledu vyskytu
a lokalizace G4. Pro pochopeni vyznamnosti nalezenych sekvenci byly analyze podrobeny i APP geny
346 dalsich genovych homologti Homo sapiens. Byla porovnana frekvence vyskytu PQS u homologt
a v genu Clovéka. Dale byl sestaven fylogeneticky strom, vytvofeny na zakladé frekvence vyskytu PQS,
ktery byl porovnan s fylogenetickym stromem zalozenym na taxonomickych jednotkach. Byla
provedena in silico analyza konzervovanosti 10 PQS sekvenci APP genu Homo sapiens s nejvyssim
G4Hunter skore. Nakonec byly vybrany zajimavé sekvence z APP genu ¢lovéka S potencialem tvorit
G4. Ty byly nasledné podrobeny in vitro analyze pomoci thioflavinu T (ThT), pfi niz byla u téchto
sekvenci potvrzena tvorba G4. Vysledky by mohly odhalit vyznamnost nalezenych G4 v APP genu
cloveka a zjistit tim mozné pozice, které by se daly vyuzit v budouci genové 1é€bé AD.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecné o nukleovych kyselinach

Nukleové kyseliny, deoxyribonukleova kyseliny DNA a ribonukleova kyselina RNA, jsou nositelkami
genetické informace. Struktura dvousroubovit¢é DNA umoziiuje tuto informaci kopirovat, ptedéavat

dalsim generacim a tim tvofit zaklad pro veskery zivot [13].

Kdyz Watson a Crick roku 1953 popsali 3D strukturu DNA [14], zdlraznili jeji dva hlavni rysy:
komplementaritu zékladnich sekvenci na dvou vladknech a pfirozenou povahu tvofit polymer tvaru
dvousroubovice. Byla zjisténa komplementarita bazi adeninu k thyminu a guaninu k cytosinu [15].
V piipadé RNA se adenin komplementarné vaze k uracilu [16].
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Obrazek 1: Kanonické parovani bazi pro DNA i RNA, v pripadé DNA (nalevo) se 4 (adenin) pdruje s T (thyminem),
G (guanin) s C (cytosinem), v piipadé RNA (napravo) se A (adenin) pdruje s U (uracilem). Prepracovino
podle [17].

2.1.1 Sekundarni struktury DNA

DNA se krom¢ kanonické dvousroubovice mize slozit i do dal$ich struktur. Dlouho se ptedpokladalo,
Ze tyto struktury mohou existovat pouze in vitro, avsak vysledky in vivo analyz ukazuji, ze se vyskytuji
i v zivych organismech [18].

Dvojtetézcova pravotociva dSDNA neboli B-DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi fetézci, které
jsou svinuty do Sroubovice. Mezi bazemi obou vlaken, které jsou orientovany dovnitf Sroubovice,
se tvofi vodikové mustky podle principu parovani komplementarnich bazi stim, Ze fetézce jsou

usporadany antiparalelné [14].

Mezi dalsi sekundarni struktury kromé klasické dvousroubovice patii levotociva Sroubovice
Z-DNA [19], ktera uvolnuje torzni napéti vyvolané transkripci [20]. Dale lze zminit naptiklad



Ctyframenné kiizové struktury, které se nachazeji v blizkosti mist pocatku replikace a promotort
Vv riznych organismech [21]. Dalsi sekundarni strukturou je triplexni DNA, ktera vznika v piipadé
vytvofeni Hoogsteenovy vodikové vazby mezi jednofetézcovou DNA a duplexni B-DNA bohaté
na purin [22]. Tyto struktury jsou b&ézné u eukaryot, u prokaryot jsou mnohem vzacnéjsi [23]. U savcu
se triplexotvorné motivy vyskytuji v intronech riznych zakladnich geni [24].

2.2 G-kvadruplexy

2.2.1 Struktura

G-kvadruplexy jsou vysoce polymorfni intra- nebo intermolekularni struktury nukleovych kyselin,
které se mohou tvofit ve specifickych sekvencich DNA nebo RNA bohatych na purinovou bazi
guanin (G) [4]. Intramolekularni G4 se tvoii v ramci jednoho vlakna nukleové kyseliny [25], jejich
tvorbu fidi délka smycek a stabilni uspofadani zaujimaji zejména v pfitomnosti draselného kationu [26].
Intermolekularni G4 se formuji v ramci n€kolika vlaken v prostredi o vyssi iontové sile, kde jsou G patra
odd¢lena jen jednim ¢i dvéma nukleotidy [27].

Strukturu G4 tvofi ¢tyfi guaninové baze vazané na sebe vodikovymi mustky, které tvoii Hoogsteenovu
vazbu [28]. Takto vznikla stabilni planarni uspofadani se nazyvaji G-kvartety, jejichz stohy jsou poté
stabilizovany jednomocnym kationtem jako je Na* nebo K* [28]. Zminéné kationty obsazuji centralni
dutiny mezi vrstvami a neutralizuji elektrostatické odpuzovani dovniti sméfujicich guaninovych
kyslikti [29]. Ve struktuie se mohou objevit i dvojmocné kationty, napf. Ca?* nebo Mg?* [30].
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Obrdazek 2: Struktura G4, nalevo: G-kvartet sloZeny z guaninovych bazi, M* predstavuje jednomocny kation, ddle
JSOU vyznacené zlabky zmifiované V textu, napravo: intramolekularni G4 komplex se tremi smyckami, upraveno

podle [31].



2.2.2 Topologie

G4 jsou vétSinou tvofeny jednim, dvéma nebo ¢tyfmi samostatnymi fetézci DNA ¢i RNA a mohou
vykazovat Sirokou §kalu topologii, coZ je zptisobeno riznymi kombinacemi sméru fetézca a variacemi
ve velikosti smycky a sekvence [32].

Obecné 1ze unimolekularni (tj. intramolekularni) sekvenci G4 definovat jako:
GanGmXonxmea

kde m je pocet G v kazdém G-traktu a Xn,0,p jsou smycky, které mutize tvofit jakakoliv baze véetné
guaninu. G-trakty nemusi byt vzdy stejné dlouhé, cozZ plati u vétSiny netelomerické genové sekvence
organismu. Bimolekularni a tetramolekularni G4 mohou byt slozeny z asociace rizné dlouhych
sekvenci [32]. Nedavnymi studiemi bylo zjisténo, Ze G-trakty spéti az Sesti opakovanimi maji
schopnost tvorit stabilni intramolekularni interakce za fyziologickych podminek, coz naznacuje jejich
biologickou roli [33].

Struktura G4 muize byt klasifikovana podle polarity vlaken a umisténi smycek, které spojuji guaninova
vlakna. Antiparalelni jsou takové, které maji alespon jedno z vlaken v antiparalelni pozici k ostatnim.
Tento typ se nachazi ve vetSiné€ uni- a bimolekularnich G4. Dale lze rozlisit paralelni a hybridni G4.
Vsechny paralelni G4 maji guaninové glykosidické tihly v anti konformaci. Antiparalelni G4 maji syn
i anti konformaci. Déale maji vSechny G4 ¢tyfi zlabky, coz jsou dutiny ohrani¢ené fosfodiesterovymi
patefemi [32].

Unimolekularni a bimolekularni G4 jsou spojeny smyckami, které jsou pfevazné tvofeny thyminovymi
bazemi. Lze rozliSit smycky diagonalni, lateralni a externi. Diagonalni a lateralni smycky spojuji dva
antiparalelni protilehlé fetézce s tim, Ze diagonalni smycka prechazi ptres oblast centralniho kanalu.
Lateralni smycka tvoti strukturu zndmou jako vlasenka. Externi smycka spojuje dva paralelni fetézce

ptes bo¢ni ¢ast molekuly v oblasti zlabku [34].

b (g Gl

a) b) d)

Obrazek 3: Schématické zndzornéni nékterych topologii G4: a) unimolekularni paralelni se tremi externimi

smyckami, b) bimolekularni antiparalelni se dveéma diagondlnimi smyckami, c¢) bimolekularni antiparalelni
se dvéma laterdlnimi smyckami, d) linedrni paralelni, upraveno podle [34].
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2.2.3 Stabilita

Stabilita G4 je jednou z jejich kli¢ovych vlastnosti. G4 obsahuji na jedné strané neobycejné stabilni
a rigidni guaninové jadro a centralni kanal s ionty, na stran€ druhé velmi flexibilni smycky, které mohou
mit riiznd geometrickd usporadani a ovliviiuji tak interakce G4 s okolim. Vliv na jejich stabilitu ma
mnozstvi faktorti, mezi které patfi napt. délka a typ smycek, pocet tetrad ¢i vzajemna orientace fetézct.
Lze fict, Ze jsou stabilni za fyziologickych podminek a teplota tani pfevySuje 37 °C. Na stabilitu ma vliv
I pfitomnost centralniho iontu, jehoz cilenou volbou Ize zifejmé ovlivnit topologii G4 [34].

Vliv na stabilitu G4 mohou mit specificky interagujici proteiny, které se déli dle jejich funkce
do nékolika odlisnych skupin. Proteiny prvni skupiny po navazani zvysuji stabilitu G4. Mezi vyznamné
zastupce této tiidy patii mutantni protein p53, ktery se pfednostné a samovolné vaze na oblast pocatku
transkripce bohatou na G ¢&i C. Casto je asociovan s RNA polymerazu Il [35], coz je enzym katalyzujici
syntézu hnRNA a malych RNA v eukaryotické buiice [36]. Proteiny druhé skupiny ptes vazbu na DNA
indukuji tvorbu G4 struktury. Piikladem této skupiny proteint je lidsky nukleolin, coz je multifunkéni
fosfoprotein. Ten hraje roli napiiklad pti dekondenzaci chromatinu, regulaci transkripce, biogenezi
ribozomu, bunécné proliferaci a apoptoze [36]. Posledni zminéné jsou proteiny tieti skupiny, které
destabilizuji kvadruplexni struktury. Patfi sem enzymy helikdzy odvijejici DNA. Bylo zjisténo, ze
nékteré z nich ptednostné rozvijeji G4 struktury [36].

2.2.4 Vyskyt a terapeuticky potencial

V lidském genomu se G4 nachazeji napiiklad i v telomerické DNA. Telomery jsou lokalizovany
na konci chromozomu. Skladaji se z opakujicich se sekvenci DNA a proteind a chrani chromozomy
pied degradaci [37]. U lidi se jedna o repetice TTAGGG, které se nachazeji na konci telomer a s vékem
se postupné zkracuji [38]. Naproti tomu telomery zarodeénych a rakovinovych bunék zkracovani
nepodléhaji z divodu jejich udrzovani enzymem telomerazou [39]. Aktivita telomerazy byla nalezena
u 85 az 90 % vsech lidskych nadort, kdezto v normalnich bunkach nalezena nebyla. Predpoklada
se proto, ze telomeraza muze hrat roli v nekontrolovaném rtstu nadorovych bunék [40]. Bylo objeveno

velké mnozstvi sloucenin, které stabilizuji G4 a inhibuji pravé zminény enzym [41].

G4 mohou byt také Casto lokalizovany v promotorovych oblastech onkogenti. Ty mohou zplsobit vznik
zhoubného bujeni [42], kde G4 funguji jako regulatory transkripce. Konkrétné bylo dokazano, ze
se vyskytuji v lidskych genech jako je c-Myc, VEGF, KRAS, c-Kit nebo c-Myb [43]. Lokalizace PQS
je mnohdy na hranici mezi introny a exony, coz jsou nekodujici a kodujici oblasti DNA. Vyskytuji
se také na 5° a 3 neprekladanych koncich mRNA, coZ jsou oblasti, které se sice transkribuji do RNA,
ale neptekladaji se do pofadi aminokyselin pii translaci. V té€chto ¢astech by G4 mohly hrat ulohu
pfi sestiihu pre-mRNA nebo regulaci translace [44].

