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1. Povzetek

G-kvadrupleksi so sekundarne strukture z gvaninom bogatih DNK oligonukleotidov. Take sekvence DNK so
pogosto prisotne v promotorskih regijah genov, kar pomeni, da potencialno vplivajo na njihovo izraZanje in
bi lahko bile uporabljene za zdravljenje razli€nih bolezni, na primer raka. V tej raziskovalni nalogi smo se
osredotoCili na vpliv razli€nih G-kvadrupleksnih struktur na izraZanje gena EGFR. Mutacije tega gena so
neposredno povezane z nastankom nekaterih vrst raka. Promotorska regija EGFR vkljuCuje osem sekvenc
DNK, ki so bogate z gvaninom in zaradi tega lahko tvorijo G-kvadruplekse. Dovolj stabilni G-kvadrupleksi bi
lahko vplivali na izraZanje gena EGFR. Zeleli smo ugotoviti, e bi bila ta G-bogata obmogja zmoZna
predstavljati tarCo za zniZanje izraZanja gena EGFR, kar bi bilo koristno pri zdravljenju raka, ki ga povzroCajo
mutacije na tem genu. To bi bilo Se posebej pomembno pri rakavih celicah, ki so Ze razvile odpornost na
trenutno dostopna zdravljenja. Sintetizirali smo oligonukleotide teh osmih sekvenc, jih testirali z in vitro
testom ustavitve DNK polimeraze ter opazovali sestavljanje G-kvadrupleksov z NMR in CD spektroskopijo.
Eksperimente smo izvedli pri 25°C in 37°C z razliCnimi &asovnimi intervali. Opazili smo, da so nekateri
oligonukleotidi tvorili G-kvadruplekse, ki so bili dovolj stabilni, da so ustavili proces podvajanja DNK
vijaCnice. Te G-kvadruplekse lahko destabilizira viSja temperatura, kar omogoCi DNK polimerazi
sintetiziranje daljSih produktov. Raziskava nam je omogoCila globlje razumevanje konformacijske ureditve
promotorske regije gena EGFR in bo primerno izhodiSCe za zasnovo personaliziranih ligandov, ki bodo
modulirali njegovo izrazanje.

KljuCne besedne zveze: DNK, G-kvadrupleksi, EGFR, genetske mutacije, NMR spektroskopija, DNK
polimeraza, rakava obolenja
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2. Uvod

Rak je Siroko razSirjena skupina bolezni, ki lahko vpliva na katerikoli del telesa in letno povzroCi milijone
smrti.! PovzroCa hitro in nenadzorovano rast abnormalnih celic, te pa presegajo svoje obiCajne meje in se
lahko Sirijo na druge organe. Bolezen se manifestira ob transformaciji zdravih celic v tumorne, kot posledica
zunanjih ali notranjih vplivov, npr.: sevanje, virusi, kemikalije, hormoni, avtoimune bolezni in genetske
mutacije.? Prav tako so raziskave pokazale, da rak inducirajo nekatere vsakdanje navade kot so kajenje,
pretirano sonCenje, prekomerna telesna masa in uZivanje alkohola.?

Rak so razliCni zdravniki opisovali skozi vso zgodovino, Se preden so ga znali poimenovati. Eden izmed
najstarejSih zapisov je bil najden v starodavni EgipCanski knjigi “Papirus Edwina Smitha”, okoli leta 3000
pr.Kr in opisuje osem primerov tumorov, za katere niso poznali zdravila.? Kljuéne napredke v znanju o raku in
razvoju terapij lahko pripiSemo Watsonovem in Crickovem odkritju dvojne vijaCne strukture DNK (I. 1953).2
BoljSe razumevanje osnovne mehanike Zivljenja je razkrilo, da mnogo bolezni nastane zaradi sprememb
DNK kode, kar se najveCkrat manifestira pri abnormalnih proteinih.?

Kljub izjemnemu napredku ostaja zdravljenje raka teZavno, v mnogih primerih celo nemogoce.* Ker rak
izvira iz bolnikovih lastnih celic, je tako raznolik kot ljudje in terapije morajo biti zelo specificne, da so
uspesne. Stevilo bolnikov raka trenutno neprestano nara$&a in povzro&a izzive pri zagotavljanju optimalne
nege. Zato je onkologija (Studij raka) aktualno podroCje, Se posebej ko i§Ce drugaCne, boljSe pristope k
zdravljenju raka.*

