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1. Uvod

G-kvadruplexiim je vénovana zvySend pozornost,
predevsim jako moznému cili pro 1é¢bu zhoubnych nado-
rovych onemocnéni. Soucasni lécba s sebou stdle nese
mnoho komplikaci a vedlejSich ucinkd. Jednim
z nejvétsich problémi je neselektivni ptisobeni a negativni
ucinek na normalni zdravé buniky. G-kvadruplexy jsou
typem sekundérni struktury nukleovych kyselin. Vyskytuji
se v sekvencich bohatych na guanin, jako jsou promotoro-
vé oblasti gend nebo na koncich chromosomui v oblastech
zvanych telomery. Pomoci vhodného ligandu, ktery by
stabilizoval pouze urcity typ G-kvadruplexu, by mohlo byt
dosazeno Uspésné a selektivni 1éEby nadorovych onemoc-
néni.

2. G-kvadruplexy a jejich terapeuticky potencial
2.1. G-kvadruplexy

Nejznamé&j$im typem sekundarni struktury nukleo-
vych kyselin, DNA a RNA, jsou Sroubovice a vlasenky.
Existuji ale i dalsi typy sekundarni struktury nukleovych
kyselin, mezi které pati G-kvadruplexy. G-kvadruplexy se
vyskytuji v DNA i RNA v oblastech bohatych na purino-
vou bazi guanin. Spojenim ¢tyf guaninovych bazi Hoo-
gstenovym parovanim vznikne planarni G-kvartet

(obr. 1A). Kazdy guanin je zde akceptorem a donorem
dvou vodikovych vazeb. Uspofadanim n¢kolika takovych
G-kvartetd nad sebou vznikne G-kvadruplex (obr. 1B).
Cela struktura G-kvadruplexu je stabilizovana pomoci jedno-
mocnych kationtd, v organismech nejast&ji K (cit.' ).

Podle poctu a orientace vlaken rozliSujeme nékolik
typtt G-kvadruplext (obr. 2). Intramolekularni G-kvadru-
plexy (obr. 2 C—F) jsou tvofeny jednim vlaknem nukleové
kyseliny, které obsahuje minimalné ¢tyfi useky bohaté na
guanin. Ze dvou (obr. 2B) az ze CEtyt (obr. 2A) ruznych
vlaken nukleové kyseliny jsou tvofeny intermolekularni
G-kvadruplexy. Podle orientace vldkna rozliSujeme
G-kvadruplexy paralelni (vSechna vlakna maji stejnou
orientaci, obr. 2A,D), antiparalelni (dv¢ vldkna jsou orien-
tovana v jednom sméru, dalsi dvé v opacném,
obr. 2B,C,E) a smiSené (tfi vlakna jsou orientovana jednim
smérem, &tvrté vlakno opaénym, obr. 2F)’.

Ktery typ G-kvadruplexu na vlakn€ studované nukle-
ové kyseliny v in vitro podminkach vznikne, zavisi na
mnoha faktorech, napifiklad na délce vldkna, sekvenci
bazi, slozeni rozpoustédla a na druhu kationtu stabilizujici-
ho G-kvadruplex*”. Vyznam a mechanismus vzniku
G-kvadruplext v zivych systémech neni jesté zcela pocho-
pen. In vivo byl potvrzen vyskyt G-kvadruplext
v promotorovych oblastech n&kterych gend® a také
v oblasti lidskych telomer’. Predpoklada se, ze
G-kvadruplexy hraji roli v regulaci genové exprese a jejich
tvorba a zanik také souvisi s aktivitou enzymu telomerasy

atimis délkou telomer® '°.