Zminéné poznatky naznacuji, ze obecné by struktury G4 mohly zaujimat hlavni roli v fizeni fady
bunéénych procest, véetné udrzovani telomer, replikace, transkripce a translace. Vysoce polymorfni
povaha G4 konformaci umoziuje navazani malych molekul, které pravdépodobné maji schopnost
selektivné rozpoznavat a stabilizovat tuto strukturu [45]. Ve srovnani onkogent anadorovych
supresort, tedy normalnich gent, které zpomaluji bunééné déleni [46], je tvorba G4 u onkogenti
vyznamné vy$$i. Proto jsou G4 povazovany za perspektivni cil pro onkogenni 1é¢bu [47].
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G4 struktury se nachazeji i v RNA a predpoklada se, ze ovlivituji rizné aspekty biologie zahrnujici
transkripci, sestfih, translaci a polo¢as rozpadu [48]. Kromé¢ terapeutického potencialu existuje znacny
zajem o pouziti G4 pro biomaterialy, biosenzory a biokatalyzatory [43].

G4 ovliviyji transkripci pozitivné i negativné. Povaha zavisi na kontextu ana vlakng, na kterém
se nachazeji [49]. Jeden ze zpusobu regulace mize byt vyuziti G4 jako fyzické piekazky pro RNA
polymerazu, kde vznik a stabilizace sekvence brani postupu enzymu. Tim zplisobi pozastaveni jeho
¢innosti nebo rozpad celého transkripéniho komplexu [50]. Pokud se G4 se zminénou funkci vytvori
na netemplatovém, tedy kodujicim vldkné, zamezuje tim opakovanému zdvojeni fetézce udrzovanim
SSDNA (jednovlaknova DNA), ¢imz je umoznéna hybridizace vznikajiciho RNA vlakna s templatovou
DNA. Vznikajici RNA transkript mize vytvoiit RNA G4 nebo hybridni DNA-RNA G4 [51]. VSechny
jmenované pozice PQS a jejich vzajemné interakce mohou byt dulezitou soucasti regulace transkripce,
sestfihu pre-mRNA ¢i translace [44].

Blizsi analyza lidskych gend, které obsahuji G4 lokalizované v oblasti poc¢atka transkripce ukazala, ze
ve vetSiné gentl se alesponl jeden G4 vyskytuje v rozmezi 500 nukleotidi za pocatkem transkripce
na koédujicim vlakné, coz poukazuje na vyznamné zvysenou expresi gentl. Pfedpokladem je, ze G4
usnadfiuje transkripci mechanismem udrzovani SSDNA na templatovém vlakné [52].

2.2.5 Interakce G4 s ligandy

Jak bylo vy$e zminéno, G4 pusobi jako dulezité regulacni prvky v DNA i RNA. Z toho divodu jsou
studovany za ucelem mozného vyuziti jejich interakce s malymi molekulami v terapeutickych
aplikacich. Doposud bylo pomoci vypocetnich a chemicko-biologickych pfistupt objasnéno nékolik
zpusobu interakce komplexu G4-ligand.

Stabilizaci pomoci jednomocnych kationtd byly inspirovany navrhy malych molekul, které by se
zaméfovaly na jedineénou strukturu G4. Aby byly G¢inné, musi mit vysokou afinitu ke G4 a vysokou
selektivitu k dSDNA. Mezi mista, kde nejvice dochazi k interakcim, patfi terminalni a stfedni
G-kvartety, se kterymi reaguji aromatické planarni molekuly, dale zlabky, smycky, patete a centralni

kanal. Se zlabky, smyckami a patefi reaguji nejvice aminoskupiny ligandi [53].

Prvni dikaz popsala studie z roku 1997, ktera prokazala, ze stabilizace struktury G4 in vitro pomoci
2,6-diamidoantrachinonu vedla K inhibici aktivity telomerazy [54]. Od té doby bylo navrzeno velké
mnozstvi molekul specificky interagujicich s G4 DNA. K identifikaci selektivnéjSich sloucenin cilicich
pravé na G4 jsou v dnesni dob¢ vyuzivany vysoce vykonné in silico metody modelovani molekul [55].

Konkrétnim prikladem aromatického planarniho ligandu je TMPyP4, ktery inhibuje telomerazovou
aktivitu areguluje expresi onkogent, jako je napiiklad c-Myc. Ackoliv se vsak vyznacuje vysokou
afinitou ke G4, v otazce preference G4 oproti dsSDNA neni vhodnym selektivnim ¢&inidlem [56].
K prekonani tohoto omezeni byl navrzen porfyrin Mn"!, ktery vykazuje jak vysokou afinitu, tak
selektivitu k G4 [57]. K dalsim studovanym ligandim, které reaguji s koncovymi G-kvartety, patii
naptiklad akridinovy derivat BRACO-19 [58].
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Mezi zlabky G4 adsDNA jsou vyznamné rozdily ve velikosti a tvaru, proto jsou vhodné
k interakci s ligandy, které vici G4-zlabktim vykazuji selektivitu. Jako piiklad je mozné uvést peimin
a peiminin, které maji neplanarni aromatickou strukturu a vykazuji vysokou afinitu a selektivitu
ke G4-zlabkiam [59].

Obrdzek 4: G4-ligandy: a) TMPyP4, b) porfyrin Mn'", ¢) BRACO-19, d) peimin, €) peiminin, upraveno podle [60].

2.3 Analyza G4 insilico

V poslednich letech byly vyvinuty rtizné algoritmy k pfedpovédim potencidlni tvorby G4 piimo
z primarni sekvence DNA ¢i RNA. Ackoliv se soucasné studie zaméiuji primarné na unimolekularni
zahyby G4, neddvno byly popsény intermolekuldrni struktury, které se pravdépodobné podileji
na kli¢ovych bunéénych funkcich [61].

Existuje cela fada popsanych experimentdlnich technik, které lze pouzit k ovéfeni schopnosti tvotit G4
specifické sekvence. Patifi mezi né metody poskytujici informace o struktufe, napi. NMR [62],
rentgenova krystalografie [63] nebo méfeni spekter cirkularniho dichroismu [64] a také metody, diky
nimz lze ovéfit tepelnou stabilitu G4 [65]. Zadna z téchto metod oviem neni vhodna pro sekvenovani
a identifikaci novych G4 na trovni genomu, proto je nezbytné pouzit uréité¢ formy prediktivniho

algoritmu, ktery vyhledava dané struktury v méfitku celého genomu [61].

Dosud se ke charakterizaci struktur G4 pouzivalo pfistupu kombinujiciho predpovédi in silico
se skladanim in vitro. Prvni algoritmy pro detekci in silico byly zalozeny na predikcich podlozenych
biochemickymi a biofyzikalnimi experimenty. Zpocatku byly pouzivany algoritmy zakladajici se
na shod¢ regularnich vyrazl, které byly dale vylepseny o funkce pouzivajici k predikci vypocet
G4Hunter skore (bodovani). Ty Ize dale kombinovat s algoritmy posuvného okna ¢i pfistupy strojového
uceni [61].

2.3.1 G4Hunter

Jedna se o vykonny a Siroce pouzivany nastroj pro predikci nachylnosti DNA (RNA) tvorit G4 [66].
Pfi analyze je mozné importovat sekvence pomoci NCBI ID, ptimo nahrat FASTA nebo .txt soubor ¢i
vlozit sekvenci ze schranky [12]. Dale je nutné nastavit velikost okna a prahovou hodnotu G4Hunter
skore. Velikost okna se mize pohybovat v rozmezi 10 az 100 nukleotidti a doporuc¢uje se nastavit
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na hodnotu 25. Prahova hodnota se pohybuje vintervalu od 0,8 do 4,0 aje doporuceno pouzit
hodnotu 1,4 [12].

Algoritmus programu pocita s oblastmi, které jsou bohaté na G apodava informaci 0 nachylnosti
sekvence tvorit G4. Pii pocitani G4Hunter skore vyhledava program sekvence tvortici fadu guaninid nebo
cytosinl a secte hodnoty, které dava kazda skupina téchto bazi. G bazim je ptifazena kladna hodnota
a C bazim zaporna. Ostatni baze (T, A, U) maji hodnotu nula. V piipadé vice stejnych G nebo C bazi,
které jdou bezprostifedné za sebou, se hodnota zvysuje ¢i snizuje az do hodnoty 4 ¢i —4. Takto vypoctena
suma se vydéli hodnotou velikosti okna [66].

Ptiklady vypoctu G4Hunter skore jsou néasledujici:

CCC > (-3-3-3)/3=3

GGGGGG > (4+4+4+4+4+4)/6 = 4

ATCCCAAGGGAA - (0+0—3—-3—-3+0+0+3+3+3+0+0)/10 = 0,625

Nékteré vysledky mohou vést k analyze sekvenci delSich, nez je zadana velikost okna a niz§im
vysledkim G4Hunter skore, nez je zadana prahovd hodnota. Dé&je se to z divodu automatického
seskupovani shodnych ¢asti. Pokud program najde dvé nebo vice sekvenci s G4Hunter skore, které je
vys$i nez prahova hodnota, seskupi tyto sekvence dohromady a analyzuje je jako jednu [66]. Pro piiklad
byla zadana velikosti okna 25 a prahova hodnota 1:

Tabulka 1: Piiklad vypoctu a seskupeni sekvenci, pievzato z [66], upraveno.

pozice sekvence G4Hunter skore
349 GATCCACTTGGCTACATCCGCCCCCC 1
350 ATCCACTTGGCTACATCCGCCCCC -1,04
351 TCCACTTGGCTACATCCGCCCCCC -1,04
352 CCACTTGGCTACATCCGCCCCC -1,04
vysledna sekvence, GATCCACTTGGCTACATCCGCCCCC -0,893
délka 28 bp

Vysledky z analyzy se zobrazi jako teplotni mapa a seznam vypocti G4Hunter skore analyzovanych
sekvenci. Teplotni mapa zobrazuje pocet nalezenych PQS v definovanych ¢astech. Mapu lze zobrazit
ve dvou rezimech — jako absolutni pocet nalezenych PQS nebo procentudlni pokryti analyzované
sekvence oblastmi PQS. Seznam vysledkt obsahuje pozici segmentu, kde byl G4 nalezen, jeho délku
a G4Hunter skore [66]. Primarné jsou zobrazovany agregované vysledky, ale 1ze zobrazit i oddélené
vysledky o délce velikosti okna. Aplikace poskytuje tfi formaty vysledkt. Prvnim z nich je bedgraph
soubor, coz je standardizovany format souborti pouzivany v genomickych zobrazovacich programech,
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jako je IGV (integraéni genomovy prohlize¢) ¢i Genome Browser. Dal§imi dvéma typy formati
jsou agregované a neagregované sekvence v souborech CSV. Tento format obsahuje v fadcich
informace o analyzovanych sekvencich, a to pozici, délku nejdelsi souvislé sekvence, G4AHunter skore
nad prahovou hodnotou a sekvenci vypsanou v poradi bazi. SUB_SCORE zobrazuje G4Hunter skore
pro jednotlivé pozice uvniti agregované sekvence [12].

2.4 Analyza G4 konkrétniho genu

2.4.1 Gen pro amyloid beta prekursor

APP gen se nachazi na chromozomu 21 a ma rozpéti 290 586 bp genomové DNA. Byva exprimovan
v siroké skale lidskych tkani, nejvice v lidském mozku. Protein amyloid beta prekursor, ktery
tento gen kdduje, je transmembranovy protein typu I. Je St€pen enzymem o-sekretazou za vzniku
sekretovaného N-koncového rozpustného APPoa (sAPPa) a C-koncového fragmentu o délce
83 aminokyselin [67]. Stejné tak ale muze byt $t€pen B-sekretazou za vzniku rozpustnych fragmentt,

v

APP protein ma tii prevladajici varianty: APP695, APP751 a APP770. Majoritni izoformou je APP695,
Ktera je exprimovana V neuronech, zatimco varianta APP751 byva detekovana zejména
v astrocytech [69]. Protein je proteolyticky Stépen enzymy sekretizy a vzniklé fragmenty jsou
sekretovany do extracelularniho prostoru. Mezi nimi jsou i neurotoxické AP peptidy, sAPPB a CTF
(C-terminalni fragmenty) [70].