Poleti 2021 sem imela priloZnost opravljati Studentsko delo v NMR oddelku na Kemijskem inStitutu. Glavni
fokus raziskovalne skupine je Studij strukture in dinamike bioloSko pomembnih makromolekul in njihovih
interakcij, najpogosteje z uporabo nukleo magnetne resonance (NMR) spektroskopije. V tem Casu sem v
njihovem laboratoriju spoznala laboratorijsko opremo in nekatere dele procesa eksperimentov. Ponudili so
mi moznost opravljanja raziskovalne naloge in leta 2023 sem se odloCila to priloZnost sprejeti. Pod
mentorstvom Dr. Anite Kotar sem zaCela raziskovalno nalogo, ki se osredotoCa na potencialni antitumorski
efekt G-kvadrupleksov v promotorski regiji onkogena EGFR (epidermalni rastni faktor receptor).

Hormonski mehanizmi, ki nadzorujejo hitrost celiCne delitve, diferenciacije in Stevilo dovzetnih celic
pogosto vplivajo na tveganja nastanka raka. Eden izmed teh mehanizmov je EGF (epidermalni rastni faktor),
polipeptidni hormon, ki povzroGa Sirjenje in keratinizacijo vrhnje plasti naSe koZe.> Mutacije na EGF
receptorju promovirjajo Siritev, rast in aktivacijo rakavih celic.® Raziskave druZine EGFR genov in povezanih
signalnih poti so povzroCile napredek v naSem razumevanju raka, izvirajoCega iz epitelnega tkiva telesa in
vodile v razvoj odobrenih terapij ciljanih na EGFR.” Nekateri aspekti pa Se vedno ostajajo nejasni ter
povzroCajo nastanek odpora na terapije. Trenutne terapije uporabljajo monoklonska protitelesa in tirozin
kinazne inhibitorje, ki selektivno targetirajo celice, ki rastejo pretirano in nenadzorovano.’> Reverzibilni
tirozin kinazni inhibitorji se sooCajo s problemi nezadostne specifi€nosti in razvojom odpornosti, Ceprav
kaZejo trajno uCinkovitost.’

Pred kratkim so raziskovalci v proksimalni promotorski regiji EGFR onkogena identificirali G-kvadrupleks z
unikatno “snap-back” zanko. Ta zanka predstavlja potencialno tarCo za razvoj terapije proti raku.” RazreSena
G-kvadrupleksna struktura EGFR je zelo stabilna in za razliko od drugih “snap-back” zank v G-kvadrupleksih
se v njej naravno pojavljajo boCni ostanki.” Zavira DNK polimerazo in zagotavlja obetavno molekularno tar¢o
za razvoj alternativnih zaviralcev signalizacije EGFR pri terapiji raka.’



Cilji raziskave

V naSem raziskovalnem projektu smo Zeleli razSiriti idejo o G-kvadrupleksih kot moznih tarCah pri
zdravljenju raka. Mnogo promotorskih regij v genih je bogatih z gvaninom, kar kaZe na potencialno vlogo
G-kvadrupleksov pri regulaciji genov.” OsredotoCili smo se na protoonkogene EGFR, ki kodirajo tirozin
kinazni receptor, kjuCen v terapiji proti raku.> Promotorska regija gena EGFR vsebuje osem regij bogatih z
gvaninom, ki predstavljajo Se neraziskovane mozZnosti za utiSanje genov. Z uporabo NMR in CD
spektroskopije smo ocenili zmoznost oligonukleotidov, ki vsebujejo Stiri sekvence iz G-bogatih regij EGFR
promotorja, da tvorijo G-kvadruplekse. Zeleli smo ovrednotiti ali oligonukleotidi tvorijo dovolj stabilne
G-kvadruplekse, da vplivajo na podvojevanje DNK molekule. To smo storili s postopkom ustavitve DNK
polimeraze. Regije, ki tvorijo dovolj stabilne G-kvadruplekse bi lahko potencialno bile taréa pri regulaciji
izrazanja EGFR receptorja in nudile alternativni pristop k zdravljenju pacientov raka z Ze razvito odpornostjo
na konvencionalne terapije. Bolj personalizirani, individualen in trajen pristop bi lahko pomenil tudi
redukcijo cene in porabe materialov.



3. DNK

Struktura DNK

Genetsko informacijo organizma nosi molekula deoksiribonukleinske kisline (DNK).® Vsebuje navodila
potrebna za razvoj, preZivetje in razmnoZevanje organizma.® SpecifiCne regije genoma so kopirane v
molekulo ribonukleinske kisline (RNK), ki je v citoplazmi prevedena v proteine.