2.2. G-kvadruplexy v oblasti telomer

Telomery jsou koncové ¢asti eukaryotickych chro-
mosomu. Jejich hlavni funkci je ochrana genomu pred
ztratou dédi¢né informace a odliSeni koncovych oblasti
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Obr. 1. Struktura G-kvartetu vznikla interakci ¢tyf guanino-
vych bazi Hoogstenovym parovanim (A), usporadani nékolika
G-kvarteti nad sebou za vzniku G-kvadruplexu (B)3
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Obr. 2. MozZnosti uspoiadani G-kvadruplexi podle poctu
a uspoiadani vlaken nukleovych Kkyselin; tetramolekularni
paralelni (A), bimolekularni antiparalelni (B), monomolekularni
antiparalelni (C), monomolekularni paralelni (D), monomoleku-
lérni3 antiparalelni (E), monomolekularni smiseny (F) G-kvadru-
plex

chromosomll od mist poSkozeni DNA a tim chréni pfed
spusténim odpovédi na poskozeni DNA'"'2,

Strukturné jsou telomery nukleoproteinové komplexy
tvofené repetitivnimi useky DNA bohatymi na guanin
a souborem specifickych proteint, ktery se nazyva shelte-
rin". Délka a sekvence telomerické DNA je specificka pro
kazdy organismus. Lidské telomery jsou pii narozeni dlou-
hé priblizné¢ 15-20 kbp a obsahuji repetitivni sekvenci
5-(TTAGGG),-3" s jednofetézcovym piesahem na
3"-konci'*"”.

Délka telomer urCuje pocet bunéénych déleni.
S kazdym bunéénym délenim dochédzi ke ztrat¢ 50-100
nukleotid, protoze DNA-polymerasa neni pii replikaci
schopna prodluzovat opozd'ujici vldkno DNA az do kon-
ce'®. Tento jev vede k omezenému poctu bunéénych déle-
ni, kterému se fika Hayflickiv limit'’.

V nékterych buikéach je délka telomer udrZovéana
pomoci enzymu telomerasy, ktery pridava kratké repetitiv-
ni DNA sekvence na 3’-konec telomer. Lidska telomerasa
se sklada ze dvou podjednotek — proteinové podjednotky
s vlastnostmi reverzni transkriptasy hTERT (human Telo-
merase Reverse Transcriptase) a RNA podjednotky hTR
(human Telomerase RNA), ktera slouzi jako vzor pro pro-
dluzovani telomerického 3’-konce'®. Za fyziologickych
podminek je telomerasa aktivni v embryonalnich
a kmenovych bunkach. Patologicky je aktivita telomerasy
zvySena u 85-95 % nadorovych bunék a umoziuje jejich
neomezené déleni'®?’. Ve vétiing somatickych bungk se
telomerasa nevyskytuje, vyjimku tvofi pouze bunky
s vysokou schopnosti rlistu a regenerace, jako jsou bazalni
buiiky epidermis®!, hematopoetické”** a endothelialni
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buiiky®*, aktivované lymfocyty®, epithelialni buiiky stfev-
ni sliznice®® a buiiky vlasovych folikuli®’. V t&chto bui-
kach je ale aktivita telomerasy niz§i nez u nadorovych
buné€k, nedokaze udrzovat plnou délku telomer, a dochazi
pouze ke zpomaleni zkracovani telomer a tim
k prodlouZeni Zivotnosti bungk*****’,

Jednoftetézcovy presah na 3’-konci telomer je po vét-
Sinu bunééného cyklu sbalen v podobé shelterinového
komplexu a brani tak rozpoznani koncti chromosomi jako
dvouretézcovych zlomil a spusténi opravnych mechanis-
md, dale chrani pied rekombinaci, degradaci exonukleasa-
mi a fizi s daldimi chromosomy®’. Piivodné se uvazovalo
pouze o vytvoreni jednoduché T-smy&ky*'*2. Nyni se uka-
zuje, Ze repetitivni na guanin bohatd sekvence telomerické
DNA mize tvofit G-kvadruplexy**~*.