Studiemi bylo zjisténo, Ze mutace v APP a dalsich (PSEN1 a PSEN2) zpusobuji ¢asny nastup dédi¢né
Alzheimerovy choroby (AD), tj. ve v€ku do Sedesati let [70]. Nejbézn&jsi mutace APP méni jeden
ze stavebnich bloku bilkoviny. Tato mutace nahrazuje aminokyselinu valin za izoleucin na pozici 717.
Mutace v genu mohou vést ke zvySenému mnozstvi amyloidnich B peptidd nebo o néco delsi
a mazlav¢jsi formy peptidu, které se mohou hromadit v mozku a vytvaret shluky zvané amyloidni plaky.
Hromadéni toxického amyloidniho B peptidu a vzniklych plaki mutze vést ke smrti neuronil

a progresivnim piiznaktim a symptomtm AD [71].

Analyzou in silico bylo zjisténo, ze v lidském APP genu se nachazi sekvence se Sesti opakovanimi
G-trakti, které jsou oddéleny jednim nukleotidem (jinym nez G). Obecné schéma této sekvence je
GsH1GsH1GsH1Ge. Zminény G4 se nachazi na pozici 26 016 931 bp [33]. Na zakladé bioinformatickych
analyz lokalizace zminénych sekvenci v genomu se predpoklada, Zze pravdépodobné reguluji genovou
expresi a tim biologické procesy. Proto byly provedeny biofyzikalni experimenty se sekvencemi G5
a G6 in vitro a bylo potvrzeno, Ze tvoii stabilni intramolekularni interakce za fyziologickych podminek,
coz naznacuje jejich biologickou roli a jejich mozné vyuziti jako terapeutickych cilt [33].

APP gen se, stejné jako jiné geny, sklada z nékolika funkénich slozek, z nichz kazda je zapojena do jiné
¢asti genové exprese. Pii genové expresi dochazi k piepisu neboli transkripci DNA genu do mRNA,
ktera je nasledné pfi translaci preloZena do potfadi aminokyselin, ze kterych se tvofi proteiny. Z obecné
roviny existuji dvé hlavni funkéni jednotky: regulacni promotorova a piepisovana oblast. Promotorova
oblast fidi, kdy a v jaké tkani je gen exprimovan pomoci specialnich elementt, nukleotidovych sekvenci.
Struktury oznacujici se jako cis- atrans- na sebe vazou proteinové faktory, které jsou zodpovédné
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za iniciaci tvorby mRNA a transkripci genu. U eukaryot jsou prepisujici se oblasti genli vétSinou
nespojité a stiidaji se exony a introny. Funkce intrond zatim nebyla zcela objasnéna, ale jelikoz jsou
v ramci evoluce zachovany, piedpoklada se jejich specificky ucel [72].

2.4.2 Alzheimerova choroba — sou¢asné pristupy lé¢by a budoucnost

V soucasné dob¢ neexistuje 1¢k proti demenci zptisobené AD hlavné kvili tomu, Ze projevy klinickych
ptiznakl se objevi az desitky let po rozsahlych a ziejmé nevratnych zménach, které v organismu
probihaji na trovnich molekulovych, bunéénych ¢i systémovych. Moderni 1écba se zamétuje
na potlacovani symptomti, zmirnéni zatéze nemoci a udrzeni kvality Zivota. Vyuziva se dlouhodobé
farmakoterapie, z pocatku inhibitorem cholinesterazy (ChEI) a ke konci kombinaci dvou 1é¢iv ChEI
a memantinem. Lé¢ba medikamenty se kombinuje s psychoedukaci [73], kdy jsou ¢lovéku systematicky
a strukturované predavany informace a znalosti o nemoci, které pacientovi pomohou vyrovnat se s ni
a zlepsit tak u¢innost celé 1é¢by [74].

Lék na AD ve stadiich demence je navzdory neustalému Gsili v blizké budoucnosti nerealny. Spole¢nym
cilem nefarmakologické a farmakologické 1écby proto zdstava snaha o minimalizaci kognitivniho
a funkéniho poklesu vedouciho k invalidité pacienta. Léky schvalené FDA (Food and Drug
Administration) ChEI — donepezil, galantamin, rivastigmin a antagonista N-methyl-d-aparatu (NMDA)
memantin mohou snizit progresi klinickych pfiznaka a invalidity [75].

ChEIl a memantin maji komplementarni mechanismus ptsobeni a potencialné ptidavny efekt, zaroven
jsou relativné dobie snasenlivé abezpeéné [76]. Medikamenty, at’ uz podavané samostatné
¢i kombinované, prokazaly schopnost z kratkodobého i dlouhodobého hlediska zmirnit pokles
poznavacich funkci, zpomalit vznik neuropsychiatrickych projevii a oddalit umisténi v peCovatelském
domg, bohuzel stale bez prodlouzeni doby zivota [77].

ChEI usnadiuji centralni cholinergni aktivitu snizenim fyziologického odbouravani acetylcholinu
enzymem acetylcholinesterdzou v synaptické Stérbin€. Zastavenim funk¢nosti enzymu pomoci
inhibitoru se zvysuje cholinergni neurotransmise. Memantin blokuje oteviené kanaly NMDA receptoru

a ovliviiuje tim glutamatergni ptenos [73].

Ackoliv od roku 2002 nebyly pro 1écbu AD schvaleny zadné nové 1éky, predpoklada se pozitivni uc¢inek
nové¢ objevenych sloucenin s riznym mechanismem puasobeni. Ty se daji rozdélit do tii skupin: terapie
modifikujici nemoc (DMT), symptomatické kognitivni zesilovace a symptomaticka ¢inidla zamétena
na symptomy demence [78]. Pfedpoklada se, Ze latky klasifikované jako DMT ovliviiuji proteiny
signaliza¢nich drah zapojenych v patobiologii AD, ktera souvisi s proteiny A a tau a mohou zpomalit
progresi onemocnéni. APa peptid, ktery pii akumulaci miize tvofit neurotoxické extracelularni plaky,
je tvoten z APP $tépenim enzymi - a y-sekretaz.

Inhibice B- a y-sekretazy se jevilo jako slibné, objevily se ale obavy ohledn€ nezadoucich ucinkl. Mezi
inhibitory y-sekretazy patii semagecestat, jehoZ vyvoj byl zastaven kvili zvyS$eni vyskytu rakoviny kiize
a infekci [79]. Mezi dalsi patii avagecestat ¢i tarenflurbil, u nichZ byly také zjistény vedlejsi negativni
ucinky [73]. Vyvoj nékterych inhibitord B-sekretazy stale probihd, jedna se o latky elenbecestat
a CNP520, avsak u vétSiny latek této skupiny, jmenovité verubecestat, atabecestat a LY 3202606, se
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vyskytly problémy, které vedly k pteruseni klinickych testti. Jednalo se hlavné o nedostate¢né ucinky
Vv piipadé stfedni az t¢7ké AD demence, vyrazky, pady pacientt a neuropsychiatrické symptomy [80].

Redukce AB-plaku pomoci inhibitorti agregace je jednou z dalSich perspektivnich mozZnosti 1é¢by.
Konkrétn¢ latka ELNDOOS5 v preklinickych studiich zpomaluje progresi patologie AD neutralizaci
oligomert A2 a inhibici jejich toxickych ucink. OvSem studie faze II neprokazala uéinnost u mirné
a stiedné tézké AD a je mozné, Ze ve vysSich davkach by mohla byt toxicka [81].

Poznatky ze studii zalozenych na aktivni imunoterapii vykazovaly ze zaCatku prevazné negativni
vysledky v dasledku aktivace T bunék. Proto byl zménén pfistup smérem k pasivni imunoterapii. Ta se
jevi jako velice slibna av dnesni dobé stale probihaji klinické studie ve fazi III. Patii sem latky
aducanumab, gantenerumab a BAN2401 [73]. Mezi dalsi pfistupy patéi zabranéni fosforylace
zminovaného proteinu tau, ktery také souvisi srozvojem AD. Tyto piistupy zahrnuji inhibitory
glykogensynteazy kinazy-3, inhibitory agregace i stabilizatory mikrotubulu [73].

Jak jiz bylo diive zminéno, velké mnozstvi funkci G4 v zivych soustavach nastifiuje jejich vyuziti
pti lé€be riznych onemocnéni. Proto se v poslednich letech zvysil zajem o vyzkum téchto struktur,
hlavné ve spojitosti s onkologickou 1é€bou. Zatimco se ale pti 16¢€bé rakoviny studie zaméfuji predevsim
na regulaci udrzovani telomer, genovou expresi a duplikaci genomu [82][83], jsou zminovany i dikazy
naznacujici funkéni roli G4 pii neurologickych a virovych onemocnéni [84][85]. Nejvice vyskytujicim
se jevem v piipadé neurologickych poruch je expanze opakujici se sekvence v genech ptitomnych
vV nervovém systému. V piipad¢ neurologickych poruch byly navrZzeny dva mechanismy, kterymi G4
k dané problematice pfispivaji. Prvni zahrnuje vnitini vliv G4 na své okoli, tvorbu a hromadéni
toxickych transkribovanych RNA lozisek a dipeptidovych repetitivnich proteint, Které je zptisobeno
rozpinanim sekvenci bohatych na guanin. Druhy mechanismus pfedstavuje regulaéni procesy souvisejici
s G4 ato mutace genu ovliviiujici expresi patologickych genti, vazebnou afinitu G4 k proteinim
a naslednou regulaci vad [86]. Mezi neurologickymi onemocnénimi studovanymi pro jejich moznost
1é¢by s vyuzitim G4 patii mimo jiné ALS a frontotemporalni demence. Zde v genu C90rf72 G4 v misté
intronu snizuje efektivitu replikace [87], brani transkripci [88], ovliviiuje sestiih mRNA [89] a indukuje
tvorbu RNA lozisek [90]. V piipadé onemocnéni syndromu fragilniho X je funkci G4 v genu FMR1
na pozici 5’UTR piedevsim represe translace [91] a sniZeni translace proteinu RAN [92]. Dale na pozici
exonu pusobi piitomny G4 na sestith mRNA [93] a v genu PSD-95 na pozici 3°UTR ovliviluje represi
translace [94]. Ptitomnost G4 v genu SNCA v piipadé Parkinsonovy choroby na pozici 5°UTR ma vliv
na represi transkripce a snizeni translace proteinu RAN [95]. Nakonec je samoziejmé jiz zmifiovana
AD, kterou ovliviiuje pfitomnost vice G4 v genech. V genu APP byla prokazana pfitomnost G4
na pozici 3‘UTR ovliviiujici represi translace [96]. Podobny vliv ma i G4 v genu ADAM10 na pozici
5’UTR [97]. Dale v genech BACEL a APOE v misté exonu G4 ovliviyji sestiih mRNA [98] a genovou
expresi [99].

Z divodu vySe zminéné lokalizace G4 v genech ovliviiujicich neurodegenerativni onemocnéni, kam
patii i AD, avlastnosti ztoho odvozenych, byla v experimentalni ¢asti zji§t'ovana konzervovanost
a z toho vyplyvajici dulezitost G4 jak u ¢loveka, tak u jeho homologt. Z hlediska bioinformatiky se
homologie vyskytuje mezi sekvencemi nukleovych kyselin nebo proteinti dvou organismia a odkazuje
se na spoleény evolu¢ni pivod dvou sekvenci. Divodem vyskytu homologie mize byt speciace, ktera
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probiha diky vzniku mutaci v genetickém kodu, ¢imz vznikaji nové biologické druhy. Takové homology
se nazyvaji ortology. Pfi horizontalnim pfenosu gend, tedy kdyZz jedinec pfijme geneticky material
jiného jedince, vznikaji homology oznacovany jako xenology. Tietim zpisobem vzniku homologu je
duplikace, pii které se zdvojuje jakakoliv oblast DNA obsahujici gen, ¢imz vznikaji paralogy. Z hlediska
vyznamu nalezenych G4 u ¢lovéka, naptiklad ve studiich [33] a [96], byl v nasledujici praktické ¢asti
sledovan vyskyt aumisténi PQS struktur napfi¢ homology c¢loveka a Homo sapiens samotného.
Z vysledkll by poté bylo mozné odvodit dilezitost vyskytu G4 v regulac¢nich oblastech APP genu
¢lovéka a mozny budouci terapeuticky potencial pravé v souvislosti s AD.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy pro in silico analyzu

Pro tuto praci byla vybrana sekvence genu pro amyloid beta prekurzor u Homo sapiens a jeho genovych
homologii. Celkove bylo z internetové databdze National Center for Biotechnology Information (NCBI)
ziskano 347 sekvenci pro riizné organismy. Organismy byly vybrany za ucelem zjisténi lokalizace PQS
v ramci genu APP a jejich konzervovanosti u homologg.