DNK molekulo lahko vidimo tudi kot polimer nukleotidov. Nukleotidi so monomeri sestavljeni iz
petogljiCnega sladkorja deoksiriboze, fosfatne skupine in duSikove baze.® Obstajajo Stiri duSikove baze:
Adenin (A), citozin (C), gvanin (G) in timin (T).” (slika 1 in 2)’
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Gvanin Adenin Citozin Timin

Slika 1: DuSikove baze v DNK so gvanin, adenin, citozin in timin. R predstavlja sladkor deoksiribozo in fosfatno skupino,
prikazani na sliki 2.

Fosfatna skupina je sestavljena iz fosforjevih in kisikovih atomov.” Nukleotidi so povezani s kovalentno vezjo
imenovano fosfodiestrska vez, ki poveze sladkor enega nukleotida s fosfatno skupino drugega in tvori
“hrbtenico” izmenjajoCih se sladkorjev in fosfatnih skupin.’

Molekula DNK ima dva razli€na konca (slika 2), 3" in 5' konec,
ki se nanaSata na ogljikove atome v sladkornem obroCu
nukleotidov. 3' konec se zaklju€i s hidroksilno skupino,
vezano na tretji ogljik, 5' konec pa s fosfatno skupino, vezano
na peti ogljik molekule sladkorja. Usmerjenost teh koncev je
kljuéna pri procesih replikacije in transkripcije DNK.” Encimi
kot na primer DNK polimeraza, ki so vkljuCeni v te procese
preberejo DNK molekulo v doloCeni smeri in vedno
sintetizirajo nove verige v smeri 5’ proti 3°.” Razlika teh dveh

glavnih koncev je zelo pomembna za razumevanje in
. . . .o 7
manipulacijo genetske informacije. [

Slika 2: Sladkor deoksiriboza in fosfatna skupina.
DNK veriga je oStevilCena v smer 5" — 3’



Kanoni€no zdruzevanje baz

Obstaja veliko razli€nih strukturnih geometrij, ki jih lahko prevzame DNK, identificiranih kot A, B, C itd.
Njihovo strukturo lahko sprozijo na primer specifiCne koncentracije soli, sestava zaporedja nukleotidov in
ravni hidracije.? Vse Crke razen F, Q, U, Vin Y so Ze bile uporabljene za poimenovanje razli¢nih struktur DNK
molekule.®. Toda najbolj pogosta struktura, ki jo v genomu prevzame DNK pod fizioloSkimi pogoji je
desnosuCna oblika B-DNK (slika 3). Prvi¢ sta jo opisala James Watson in Francis Crick leta 1953.% B-DNK je
dvojno vijaCna struktura, kjer se dve vijaCnici vijeta okoli skupne osi in sta povezani z vodikovimi vezmi. Vsak
obrat vijaCnice v strukturi vsebuje 10 baznih parov.?

Slika 3: B-DNK struktura.”®

Specifi€ni vzorec vodikovih vezi povezuje purinske in pirimidinske baze oziroma pare adenina s timinom
(AeT) in pare gvanina s citozinom (GeC) (slika 4) ter je obiCajno oznaCen kot Watson-Crickov (WC) ali

kanoni¢ni naCin povezovanja nukleotidov.?

H 1
| CH,
NN
. N’ C | X H
0 ~ T

H & N\.
."O Q_
3 O

Slika 4: KanoniCni bazni pari GeC (levo) in AeT (desno).



Ne kanoni¢no bazno parjenje

DNK je strukturno zelo kompleksna in lahko tvori mnoge med sabo drugaCne ureditve poleg kanoniCnih
Watson-Crick baznih parov.®? Purine (gvanin in adenin) tvorita Watson-Crick rob in Hoogsteen rob. (Slika
5).°
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Slika 5: WC in Hoogsteen rob purina (na sliki gvanin).

Orientacija baz v WC baznih parih je antiparalelna, kar pomeni da te€e ena veriga v smer 5’ proti 3’, druga
pa v smer 3’ proti 5’. Vodikove vezi, ki se tvorijo med bazami so specifiCne in vedno povezujejo Ain T z
dvema vodikovima vezema in G in C z tremi vodikovimi vezmi. Baze so planarne. Medtem pa Hoogsteenovo
bazno parjenje ni antiparalelno. V standardnem Hoogsteenovem baznem paru pirimidin uporablja svoj
Watson-Crickov rob za vezavo na strani N1, C6 in N7 purinske baze. Premik pirimidina za 180° povzroCi
nastanek inverznega Hoogsteenovega baznega para.’ Sposobnost molekule DNK, da tvori nekanoniCne pare,
kot so homopurinski in homopirimidinski bazni pari, ima pomembno vlogo pri tvorbi trojCkov in Cetvork, ki
so osnovne strukturne enote tripleksnih in kvadrupleksnih struktur, kot so G-kvadrupleksi.