In vivo byla existence G-kvadruplext v telomerické
oblasti poprvé prokazana u nalevnika Stylonychia lemnae.
Tento prvok je vyhledavany modelovy organismus pro
studium telomer, jeho makronukleus obsahuje miliony
chromosomtl, tedy i mnohem vét§i mnozstvi telomerické
DNA ne? ostatni organismy>>. V ptipadé lidskych telomer
byly G-kvadruplexy in vivo poprvé prokazany radioaktiv-
né znadenym G-kvadruplexovym ligandem *H-360A
(cit.”).

V oblasti telomer se uvaZuje n€kolik moZznosti sbaleni
G-kvadruplext (obr. 3). Intramolekularni G-kvadruplex by
mohl byt tvofen misto T-smy¢ky na konci jednofetézcové-
ho presahu (obr. 3Ai), ptipadné by se G-kvadruplex mohl
tvofit jako soucast T-smycky (obr. 3Aii.a a 3Aiib). Za
ucelem kondenzace telomerického jednofetézcového pre-
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Obr. 3. Predpoklidané moZnosti sbaleni G-kvadruplexi
v oblasti telomer. Monomolekularni G-kvadruplex misto T-
smycky (Ai), jako soucast T-smycky (Aii), nékolik G-
kvadruplexiit  za  sebou  (Aiii), bimolekularni  (Bi)

a tetramolekularni (Bii) G-kvadruplex*®
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sahu je mozno predpokldadat vytvoreni i1 nekolika
G-kvadruplexti za sebou (obr. 3Aiii). Intermolekularni
(bimolekularni (obr. 3Bi) nebo tetramolekularni (obr. 3Bii)
sbalovani telomerickych ptesahit G-kvadruplexti by mohlo
hrat roli pfi meiose. Pfipadné by také mohly tvofit ochran-
nou strukturu na koncich telomer, pokud by telomerické
vlédkno bylo pfili§ kratké a nemohlo by samostatné vytvofit
intramolekularni ~ G-kvadruplex  nebo  T-smycku.
G-kvadruplex by se mohl tvofit i v dvoufetézcové oblasti
telomerické DNA. Komplementarni na cytosin bohaté
vlakno by se stejné jako v promotorovych oblastech geni
mohlo sbalit do struktury oznadované jako i-motiv'>*®.

2.3.Stabilizace telomerického G-kvadruplexu —
mozny pristup k 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Mezi nejrozsifenéjsi zptsoby 1é€by zhoubnych nado-
rovych onemocnéni patii chirurgické odstranéni nadoru,
chemoterapie, radioterapie nebo biologické 1é¢ba. Casto se
pouziva kombinace né€kolika 1é¢ebnych ptistupt, ale i tak
je s 1écbou spojeno mnoho komplikaci a vedlejsich ucinka
a ucinnost 1é¢by je stale nedostateéna. Nejvétsim problé-
mem je neselektivni ptsobeni a poskozeni i normalnich
zdravych bun€k. Proto se stile hledaji nové, selektivni
zpusoby 1écby. Vyznamnym rozdilem mezi normalni zdra-
vou a nadorovou buiikou je jeji replikaéni potencial a rych-
lost bunécného déleni. Nadorové bunky maji oproti nor-
malnim nenddorovym buitkdm obvykle velmi kratké telo-
mery (2-5 kbp), které jsou ale prodluZzovany enzymem
telomerasou. Téchto rozdili mezi nddorovymi a nenadoro-
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vymi buiikami by mohlo byt asp&sn& vyuzito v 1ésbs' 7.

Jednim z moznych pfistupil selektivni 1écby zhoub-
nych nadorovych onemocnéni je stabilizace telomerického
G-kvadruplexu pomoci malomolekulového ligandu®”’.
G-kvadruplexové ligandy by mohly selektivné omezovat
rist pouze nadorovych buné€k, aniz by mély vliv na nor-
mélni nenadorové buitky***'. Tato interakce zahrnuje dva
mozné mechanismy ucinku — tzv. kratkodoby a dlouhodo-
by efekt (obr. 4)*.