3.2 Ziskavani dat a jejich nasledna analyza v G4Hunter

S pomoci NCBI byl vytvofen dokument obsahujici nazvy jednotlivych homologti a jejich 1D
pro sekvence genu APP. Oblast byla navic rozsifena o £2000 bazi pied a za genem, aby bylo mozné
sledovat vyskyt G4 iv promotorech a koncovych oblastech. Z databaze byly ziskavany jak textové
soubory anotovanych oblasti, tak i FASTA soubory se sekvenci DNA. Tato data byla analyzovana
programem G4Hunter. Byly nastaveny podminky velikosti okna na 25 a prahové hodnoty G4Hunter
skore na 1,2. Vysledkem analyzy byly soubory ve formatu CSV. Pro porovnani lokalizace nalezenych
PQS mezi homology bylo definovano nasledujicich 8 oblasti: promotor_2000 a promotor 1000, coz
jsou oblasti —2000 bp (paru bazi) pred genem rozdélené na dvé ¢asti, konec 1000 a konec 2000, coz
jsou oblasti +2000 bp za genem také rozdéleny na dvé ¢asti, 3° a 5’UTR, introny a CDS. Oblast CDS je
kodujici ¢asti genu obsahujici exony.

introny

I —

promotor 2000
promotor 1000
5‘UTR
konec 1000

konec 2000

I ———

CDS (exony)

Obrazek 5: Schéma obecného genu a anotovanych oblasti: promotor 2000 bp pred genem — tmave zlutda barva,
promotor 1000 bp pred genem — svétle zluta barva, 5’UTR — svétle modrd barva, CDS (exon) — tmavé riZovd
barva, intron — svétle riizova barva (a stiidani téchto dvou oblasti), 3’UTR - tmavé modrd barva, konec 1000 bp
za genem — tmavé oranzovd barva, konec 2000 bp za genem — svétle oranzovd barva.

Mezi dal§imi informacemi ziskanymi analyzou G4Hunter ve formatu CSV byly pro konkrétni
organismy délka APP genu, obsah GC, frekvence vyskytu a pocet nalezenych PQS. Dale, jak jiz bylo
zminéno, poéty nalezenych PQS v danych oblastech genu, délky oblasti, ato jak pro jednotlivé
organismy, tak pro celou skupinu homologt.

Dale bylo opét z databaze NCBI ke kazdému organismu na zaklad€ jeho ID ziskano jeho taxonomické
zafazeni pro pozdéjsi vytvoreni fylogenetického stromu. Fylogeneticky strom graficky znazoriuje
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evoluéni vztahy organismt a podobnost objektt, které vychazeji z jejich historie [100]. Homology byly
nasledné rozdéleny do skupin pravé dle taxonomickych jednotek, které mély byt v rozsahu 5 az 35
organismu. Pro velkou diverzitu v potech zastupct v jednotlivych skupinach se toho ale nepodaftilo
dosahnout, a proto jsou v nékterych krajnich ptipadech ve skupiné pouze dva organismy. Ptikladem
toho je fad Monotremata, neboli ptakofitni, kde jedinymi zastupci skupiny jsou ptakopysk a jezura
australska. DalSim piipadem je tfida Chondrichthyes, neboli paryby, ktera obsahuje pouze zastupce
chimérovka tasmanska a rejnok hvézdnaty. U celki, které byly velmi pocéetné obsahlé a obsahovaly
vétsi mnozstvi podcelki se skupinami alespoii po 10, byly tyto podcelky oddéleny a zbylé organismy,
které by byly ve svém podcelku osamocen¢, byly ponechany ve zminéném celku. Takovym ptikladem
jsou organismy z podtiidy Neognathae, neboli letci, kde byly vy¢lenény objemné skupiny - Celed’
Falconiformes (sokoli), nadiad Galloanserae (vrubozubi a hrabavi) a tady Passeriformes (pévci)
a Pelecaniformes (brodivi a pelikani), ale zbylé podskupiny podtiidy Neognathae byly ponechany
spole¢né. Dal§imi dvéma ponechanymi nadskupinami byl klad Eutheria (placentalové) a nadiad
Teleostei (kostnati). Z takto definovanych taxonomickych skupin organismi byla z kazdé urCena
prekryvu vyjadiuje, kolik plochy genu je zabrano PQS a byla vypocitana jako podil hodnoty délky vSech
PQS bez prekryvil a délky celé sekvence, vyndsobené Cislem 100 a zprimérované pro celou skupinu
organismu:
délka vSech PQS bez prekryvi

C %) = -100
ov (%) délka celé sekvence

Frekvence v ramci jednotlivych homologt byla vypoctena jako podil po¢tu nalezenych PQS a celkovou
délkou APP genu pro dany organismus. Primérna hodnota frekvence v danych skupinach byla
vypoétena pomoci excelovské funkce PRUMER(X), stejné jako maximum a minimum podle funkce
MIN(X) a MAX(X). Vytvotena tabulka byla pietvoiena ve fylogeneticky strom zalozeny na hodnotach
popsanych vyse.

3.3 Dikaz tvorby G4 in vitro

3.3.1 ThT analyza

Thioflavin T je molekula benzothiazol, ktera rozpoznava lidskou telomerickou sekvenci a lze ji pouzit
pro rozliSeni této struktury od SSDNA ¢i dsDNA [101]. Jedna se o levny a rychly test k uréeni schopnosti
oligonukleotidu pfijimat konformaci G4 [102]. Princip je v méfeni fluorescence molekuly ThT
po navazani na oligonukleotid, kdy se intenzita zvysi, pokud je sekvence schopna tvotit G4. Pfedpoklada
se, ze za vysoky narist fluorescence muze imobilizace molekuly ThT. Ta ma dva kruhy, benzylaminovy
a benzathiolovy, které voln¢ rotuji kolem osy jejich sdilené vazby uhlik-uhlik. Tato rotace zhasi
excitované fotony, coZ zpusobuje nizkou emisi volné¢ molekuly. Pokud je ale rotace imobilizovana

interakci, je zachovan excitovany stav a kvantovy vytézek fluorescence vzroste [103].
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Obrazek 6: Princip ThT analyzy, kdy se ThT specificky vaze na G4 a jeho fluorescence je zesilena.
Pro porovnani, pokud je oligonukleotid jednoretézcovy ci dvojietezcovy, je pozorovina slabsi fluorescence,
upraveno podle [102].

Pro dalsi potvrzeni tvorby G4 ve vybranych vzorcich, tedy kromé jejich vazby na ThT a nasledné
zesileni signalu fluorescence oproti negativnim kontrolam, byl kazdy vzorek pfipraven ve 12 rliznych
prostiedich soli KCI ¢i NaCl a koncentracich od 0 do 100 mM. Ze studii plyne, Ze se G4 formuji 1épe
v prostiedi Kationtu draselného nez sodného, a to z divodu velikosti kationtu a jeho hydrata¢ni energie.
Tato energie potiebna pro koordinaci K™ s G4 je mensi nez energie pro Na* [104]. | v této analyze se
tedy predpokladd, ze bude u studovanych oligonukleotidii vztah mezi intenzitou fluorescence

a vybranym kationtem ¢i jeho vzristajici koncentraci jiny, nez u negativnich kontrol.

3.3.2 Materialy pro in vitro analyzu

Veskeré experimenty spojené s in vitro dikazem tvorby G4 ve vybranych sekvencich byly provedeny
na Biofyzikalnim ustavu Akademie véd CR, kde byly poskytnuty i veskeré chemikalie a material.

3.3.3 Oligonukleotidy

Z vysledku analyzy G4Hunter byly vybrany sekvence z riznych oblasti APP genu Homo sapiens, které
vykazovaly vysoké G4Hunter skore a mély tedy potencidl tvofit G4, aty byly podrobeny analyze
pomoci ThT. Celkem byly zvoleny 4 sekvence z oblasti 3’UTR, 5°’UTR, promotoru a sekvence
s nejvyS$8im G4Hunter skore obsahujici 6 opakovani G-traktd, 0 které byla zminka ve studii [33],
S umisténim v intronu. Dale byly pro srovnani vytvoieny 3 sekvence jako negativni kontroly. Sekvence
25_random byla generovana nahodné. Pouze byla stanovena délka 25 bp, aby byla zachovana podobna
délka u vSech oligonukleotidt. Sekvence 29 random byla stejné jako piedesla generovana nahodné. Byl
u ni ale definovan podil GC (%) a délka 29 nukleotidi, oba parametry byly totozné se sekvenci 3_UTR.
Oligonukleotidy 29 random a 3_UTR byly podobné, ale bylo vychazeno z ptedpokladu, Ze budou mit
jinou schopnost tvotit G4 s ohledem na riizné rozmisténi bazi v sekvenci. Posledni negativni kontrolou
byla NK6G s T-smyckou. Ta ma sice vysoké G4Hunter skore, ale prave kvili zminéné smycce tvorené
thyminy by neméla mit potencial G4 tvofit. Sekvence pro promotor a 6GC byly nalezeny v oblasti
bohaté na C, tedy se zapornym G4Hunter skore. Ale pfi predpokladu, ze je druhé vldkno DNA
komplementarni, byly sekvence pfevedeny pomoci softwaru Reverse Complement [105], tedy misto
baze C je nyni G a misto A je T (a naopak). Syntetizované oligonukleotidy byly objednany od firmy
Merck v ¢istoté HPLC a piehledné jsou vypsany Vv nasledujici tabulce:
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Tabulka 2: Pouzité oligonukleotidy pro ThT analyzu rozdélené na testované a kontrolni sekvence, zvldst serazeny
podle klesajiciho G4Hunter skore.

. L ow . G4Hunter
sekvence nazev umisténi ,

skore
TTGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGTT 6GC intron 3.000
GGGGCGGGTGGGGAGGGGTGCTCTGCTGG 3_UTR 3' nepiekladana oblast 2.034
GGGGGTGGTCAGTGTGGATTTTGCGGGG promotor  promotor 1000 bp pied 1.607
GGACGGCTCGGGCGCTGGAGGTGGG 5 UTR 5' nepiekladana oblast 1.200
TTGGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGGGGGGTT NK6G negativni kontrola 2.226
GTCTCATTATGATCGTACGCTATTC 25_random negativni kontrola -0.080
CGGATACGCCTGTTCGTGTCGTGCCCGTA 29 _random negativni kontrola -0.207

3.3.4 Chemikalie

Pouzité chemikalie jsou shrnuty vtabulce 3. Dalsi, bézné¢ se vyskytujici chemikalie
Vv biotechnologickych a molekularné-biologickych laboratofich, nejsou v seznamu uvedeny a byly

potizeny v nejvyssi mozné Cistote.

Tabulka 3: Souhrn pouZitych chemikalii v ThT analyze a jejich vyrobci.

Chemikalie vyrobce
3,6-dimethyl-2-(4-dimethylaminofenyl)benzothiazoliovy kation (ThT) Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Duchefa Biochemie
kyselina chlorovodikova (HCI) Sigma-Aldrich
chlorid draselny (KCl) Penta
chlorid sodny (NaCl) Sigma-Aldrich

3.3.5 Pristroje

Pro méfeni intenzity fluorescence byl pouzit ptistroj na detekci fluorescenénich emisnich spekter znacky
TECAN Spark. Pro piipravu a fedéni potiebnych roztokt byly pouzity béZné se vyskytujici pfistroje
Vv biotechnologickych a molekularné-biologickych laboratofich.

3.3.6 Priprava roztoki

Byl pfipraven 1 mM zasobni roztok pufru Tris/HCI s pH = 7. Dale byly pfipraveny zasobni roztoky soli
KCl a NaCl s koncentraci 3a 2,5 M. Pro piipravu 1 mM zasobniho roztoku ThT bylo navazeno 31,89 mg
praskového ThT doplnéného destilovanou vodou na objem 100 ml. Z takto vzniklého 1 mM roztoku
bylo odpipetovano 10 pl do 10 ml vody pro pfipravu 1 uM roztoku. Tento roztok bylo kvili jeho
fluorescencnim vlastnostem a mozné degradaci na svétle nutno uchovavat ve tmé. Ze zminénych
roztokd byly nasledné pipetovany vypocitané objemy do zkumavek.

3.3.7 Priprava oligonukleotidii a méreni

Obdrzené lyofilizované oligonukleotidy od firmy Merck byly nejprve rozpustény v destilované vode
na 100 uM koncentraci a dikladn¢ promichany pomoci vortexu. Poté bylo pfipraveno 12 vzorki
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pro kazdy oligonukleotid, které se liSily v koncentraci pouzité soli KC1 a NaCl v rozmezi 0 az 200 uM.
Vysledna koncentrace oligonukleotidii ve vzorcich byla 2 uM. Vysledna koncentrace Tris/HCI byla
100 puM.

Takto ziskané vzorky byly promichany na vortexu a sto¢eny na centrifuze. Nasledné byly na termobloku
zahtaty na 90 °C po dobu 5 minut, kdy ve smésich probéhla denaturace, tedy rozpleteni moznych
sekundarnich struktur DNA. Vzorky byly ponechany pfii pokojové teploté renaturaci ptes noc, kdy se
diky ptitomnosti kationti K* a Na" v sekvencich nachylnych k tvorbé G4 pravé tyto motivy mély
utvofit.

Po renaturaci bylo stejné mnozstvi z kazdé zkumavky naneseno na ¢ernou desticku znacky CORNING
s 384 jamkami, do kterych byl pfidan roztok ThT o koncentraci 1 uM. Celkové byly analyzované vzorky
DNA ku ThT v molarnim poméru 2:1. Smési se ponechaly hodinu inkubovat. Pomoci piistroje TECAN
byl sniméan emisni signal pti 490 nm a po excitaci pti 425 nm. Kromé méfeni fluorescence jedné vinové
délky byl proveden i sken emisnich spekter shromazdénych mezi 470 a 600 nm s krokem 2 nm.
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4 V' YSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza G4Hunter in silico

4.1.1 Fylogeneticky strom

Na zaklad¢ zminéného seznamu homologi a jejich taxonomického zafazeni byla vytvotrena tabulka
S hodnotami priméru frekvence PQS na 1000 bp, nejnizsi a nejvyssi hodnotou frekvence a hodnotou
procentualniho pokryti genomu PQS. Z tabulky byl vytvoren fylogeneticky strom na zakladé podobnosti
vyskytu PQS Wardovou metodou shlukovani (obrazek 8), ktera byla pouzita na zakladé ¢lanku [106].
Pro porovnani byl vytvoten i druhy strom dle oficialniho taxonomického zatazeni (obrazek 7). V prvnim

zminéném strome¢ jsou navic podbarveny piibuzné taxonomické skupiny, stejné podbarveni skupin bylo

poté zachovano i pro druhy fylogeneticky strom.

Eupercaria
Ovalentaria
Carangaria
Teleostei Anabantaria )
Protacanthopterygii
Ostariophysi
Afrotheria
Futheria — Glires
Primates
Artiodactyla
Carnivora
Perissodactyla
Chiroptera
Eulipotyphla
Metatheria
Monotremata
Testudinata
Crocodvlia
| U\_;\»glj't‘\.l
F g 2
Lepidosauria
Amphibia

Obrdzek 7: Fylogeneticky strom vybranych genetickych homologii, zaloZeny na taxonomickych jednotkach, byl
vytvoren pomoci webové stranky NCBI a ETE toolkit [107]. Pro snadnéjsi orientaci a porovnavani v dalsich
analyzach jsou barevné oznaceny taxonomické skupiny: ryby (modrad barva), obojzivelnici (tyrkysova), plazi

Chondrichthyes

(hnéda), ptaci (zluta), savci (Cervend/rizova), ptakoritni (fialova) a paryby (zelena).
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Obrazek 8: Fylogeneticky strom vybranych genetickych homologii zalozeny na podobnosti vyskytu POS.

Pro snadnéjsi orientaci a porovndni jsou barevné oznaceny taxonomické skupiny stejné jako na obrdzku 7: ryby
(modra barva), dale obojzivelnici (tyrkysova), plazi (hnéda), ptaci (Zluta), savci (Cervend/rizova), ptakoritni
(fialovad) a paryby (zelend).

Porovnanim obou stroml na obrazcich 7 a 8 lze pozorovat, ze se vyznamné li§i. Pfi evoluci DNA
sekvenci organismi na urovni celého genomu se v prabéhu historie jednotlivé skupiny zménami ve své
genetické informaci rozfazovaly do dnesnich taxonil. Toto rozfazeni ale nemusi platit pro vSechny
genomové lokusy. Shlukovani taxonti na zakladé nékterych lokusi nemusi souhlasit se standardné
akceptovanym fylogenetickym stromem. Mezi divody zpusobujici odlisné signaly rozdilnosti mezi
lokusy patfi rychla divergence, imunitni odpovéd’, adaptace, gen pod evolucni selekci nebo netplné
odde¢leni linii. Odlisnosti jednotlivych druhti v pribéhu evoluce probihaji akumulaci mutaci, které se
Vv populacich organismd §iti [100].

Pro diskuzi jsem si vybrala skupinu Primates, do které patii i Homo sapiens (¢lovek). Na obrazku 7 je
patmé, Ze primati patfi do jedné vétve spoleéné se skupinou Glires, coZ je skupina savci spojujici
hlodavce a zajicovce. Dal§imi piibuznymi skupinami jsou i Artiodactyla (sudokopytnici), Carnivora
(selmy), Perissodactyla (lichokopytnici), Chiroptera (letouni) a Eulipotyphla (hmyzozravci), které patii
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do tfidy savet. V ramci fylogenetického stromu zaloZzeného na podobnosti vyskytu PQS (obrazek 8) je
skupina primati ve stejné vétvi jako anotovana skupina Eutheria, ktera je z hlediska taxonomie klad
nadfazeny fadu primati a Vv této praci byla zavedena z divodu popsaného v kapitole 3.2. Nejblizsi
ptibuznou skupinu dle taxonomie — Glires, zafadil algoritmus do jiné vétvé spolecné s organismy
ze skupin Ovalentaria a Carangaria, coz jsou klady tfidy paprskovitych ryb. Na sousedni vétvi se
spoleénym uzlem se nachazi nadiad Afrotheria, starobyla skupina placentalnich savcl zahrnujici
chobotnatce, damany, sirény, hrabace a dva fady hmyzozravci — bércouny a afrosoricidy. V ramci
vzdalengjSich podobnosti jsou tu skupiny se spole¢nym uzlem Passereiformes (pé&vci), Neognathae
(letci) a Galloanserae (vrubozobi a hrabavi). VSechny tfi skupiny pfitom patii do t¥idy ptaci. Zbylé
zminéné skupiny tiidy savell jsou rozptyleny v ramci celého stromu, neni mezi nimi tedy vétsi
podobnost. Ttida ptaci atfida savci, kam patii fad primati, nalezi jako vSechny ostatni studované
homology do spole¢ného kladu Euteleostomi, neboli kostnati obratlovci, jedinou vyjimku tvofi tfida
Chondrichthyes (paryby). Z pohledu podobnosti vyskytu PQS primatd atadd ptaka koreluje
fylogeneticky strom na obrazku 7 s fylogenetickym stromem na obrazku 8 v tom smyslu, Ze ptaci a savci
spole¢né s obojzivelniky a plazy jsou ve spole¢né vétvi, ale ryby se v ptipadé druhého hlavniho uzlu
od ostatnich odd¢luji.

Dale byl vytvoten sloupcovy graf, ktery shrnuje informace o primérné frekvenci PQS pro definované
fylogenetické skupiny (obrazek 9). Velmi zajimavou skupinu tvoii fad Monotremata, neboli ptakofitni,
ktefi primérné dosahuji 4,6nasobku primérné hodnoty, ktera ¢ini 1,99 PQS na 1000 bp. Ze statistického
hlediska je ovSem tato skupina problematicka, protoZze obsahuje pouze dva zastupce. Mezi dalsi
nadprtimérnou skupinu patii tfida Chondrichthyes, ktera je z evoluéniho hlediska od ostatnich t¥id velmi
vzdalena. Paryby maji oproti priméru 1,6krat vétsi frekvenci vyskytu PQS. Nadprimérnych hodnot
dosahuji také skupiny Teleostei, série Eupercaria patiici pod kostnaté a nadttid Protacanthopterygii,
Amphibia (tfida obojzivelnici), Crocodylia (fad krokodyli), Palaeognathae (podtiida bézci),

Tvvr

u nadiadu Afrotheria, Galloanseraea a Ostariophysi, které dosahuji okolo poloviny hodnoty praméru.

Zajimavé jsou skupiny ryb Anabantaria, Carangaria a Eupercaria, které se v grafu na obrazku 9
shlukly k sob¢, coz znaci, ze frekvence vyskytu PQS sekvenci je v této evoluéni vétvi téméf identicka.
Naproti tomu homology savct Perissodactyla, Artiodactyla, Chiroptera, Carnivora a Eulipotyphla jsou
od sebe oddéleny a nachazi se na celém spektru grafu frekvence nalezenych PQS a jejich evolu¢ni
vyznamnost neni pro savce pozorovatelna. Pokud jde o ptaci homology, je vétSina skupin zafazena do
prvni poloviny, co se frekvence PQS tyce.
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Obrazek 9: Graf zobrazujici pritmérnou frekvenci vyskytu POS pro jednotlivé vybrané taxonomicke skupiny, které

Jjsou serazeny vzestupné. Cernd vodorovnd linie zndzoriuje priomérnou hodnotou. Skupiny jsou zbarveny podle
taxonomického rozdéleni: ryby (modra barva), obojZivelnici (tyrkysovd), plazi (hnéda), ptaci (Zlutd), savci
(Cervend/riizova), ptakoritni (fialovad) a paryby (zelend). Ddle jsou cernou barvou zobrazeny smeérodatné odchylky
pro jednotlivé skupiny.
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4.1.2 Konzervovanost PQS v oblastech genu

Po ziskani vysledkii z G4Hunter analyzy bylo zjistovano, ve kterych oblastech genu homologii
Homo sapiens se PQS nejhojnéji vyskytuji. Frekvence vyskytu PQS ve zminénych oblastech byla
vypocéitana pomoci programu Excel. Graf byl sestrojen z vysledku frekvence vyskytu PQS vztazenych
na 1000 bp jak pro v§echny homology dohromady, tak konkrétné pro Homo sapiens.
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Obrdazek 10: Frekvence PQS v homolognich genech k lidskému APP genu. Frekvence vztazend na 1000 bp dané
oblasti. Sloupcova svétle rizovda cast grafu zndzornuje frekvenci nalezenych PQS ve vsech APP genech
pro jednotlivé oblasti genu, vodorovnd tmavé rizova linie je priumérnd hodnota frekvence vyskytu PQS pro skupiny
homologii. Hvezdickami jsou oznaceny statisticky vyznamné odlisné oblasti.