Dlouhodoby efekt (obr. 4) je zalozen na zablokovani
interakce enzymu telomerasy s koncovou casti telomer.
Pokud je telomericky jednofetézcovy piesah sbalen
do G-kvadruplexu, hTR podjednotka enzymu se nemtize
navazat, a tim je zablokovan prvni krok prodluzovani telo-
mer a s kazdym bunécnym délenim dochazi k jejich zkra-
covani. Jelikoz je délka telomer u nadorovych bunék
v porovnani s normalnimi nenadorovymi burikami vyrazné
kratsi, dochazelo by tak u naddorovych bun¢k k rychlejsimu
zaniku bez negativniho ovlivnéni normalnich nenadoro-
vych bungk?®3%434,

Experimentalné je vSak prokazano, ze efekt nékte-
rych ligandil je pozorovatelny jiz v mnohem kratsi dobe¢,
tzv. kratkodoby efekt (obr. 4), ktery je z terapeutického
hlediska mnohem zajimav¢jsi. Stabilizaci telomerického
G-kvadruplexu vazbou malomolekulového ligandu dojde
k naruseni obvyklé struktury telomer a shelterinového
komplexu, coz vede ke spusSténi odpovédi na posSkozeni
DNA a tvorbé dvouietézcovych zlomi, fazi chromosomu,
chybnému probchnuti anafaze, k senescenci a k indukci
apoptosy. Tento kratkodoby efekt se projevi v priméru
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Obr. 4. Sled piedpokladanych udalosti po stabilizaci telomerického G-kvadruplexu malomolekulovym ligandem*
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za 5-10 dni a nedochézi pfi ném k vyraznému zkraceni
telomer3®41:45:46.

Bylo popsédno i synergické pisobeni G-kvadru-
plexovych ligandi v kombinaci s bézné pouZzivany-
mi chemoterapeutiky (napiiklad paclitaxel, imatinib).
Kombinaci G-kvadruplexovy ligand-chemoterapeutikum
bylo dosazeno lepsich vysledki pii 1é¢bé nadorovych one-

mocnéni neZ pii pouziti samotného chemoterapeutika®®"*.

3. Zavér

G-kvadruplexy jsou specifické struktury nukleovych
kyselin a vyskytuji se v promotorovych oblastech onkoge-
nl a v telomerickych oblastech na koncich chromosomii.
Ob¢ tyto oblasti hraji roli pfi vzniku a vyvoji nddorovych
onemocnéni. G-kvadruplexy jsou tak v soucasné dobé
pfedmétem intenzivniho studia jako moZzného cile pro
1écbu zhoubnych nadorovych onemocnéni. Hledaji se pre-
devsim nova 1éciva — malomolekulové ligandy, které by
specificky stabilizovaly urcity typ G-kvadruplexu, a tim by
bylo dosazeno selektivni 1écby nddorovych onemocnéni.

Rada bych podékovala panu prof. Martinu Fuskovi
a dr. Filipovi Teplému za pomoc pri psani tohoto clanku.
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P. Hubalkova (Department of Biochemistry and Mi-
crobiology, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue): G-quadruplexes in Human Telomeric Region and
Their Therapeutic Potential

G-quadruplexes are types of secondary structures of
nucleic acids, which are formed in guanine-rich regions.
Their existence in vivo was confirmed in promoter regions
of some genes and at the end of chromosomes in the telo-
meric regions. The specific structure of G-quadruplexes is
a promising target in cancer treatment. There is a search
for small ligands, which could stabilize a specific type of
G-quadruplexes. Cancer cells are markedly different from
normal cells in the telomeric region: the regions are pro-
foundly shorter. Telomeric regions in cancer cells are pro-
longed by an enzyme telomerase, while this enzyme is
inactive in almost all somatic cells. Stabilization of telo-
meric G-quadruplex by a specific small ligand induces
disruption of a normal protective function of telomers
leading to cell damage and its death. This approach could
be successful in cancer treatment.