V grafu na obrazku 10 je zaznamenana frekvence vyskytu PQS v anotovanych oblastech pro celou
skupinu homologt. Primérna hodnota frekvence vztazena na oblasti je 1,99 a je patrné, Ze nejvetsi
frekvence vyskytu PQS je v promotorové oblasti 1000 bp pied genem a ¢itd hodnotu 5,12 a v oblasti
5’UTR s hodnotou 4,74. Obé hodnoty jsou tedy zhruba 2,5nasobné vy$§i nez pramér. Mezi dalsi oblasti,
jejichz frekvence je vyznamné nadprimérna, patii i 3’UTR a konec 1000 bp za genem. Tento vysledek
odpovida teoretickému piedpokladu, Zze se G4 nachazeji v promotorovych a koncovych oblastech, kde
mohou ovliviiovat genovou expresi skrz fizeni transkripce [43] aVv 5° a 3° nepiekladanych oblastech,
kde ovliviji stabilitu mMRNA, transkripci a translaci, ¢imz reguluji genovou expresi jak z prostorového,
tak ¢asového hlediska [107][109]. Velmi nizka frekvence PQS je naproti tomu v CDS a intronech.

Byla zhotovena statistika pro anotované oblasti. Pro otestovani normality dat byl pouzit
Shapirtv-Wilklv test, ktery nepotvrdil normalni rozlozeni. Byl proto vyuZzit neparametricky
Kruskal-Wallistiv test s Bonferroniho korekci p-hodnoty. Jako post-hoc test pro parové porovnani
skupin byl vyuzit Dunntv test. Do uvahy byla brana statisticka vyznamnost kazdé anotované skupiny

k celému genu.
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Obrdazek 11: Frekvence PQS v lidském APP genu, frekvence vztazend na 1000 bp pro anotované oblasti. Sloupcova
svétle riizova cdst grafu zndzornuje frekvenci nalezenych PQS v APP genu Homo sapiens, vodorovnd tmavé rizova
linie je primérnd hodnota frekvence vyskytu POS pro Homo sapiens.

Pfi porovnani konzervovanosti PQS v lidském APP a mezi jeho homology se G4 v lidském genu nejvice
vyskytuji v oblasti promotoru 1000 bp pied genem. Hodnota 14,00 je 5,3nasobné& vys$i, nez je pramérna
hodnota 2,63. V porovnani s grafem na obrazku 10 je frekvence v této oblasti vyssi. Korelace vyskytu
G4 v promotoru u Homo sapiens a jeho homologti naznacuje evoluéni dileZitost téchto sekvenci v dané
anotované oblasti pro tento konkrétni gen. Druhou nadprimérnou hodnotu dosahuje oblast konec
2000 bp za genem s hodnotou 4,00, tedy asi 1,5krat vys$s$i nez prumér. Oblast terminatori, tedy
koncovych oblasti, se nachazi na opa¢né stran¢ sekvence nukleotidi. Ke konci procesu transkripce tato
oblast ovlivituje oddéleni RNA polymerazy od templatového fetézce DNA [110]. | ta tedy mize hrat
roli vregulaci genové exprese. Naopak Vv oblastech promotor 2000 bp pied genem a5’UTR se
u Homo sapiens nevyskytuji PQS, které by mély frekvenci nad prahovou hodnotu 1,2.

4.1.3 Konzervovanost sekvenci z APP genu Homo sapiens

Z vysledkt G4Hunter analyzy pro Homo sapiens byla vytvofena tabulka s deseti sekvencemi s nejvyssi
hodnotou G4Hunnter skore v absolutni hodnoté, tedy pro oba fetézce, jak paralelni, tak antiparalelni.
Sekvence byly zapsany ve zkraceném zapisu, kde dolni index znaci pocet opakujicich se nukleotidi.
Tabulka dale obsahuje informace o pozici vramci lidského APP genu, lokalizace sekvence
v anotovanych oblastech, délku sekvence, oznaceni fetézce, na kterém se sekvence nachazi, a hodnotu
jejiho G4Hunter skére v absolutni hodnoté.
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Tabulka 4: Sekvence s nejvyssim G4Hunter skore v absolutni hodnoté nalezené v lidském APP genu, tmavé
riizové jsou zvyraznéné guaninoveé nukleotidy, svétle riizové jsou cytosinové.

G4Hunter
. . délka |, skore —
sekvence pozice lokalizace (bp) TeZC  psolutni
hodnota
ACTC ACTGAGCAC TGTGAC AC TG AGAGA, -
A T:GA TG 91 334 intron 3 64 1.64
TC AG,T,. TG,AG,TGA TGAGTG,AG, TGsA TG, .
AGTG,AG,TGATG,AGT,GTA,TG,TGT 106 241 intron 3 86 + 1.63
TATATCTC A TGCTATC TC TéAC AL ACAGT .
AGAGTGTGA 248 498 intron 13 61 1.62
GCATCACACTGAC A 1243 promotor 1000 28 1.61
TCTGC AT T,G,0G,CAC.GC.GL.GL.ACAGTG .
TG.A 155 794 intron 6 60 1.52
T:GAGsTGAGTG, AGT3Gs AGA 279 523 intron 16 34 + 1.50
ACAC AG; TGT,G TG T.GsAGAG AT CAG,A .
GAs 167 938 intron 6 57 + 1.49
G,CAGAT,GAsGATATG; Gy 224 278 intron 13 27 + 1.48
TG,AGTAT,GAGCAG, TG, AG,AG 66 989 intron 2 29 + 1.45
AG,AGTG AC AGT,.TAC ACACTAGL TsGT -
GT, 136 464 intron 5 54 1.44

Byla zkoumana konzervovanost vyse zminénych deseti sekvenci u v§ech homologli za pouziti programu
Unipro UGENE [111]. Protoze jsou ale sekvence rizné¢ dlouhé a nékteré dosahuji délky az 86 bp,
pravdépodobnost nalezeni totozné sekvence neni ptili§ vysoka a shoda byla nalezena pouze u zastupct
fadu Primates, kam patii i ¢lovék. Nalezené shody jsou popsany v nasledujici tabulce, kde je poradi
sekvenci shodné s tabulkou 4.

Tabulka 5: Tabulka shrnujici nalezené shody deseti sekvenci v genovych homolozich Homo Sapiens s nejvyssim
G4Hunter skore, v prvnim sloupci je pozice sekvence v APP genu ¢lovéka, ve druhém, zda byla nalezena shoda u
Jinych homologi, tieti sloupec jmenovité uvadi organismy, ve kterych byla shoda nalezena, a pozici, kde se
nachazi.

pozice shoda homolog a pozice shody (bp)
91334 ne
106 241 ne
248 498 ne
Simpanz gibon Simpanz gibon orangutan gorila
1243 ano ucenlivy bélolici bonobo stiibrny sumatersky nizinna
(1 296) (1 254) (1 238) (1 254) (1 524) (1 587)
155 794 ne
Simpanz Simpanz gorila
279 523 ano uéenlivy  bonobo (273 nizinna
(274 155) 631) (273 504)
167 938 ne
224 278 ne
Simpanz Simpanz
66 989 ano ucenlivy bonobo

(67146) (66 937)

136 464 ne
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Z tabulky 5 je patrné, Ze se nékteré ze sekvenci nejvice nachylnych ke tvorbé G4 nachazeji jak u Clovéka,
tak i u jeho homologu ze skupiny Primates. Pozice nalezenych shod jsou téméf totozné ¢i podobné, coz
je z evoluéniho hlediska pochopitelné. Sekvence obsahujici G-kvadruplex 6GC, ktera byla nalezena
u Homo sapiens v intronu 6 na pozici 155 794 bp, nebyla ani u ptibuznych ze skupiny Primates, ani
u zbylych organismi nalezena. Lze tedy soudit, ze je v ramci genu APP specificka pouze pro ¢lovéka.

Stejnym zptuisobem jako v pfipadé tabulky 5 byla zkouména konzervovanost sekvenci, které¢ byly
podrobeny ThT analyze, tedy promotoru, 6GC, 3 UTR a 5 UTR. V piipad¢ sekvence 6GC nebyla
nalezena shoda u zadného z homologi, jinak tomu vSak bylo u zbylych tii. V piipadé sekvence
promotoru byla nalezena shoda u zastupct skupiny Primates, o ¢emz je jiz zminka v pfedeslém odstavci.
Mnohem vétsi pocet shod byl nalezen se sekvenci 3_UTR, kde bylo objeveno 11 homologt s identickou
sekvenci v APP genu. Konkrétné se jednalo o organismy ze skupiny Primati, kteti dale nalezi
do oddéleni Catarrhini (izkonosi). V ptipadé Homo sapiens byla 3_UTR sekvence nalezena
v 3° neptekladané oblasti na pozici 291 820 bp. U vsech nalezenych homologti byla stejnad posloupnost
lokalizovana Vv podobnych oblastech v rozmezi 284 000 az 315 000 bp. Nasobné vétsi shoda byla
v piipadé 5 UTR sekvence, kdy bylo objeveno 44 shodnych sekvenci. 5 UTR sekvence byla nalezena
v 5¢ neptekladané oblasti a u Homo sapiens je lokalizovana na pozici 2 187 bp. VSechny homology
s identickou posloupnosti nalezi do téidy savcl, konkrétné jsou zde zastoupeny skupiny Glires,
Chiroptera, Perissodactyla, Eulipotyphla, Eutheria a samoziejmé& Primates, ve které bylo nalezeno
nejvice takovych organismd. Sekvence byla nalezena na pozicich obdobnych jako v piipadé
Homo sapiens, tedy okolo 2 000 bp.

4.1.4 Vyskyt a frekvence PQS u konkrétnich homologi

Byla vypoctena frekvence vyskytu PQS pro jednotlivé homology atyto hodnoty byly vyneseny
do nasledujiciho grafu na obrazku 12, aby byly zietelné nékteré nalezené extrémni hodnoty. Jedna se
0 organismy ptakopysk s frekvenci 11,38, jezura australska s hodnotou 6,99 a treska obecna s hodnotou
5,78, které se vyznamné lisi od celkového priméru 1,65. Dva nejvétsi extrémy tohoto pozorovani jsou
organismy z fadu Monotremata, jeZ jsou jedine¢ni tim, ze ackoliv kladou vajic¢ka, sva mlad’ata koji
a jedna se proto o savce. Pochazeji z australské pevniny, Tasmanie a Nové Guineje [112], jedna se tedy
danio pruhované s frekvenci 0,40, na druhém karas zlaty s frekvenci 0,47 a dale kapr obecny s frekvenci
0,51. VSechny tyto organismy patii do skupiny Ostariophysi, coz je jeden z nadfada ryb skupiny
Teleostei. Ptakopysk, tedy homolog s nejvyssi frekvenci vyskytu PQS, ma asi 28,5x vyssi frekvenci nez
danio pruhované, tedy homolog s nejnizsi frekvenci. Délka APP genu pro ptakopyska je 34 444 bp
a pro dania pruhovaného 42 995 bp, je tedy zajimavé, ze APP gen ptakopyska je 0,8x krat$i nez u dania
pruhovaného.
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Obrazek 12: Celkova frekvence POS v APP genu u jednotlivych homologii zndzornéna svétle ruzovymi body,
S vyznacenymi extrémnimi hodnotami, pro maximum modrou barvou a to pro organismy ptakopysk, jezura
australska a treska obecnd, pro extrémni minimdlni hodnoty zndzornéné Zlutou barvou ddanio pruhované,
kapr obecny a Karas zlaty. Tmavé riizovou vodorovnou linii je zndzornéna priumérnd hodnota frekvence
nalezenych POS v APP genu u jednotlivych homologii.

Obdobny graf na obrazku 13 obsahuje také srovnani vSech organismii, ale pro pocty PQS nevztazené
na délku genu homologt. Nejvyssi pocet nalezenych PQS je u obojzivelnika Microcaecilia unicolor,
kde dosahuje hodnoty 1194. DalSich extrému, tedy az tfinasobku primeéru 314,87, dosahuje obojzivelnik
Geotrypetes seraphini s hodnotou 1076, plaz gavial indicky 1046, aligator severoamericky 1042
a krokodyl moisky 1027. V ptipadé¢ poétu PQS lze pozorovat vétsi diverzitu mezi jednotlivymi
homology nez u frekvence nalezenych PQS. Je také zajimavé, Ze Z taxonomického hlediska jsou kromé
prvniho zminéného vSechny zbylé extrémy v poc¢tu PQS mezi zastupci z fadu krokodyli. Z pohledu
nejnizsiho poctu PQS se opakuji stejné organismy jako v piipadé frekvence, tedy danio pruhované
spoétem 17, karas zlaty také spoc¢tem 17 akapr obecny s po¢tem 18. Pii porovnani nejvyssiho
nalezeného po¢tu PQS u Microcaecilia unicolor a nejnizsiho po¢tu u dania pruhovaného se v prvnim
zminéném organismu nachazi 70x vice PQS neZ u organismu druhého. Pro porovnani, délka sekvence
APP genu u Microcaecilia unicolor je 321 332 bp a u dania pruhovaného 42 995 bp. Délka je tedy asi

jen 7,5x vétsi nez u dania pruhovaného.
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Obrazek 13: Celkovy pocet POS v APP genu u jednotlivpch homologii zndzornéna svetle rizovymi body,
S vyznacenymi extrémnimi hodnotami, pro maximum modrou barvou pro organismy Microcaecilia unicolor,
Geotrypetes seraphini, gavial indicky, aligator severoamericky a Krokodyl morsky, pro extrémni minimdlni
hodnoty zndazornéné zlutou barvou danio pruhované, Kapr obecny a Karas zlaty. Tmavé riizovou vodorovnou linii
je znazornéna primeérnd hodnota nalezenych PQS v APP genu u homologii.
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4.2 Analyza G4 pomoci ThT in vitro

Sekvence popsané v kapitole 3.3.3 byly analyzované pomoci ThT. Naméfené hodnoty intenzity
fluorescence pro kazdy vzorek v riiznych prostfedich byly méteny tiikrat, z téchto hodnot byl vypocten
pramér a hodnoty byly vztazeny k intenzité fluorescence pufru. Testované sekvence byly porovnany
S negativnimi kontrolami a mezi sebou. Byla vypoctena smérodatna odchylka pro kazdé méfeni.
Vsechny vypoéty a grafy byly vytvofeny v programu Excel. Pomoci vzorce pro orienta¢ni vylouceni
extrémnich hodnot byly vyfazeny hodnoty, jejichz odchylka od priméru intenzity pro dané prostredi
byla vétsi nez trojnasobek smérodatné odchylky zbylych dvou zadznamd méfeni.
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Obrdazek 14: Mérent intenzity fluorescence sekvence promotoru v prostiedi KCI a NaCl o koncentracich
0,20,40,60,80 a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované
na intenzitu pufru. Chybové usecky vypocteni funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny cernymi svislymi ohranic¢enymi
carami.
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Obrazek 16: Méreni intenzity fluorescence sekvence 6GC v prostiedi KCI a NaCl o koncentracich 0,20,40,60,80
a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované na intenzitu
pufru. Chybové usecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny Cernymi svislymi ohrani¢enymi carami.
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Z vysledkl analyzy sekvenci pomoci programu G4Hunter vyplyva, Ze praveé sekvence promotoru
a 6GC by mély mit nejvyssi potencial tvorby G4 struktury. Sekvence promotoru dosahujici hodnoty
G4Hunter skoére 1,607 vykazovala pii méfeni intenzity fluorescence nejvyssi hodnoty. Maximalni
hodnota dosahuje 30,7nasobku fluorescence samotného ligandu. Tohoto maxima dosahla sekvence
pii koncentraci 40 mM KCI. Na obrazku 15 lze také pozorovat vzrustajici trend pii méfeni vzorka
0 vyssi koncentraci soli a zaroveii 1 vyssi hodnoty v prostiedi chloridu draselného.

Pro sekvenci 6GC bylo vypoéitano G4Hunter skore 3,00 a pfi in vitro analyze dosahla ve svém maximu
0 mM soli hodnoty 22,6nasobku intenzity fluorescence samotného ligandu. V prostiedi draselné soli je
intenzita vyssi, nez v prostiedi soli sodné. ZvySujici se iontova zavislost neni v ptipadé 6GC
pozorovatelna a dochazi zde spi§ ke snizujicimu trendu. Muze to byt z divodu vyskytu silného G4
a rozprostieni naboje. Tvorba takového G4 nejspis neni zavisla na iontové sile, a proto byl pfi méteni
ziskan nejvyssi signal fluorescence pii nulové koncentraci soli.
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Obrdazek 17: Méreni intenzity fluorescence sekvence 5 UTR v prostiedi KCI a NaCl o koncentracich
0,20,40,60,80 a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované
na intenzitu pufru. Chybové usecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny cernymi svislymi
ohranicenymi carami.
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Obrazek 18: Méreni intenzity fluorescence sekvence 3_UTR v prostredi KCIl a NaCl o koncentracich
0,20,40,60,80 a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované
na intenzitu pufru. Chybové usecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny cernymi svislymi
ohranicenymi carami.

Sekvencim 5_UTR a 3_UTR bylo vypoéteno G4Hunter skore 1.200 a 2.034. Sekvence 5 UTR dosahla
pti ThT analyze vysSich hodnot a maximalni fluorescence byla zaznamenana pii 40 mM koncentraci
KCI, hodnota dosahuje 8,74nasobku fluorescence ligandu. | v tomto piipadé Ize pozorovat trend zvySené

intenzity v prostiedi draselné soli oproti soli sodné. Maximum pfti sekvenci 3_UTR bylo zméteno
v 40 mM KClI a to 6,42n4sobek fluorescence ligandu. Intenzita byla naméfena vyssi v prostiedi KCI.
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Obrazek 19: Méreni intenzity fluorescence sekvence 29 random v prostredi KCIl a NaCl o koncentracich
0,20,40,60,80 a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované
na intenzitu pufru. Chybové usecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny cernymi svislymi
ohranicenymi carami.
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Obrazek 20: Méreni intenzity fluorescence sekvence NK6G v prostredi KCIl a NaCl o koncentracich
0,20,40,60,80 a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované
na intenzitu pufru. Chybové usecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny cernymi svislymi
ohranicenymi carami.
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Obrdzek 21: Mérent intenzity fluorescence sekvence 25_random v KCI a NaCl o koncentracich 0,20,40,60,80
a 100 mM v porovndni s intenzitou fluorescence samotného ligandu (ThT), hodnoty normalizované na intenzitu
pufru. Chybové iisecky vypoctené funkci SMODCH.P(X) jsou znaceny Cernymi svislymi ohrani¢enymi carami.

Tt negativni kontroly, 29 random, NK6G a 25 random vykazuji oproti sekvencim testovanym
na tvorbu G4 jak malou zavislost na iontové sile, tak téméf zadnou preferenci jedné z pouzitych soli.
Oligonukleotid 29 random dosahuje svého maxima 3,80nasobek fluorescence samotného rozpoustédla
pfi 40 mM KCI, NK6G pii 20 mM NaCl dosahuje maxima 4,10nasobek rozpoustédla a 25 _random

1,82n4asboku v 160 mM KCI.

Aby mohl byt potencial tvotit G4 v sekvencich Iépe porovnatelny mezi sebou, byla pro kazdou sekvenci
uréena maximalni hodnota poméru intenzity vzorku ku intenzité samotného rozpoustédla v daném
prostfedi. Maximalni hodnoty skenu emisnich spekter pro vinové délky od 470 do 600 nm s krokem
2nm pro kazdou sekvenci byly vyneseny do jednotného grafu, ktery je zobrazen na obrazku 22.
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Protoze byly provedeny dvé ThT analyzy, bylo nutné i skeny normalizovat na intenzitu fluorescence
rozpoustédla v daném prostiedi.
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470 490 510 530 550 570 590

vinova délka (nm)

Obrazek 22: Graf emisnich spekter vsech oligonukleotidii pri maximalni fluorescenci, krivky viz legenda.
Hodnoty spekter byly vztaZeny na spektra pro roztok bez DNA.

Lze pozorovat, ze vysledky uréitou mirou koresponduji s in silico predikcemi. Nejvétsi tendenci tvorit
G4 ma sekvence promotoru, ktera dosahuje okolo 25nasobku intenzity fluorescence samotného ligandu.
Nasleduje ji sken sekvence 6GC dosahujici ve svém maximu okolo 21nasobku intenzity fluorescence
ligandu. Oligonukleotidy oznac¢ené 3_UTR a5_UTR jsou téméf identické, sekvence 5_UTR dosahuje

Tvvr

29 _random hodnotu 3,5nasobku, NK6G 2,8nasobku a 25 random 1,8nasobku.

Ackoliv vysledky ptesné nekoreluji s hodnotami G4Hunter skore, vSechny domnélé, G4 tvofici
sekvence prokazaly schopnost tvofit zminénou sekundarni strukturu DNA. Vyplyva to z dat méfeni
negativnich kontrol, kdy jak sekvence vytvorené ndhodné s G4AHunter skore blizici se nule, tak negativni
kontrola NK6G s thyminovou smy¢kou mély intenzitu fluorescence blizkou hodnoté intenzity ligandu.
V priméru dosazenych maxim maji sekvence domnéle tvotici G4 struktury 15,6nasobné vyssi signal
fluorescence oproti rozpousteédlu, kdezto negativni kontroly pouze 2,8nasobek. Dokazované sekvence
mély pii ThT analyze v priméru 5,6krat vyssi intenzitu fluorescence oproti negativnim kontrolam.

Dalsim faktem, ktery dokazuje tvorbu G4, je trend zvySujici se intenzity jak pii zvétSovani iontové sily,
tedy koncentrace soli, tak i v piipadé pouzitého kationtu. U grafii jednotlivych sekvenci lze pozorovat,
7ze ma ve veétsing¢ piipadd vyssi pomér fluorescence vzorek obsahujici draselné ionty, coz koreluje
s pfedpovédi zminénou ve zdroji [104]. U téméf vétsiny domnélych G4 tvoticich oligonukleotidi 1ze
pozorovat zavislost intenzity na zvySujici se koncentraci soli, tedy zvysujici se iontové sile. Naproti
tomu negativni kontroly maji stejné zvyseni intenzity v piipad¢ vétSiny prostiedi.
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Obrazek 23: Bodovy graf zvyseni fluorescence ThT v pritomnosti studovanych sekvenci. Vynesené jsou
maximalni hodnoty pro kazdy z oligonukleotidii. Riizové jsou oznaceny hodnoty G4 tvoricich oligonukleotidii,
modre negativni kontroly. Obdobné jsou oznaceny priimeéry pro obé skupiny, V grafu se jedna o vodorovné
linie — tmavé rizova je priumér G4 tvoricich sekvenci a tmavé modra je primér negativnich kontrol.

Rozdil mezi vybranymi sekvencemi a negativnimi kontrolami je pozorovatelny také na obrazku 23.
Do bodového grafu byly vyneseny maximalni hodnoty signdlu ptfi meéfeni pro vSechny sekvence
apramér jak G4 tvoticich, tak negativnich kontrolnich oligonukleotidd. Primérna hodnota zvyseni
fluorescence u prvnich zminénych je 16,42, u druhych 3,24. Lze tedy konstatovat, Ze navyseni intenzity

u mnou studovanych oligonukleotidt je 5x vys$i, nez u negativnich kontrol.

Je tieba si uvédomit, Zze ThT analyza nemusi plné korelovat s predikcemi in silico. Ve studii [102] se
zameétovali na dukaz specifiénosti ThT jakozto G¢inného nastroje pro selektivni rozpoznavani struktur
schopnych tvofit G4 oproti SSDNA, dsDNA a triplexnim strukturam, ale jejich vysledky nebyly
rozsifeny o vypocet GAHunter skore. Intenzita fluorescence ve zminéném ¢lanku nekoreluje s vysledky
G4Hunter skore u PQS mezi sebou. Proto i vtomto testu nevykazuje sekvence 6GC nejvyssi
fluorescenci, ackoliv ma nejvyssi G4Hunter skore. Kazdopadné tvorba G4 byla potvrzena u vSech PQS
sekvenci predikovanych G4Hunterem. ThT analyza tedy slouzi pouze jako nastroj pro potvrzeni
tvorby G4.
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5 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly stru¢né shrnuty zékladni informace tykajici se DNA a pfedevs$im
nekanonické sekundarni struktury G-kvadruplexii. Byla popsana jejich struktura, topologie, stabilita,
vyskyt a terapeuticky potencial, jejich interakce s ligandy a in silico analyza zabyvajici se predikci
tvorby zminénych struktur. G4 jsou klicové pro nékteré dulezité biologické procesy, jako naptiklad
regulaci replikace, transkripce, translace ¢i udrzbu telomer. Dale byl ptedstaven APP gen a jeho
souvislost s onemocnénim Alzheimerovou chorobou. APP gen koduje transmembranovy glykoprotein
amyloidovy prekurzor, ktery se vyskytuje v mnoha tkénich a organech, pfedev§im v centralnim
nervovém systému. V organismu probiha jeho Stépeni na mensi fragmenty po dvou odlisnych
katabolickych drahach. Pii rozkladu a-sekretdzou maji vzniklé zlomy neuroprotektivni funkei, zatimco
rozpustné fragmenty vznikajici §t€penim B-sekretazou mohou byt toxické a zapticinit degeneraci axonti
a smrt nervovych bunék. Protein APP a jeho zpracovani v organismu se jevi jako kritické pti nastupu
a progresi Alzheimerovy choroby, pfi které dochazi k hromadéni toxickych peptidickych amyloidnich
beta plakd a jejich ukladani v mozku.

V experimentalni ¢asti prace byl in silico studovan lidsky APP gen pomoci programu G4Hunter spolu
s dal$imi 346 genovymi homology Homo sapiens. Pomoci programu byla provedena bioinformaticka
analyza s cilem vyhledat oblasti potencialné tvotici G4, urcit frekvenci jejich vyskytu, lokalizace
a konzervovanost napti¢ homology. Organismy byly na zakladé taxonomie rozdéleny
do taxonomickych celkti a byly vytvofeny dva fylogenetické stromy, jeden standardné akceptovany
a druhy shrnujici informace o frekvenci vyskytu PQS. Stromy se do zna¢né miry liSily, pfesto byly

zachovany nékteré ptribuznosti korelujici s klasickym fylogenetickym stromem.

V ramci genu byly anotovany oblasti jako je promotor, 3’UTR a 5’UTR, introny, exony (CDS)
a koncova oblast. Lokalizace G4, vyjadiena jako frekvence v ramci celé skupiny homologt, byla
porovnana s lokalizaci nalezenych G4 u Homo sapiens. Bylo potvrzeno, ze nejvyssi frekvence vyskytu
G4 v APP genu je jak u v§ech homologt, tak u ¢lovéka v promotorové oblasti 1000 bp pted genem, coz
z evolu¢niho hlediska poukazuje na jejich vyznam pii regulaci genové exprese. Naproti tomu oblast
5’UTR, ktera méla v ramci vSech homologt druhou nejvyssi frekvenci vyskytu PQS, u Homo sapiens
nebyla nalezena zadna PQS v této lokalizaci. Dale byly zkouméany frekvence a poéty vyskytu PQS také
i jednotlivé mezi homology.

Z nalezenych sekvenci v lidském APP genu bylo vybrano 10 sekvenci s nejvyssim G4Hunter skore
Vv absolutni hodnoté, tedy jak na paralelnim, tak antiparalelnim fetézci. Tyto sekvence byly hledany
napfi¢ homology. Shoda byla nalezena u tii sekvenci a vS§echny homology pattily do fadu Primates, kam
nalezi i ¢lovek. Jednou ze sekvenci je i G4 nalezeny v promotoru 1000 bp pred genem, ktery znaci
evoluéni dulezitost napiiklad v regulaci transkripce. Nakonec byly pro potvrzeni tvorby G4 in vitro
vybrany 4 sekvence z lidského APP genu a urceny tfi negativni kontroly. Vzorky byly podrobeny
analyze pomoci ThT. VSechny testované sekvence s potencialem tvofit G4 prokazaly svoji schopnost
tvorit danou strukturu ve fyziologickych podminkach.
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Analyzou in silico byla potvrzena ptitomnost G4 v APP genu v blizkosti vyznamnych regula¢nich pozic.
Daéle byla potvrzena také evoluéni dilezitost nalezenych PQS a jejich schopnost tvofit nekanonické
sekundarni kvadruplexni struktury. Tato zjisténi mohou byt ptinosna pro budouci vyzkum zamétujici se
na vyvoj medicinskych prosttedkli pro potlaceni projevit AD ¢i jeji tplnou 1é¢bu, coz je v dnesni dobé
stale aktualni problém. Dnes$ni farmakoterapie je bohuzel schopna pouze tlumit pfiznaky a zlepSovat
kvalitu zivota pacientl s touto nemoci, nikoliv ji vSak uspésné 1éCit. Zaméfenim se na G4 nalezené
v blizkosti oblasti genu podilejicich se na regulaci genové exprese by mohlo hapomoci omezeni tvorby
nebezpecnych amyloidnich beta plaki zptsobujicich progresi AD, napfiklad prostfednictvim
interagujicich ligandd.
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6 SEZNAM ZKRATEK

Ixt
A
AD

Adam10

ALS

Apoe

APP

APP695, APP751,

AP

Bace

BAN2401

bp

BRACO-19

C

C9orf72

CDS
c-Kit

c-Myb

c-Myc

CNP520

CSVv

standardni textovy dokument, ktery obsahuje neformatovany text
purinova baze adenin
Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer‘s disease)

ADAM metalopeptidazova doména 10 je gen kodujici protein bunééného povrchu
s unikatni strukturou, ktera ma potencialn¢ jak adhezni, tak proteazové domény

amyotroficka lateralni skler6za

gen kodujici apolipoprotein E, ktery se podili na metabolismu tukl v téle savcd,
podtyp se podili na Alzheimerové chorobé¢ a kardiovaskularnim onemocnéni

gen kodujici amyloidni prekurzorovy protein, coz je glykoprotein zanofeny
do membrany nervovych bunék

APPT70 majoritni izoformy proteinu APP

amyloid beta, hlavni slozka senilnich plakli a neurofibrialnich klubek, které¢ byly
nalezeny v mozku pacientt s AD

gen kodujici enzym beta-sekretaza 1 (proteinaza kyseliny asparagové), ktery Stépi
amyloidni prekurzorovy protein beta-mista 1

humanizovana IgG1l verze mysi monoklonalni protilatky mAb158, ktera se
selektivné vaze na velké, rozpustné A protofibrily

par bazi, zakladni jednotka dvoufetézcovych nukleovych kyselin (z angl. base pair)
selektivni inhibitor telomerazy s 3,6,9-trisubstituovanou akridinovou strukturou,
systematicky nazev N-, N '- (9 - {[4- (dimethylamino)fenyl]Jamino}akridin- 3,6 -
diyl)bis(3- pyrrolidin - 1 - ylpropanamid)

pyrimidinova baze cytosin

gen kodujici protein nachazejici se v mnoha oblastech mozku, v cytoplazmé
neuront a také v presynaptickych zakoncenich

kodujici oblast genu (z angl. coding region)
proto-onkogen kodujici receptorové tyrosinkinazy

proto-onkogen koduje protein, ktery zprosttedkovava homotypické a heterotypické
proteinové interakce

hlavni regulator bunééného déleni a proliferace

peroralni inhibitor aspartylproteazy urceny ke snizeni produkce AP za ucelem
prevence nebo lécby AD

soubor sestavajici z radku, ve kterych jsou jednotlivé polozky oddéleny carkou ¢i
uvozovkami (z angl. Comma-separated values)
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/acridine
https://en.wikipedia.org/wiki/Neurons
https://en.wikipedia.org/wiki/Neurons
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytoplasm
https://en.wikipedia.org/wiki/Presynaptic

CTF
DMT
dsDNA

ELNDOOQ5

FASTA

FDA

Fmrl

G
G4
GC

hnRNA

IGV

KRAS

LY3202606

MRNA

NCBI

NCBI ID

NMDA receptor

NMR

PQS

pre-mRNA

cytosinovy terminalni fragment
terapie modifikujici nemoc (z angl. disease-modifying therapies)
dvouvlaknova DNA (z angl. double-stranded DNA)

oralni stereoisomer inositolu, neutralizuje toxické A oligomery s nizkym obsahem
N a brani jim v agregaci

textovy format pro reprezentaci bud’ nukleotidovych sekvenci nebo
aminokyselinovych  sekvenci, ve  kterych  jsou  nukleotidy  nebo
aminokyseliny reprezentovany pomoci jednopismennych kodu

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. Food and Drug Administration)

gen kodujici protein zvany fragilni X mentalni retardaéni protein nebo FMRP, ktery
se nejéastéji vyskytuje v mozku; je nezbytny pro normalni kognitivni vyvoj a zenské
reprodukéni funkce

purinova baze guanin

G-kvadruplex

obsah GC je podil guanino-Cytosinového paru (GC) v ramci urcité sekvence

heterogenni jadernd RNA, prekurzorova mRNA, kterd vznika v jadie eukaryotické
buiiky a obsahuje strukturni geny

integra¢ni genomovy prohlize¢ (z angl. Integrative Genomics Viewer)

gen vytvarejici protein, ktery se ucastni bunécnych signalnich drah, fidi bunécny
rust, zrani bunék a buné¢nou smrt (z angl. Kirsten rat sarcoma virus)

inhibitor B-sekretazy

jednovlaknova nukleova kyselina vznikajici béhem transkripce DNA, ktera slouzi
jako ptedpis pro translaci

Narodni centrum pro biotechnologické informace (z angl. National Center
for Biotechnology Information)

identifikacni ¢islo pouzivané pro oznaceni napf. organismu ¢i taxonomické skupiny
v databazi NCBI

N-metyl-D-aspartat receptor, jeden z typi ionotropnich glutamatovych receptor;
aktivuje se, kdyz se navaze glutamat aglycin aumozni pozitivn¢ nabitym
iontim proudit skrz bunéénou membranu

nukledrni magneticka rezonance

v molekularni biologii sekvence DNA nebo RNA schopna vytvorit G-kvadruplex
(z angl. Potential Quadruplex-forming Sequence)

primarni transkript, prvni forma RNA vytvofena po transkripci pii syntéze proteint
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https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Cognitive_development
https://en.wikipedia.org/wiki/Werner_H._Kirsten
https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ionotropn%C3%AD_glutam%C3%A1tov%C3%BD_receptor
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_glutamov%C3%A1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Glycin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ion
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ion
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytoplazmatick%C3%A1_membr%C3%A1na
https://en.wikipedia.org/wiki/G-quadruplex

Psd95

PSEN1 a PSEN2

RAN

sAPPf

Snca

sSDNA

tau

ThT

TMPyP4

VEGF

gen kodujici protein (z angl. postsynaptic density protein 95), ktery je clenem
rodiny membranoveé asociovanych guanylatkinaz

formy proteinu presenilin, ktery je soucasti komplexu y-sekretaza

maly G protein (GTPaza) z Ras genové nadrodiny, ktery se uc¢astni membranového
transportu pies jadernou membranu

rozpustny APP beta protein (z angl. soluble APP beta protein)

gen kodujici alfa-synuklein, protein hojné exprimovany v mozku, muze slouzit
k integraci presynaptické signalizace a membranového pienosu (z angl. synuclein
alpha)

jednovlaknova DNA (z angl. single-stranded DNA)

pyrimidinova baze thymin

oznaceni pro skupinu pifibuznych proteint, které se vazi na mikrotubuly a hraji
dilezitou roli v nervové tkani

benzothiazolova sul thioflavin T pouzivana Kk vizualizaci a kvantifikaci
v molekularni biologii

kationtovy porfyrin,
systematicky nazev 5,10,15,20-tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)porfin

vaskularni endotelovy rastovy faktor (z angl. Vascular Endothelial Growth Factor A)
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