Replikacija DNK

In vivo je podvajanje DNK proces, pri katerem se genom molekule kopira v celici med delitvijo, kar zagotavlja
dedovanje genetskih informacij.’® NatanCnost tega procesa je klju€na, saj napake povzroCajo mutacije. V
zaCetni fazi se verigi dvojne vijaCnice DNK loCita, pri Cemer vsaka veriga sluzi kot matrica za sintezo nove,
komplementarne verige. V proces je vklju€enih ve€ beljakovin, med njimi tudi DNK-polimeraza, ki sintetizira
nove verige DNK z vkljuGevanjem nukleotidov, komplementarnih matri¢ni verigi, v smeri od 5' proti 3'."° In
vitro lahko podvajanje DNK izvedemo s pomocCjo v laboratoriju pripravljenih zaetnih oligonukleotidov
(primerjev), ki sproZijo proces na matri¢ni molekuli DNK.™



4. G-kvadrupleksne strukture

G-kvadrupleksi so Stiri verizne strukture, ki nastanejo iz oligonukleotidov nukleinske kisline, bogatih z
gvaninom, pod posebnimi pogoji visoke ionske modi kationov Na in K.2 Najprej je veljalo, da nastajajo samo
in vitro (zunaj Zivega organizma), leta 1987 pa je bilo predlagano, da bi StiriveriZne strukture z G-tetradami
lahko prevzele z G-bogate sekvence, ki jih najdemo v telomerih (regijah ponavljajoCih se zaporedij DNK na
koncu kromosoma) in v drugih funkcionalnih regijah.?

Glavni gradnik vseh G-kvadrupleksov je G-kvartet (slika 6), ki je struktura, sestavljena iz Stirih gvaninskih baz,
povezanih s Hoogsteenovo vodikovo vezjo.® Z zlaganjem drug na drugega tvorijo G-kvadruplekse (slika 7).
NajpogostejSi so G-kvadrupleksi s tremi G-kvarteti.®
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Slika 6: Shema G-kvarteta. Vijoliéni krog na sredini G-kvarteta predstavlja kation.

Kationi in G-kvadrupleksi

Da se G-kvadrupleksi lahko oblikujejo, potrebujejo katione.® Skladi G-kvartetov ustvarijo votlino, ki je
obdana z negativnim nabojem zaradi gvanin karbonilnih atomov kisika 06, ki doloCajo ravninske kvadrate v
vsakem G-kvartetu.® Dehidrirani kationi medsebojno komunicirajo z gvanin karbonilnimi atomi kisika 06 in
stabilizirajo strukturo (slika 6). Elektrostati¢ni odboj med kationi je zaS&iten z delnimi negativnimi naboji na
kisiku 06. NajuCinkoviteji pri stabilizaciji G-kvadrupleksov so kationi K+, Na+, NH4+, Sr2+ in Pb2+.8 Se
posebej stabilne so strukture s K+ kationi.®

Slika 7: Zlaganje G-kvartetov, stabiliziranih s kationi (vijoli¢ni krogi).
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Razli¢ne strukture G-kvadrupleksov

Strukture G-kvadrupleksa so lahko intermolekularne, kar pomeni, da nastanejo med Stirimi molekulami
(tetra molekularne) ali dvema verigama (bimolekularne).® Lahko se tvorijo tudi intramolekularno
(unimolekularne).? Poleg tega jih je mogoCe razlikovati po relativni 5' do 3' usmerjenosti hrbtenice DNK, ki
povezujejo G-odseke, vkljuCene v tvorbo G-kvartetov. G-kvadrupleksi so lahko vsi vzporedni (s Stirimi
verigami z isto orientacijo) ali antiparalelni (z dvema verigama v eni orientaciji in dvema v drugi). Zanke so
strukturni elementi, ki povezujejo dva G-kvarteta G-kvadrupleksnega jedra.?®

G-kvadrupleks strukture pri transkripciji

Promotorske regije CloveSkih onkogenov in regulacijskih elementov verjetno vsebujejo zaporedia, ki tvorijo
G-kvadruplekse.? Te strukture lahko povzroGijo zastoj v procesu replikacije DNK, ko so oblikovane iz osnovne
verige’® NaGeloma lahko, Ge so oblikovane na kodirajoCi verigi, potencialno poveCajo transkripcijo tako, da
prispevajo k ohranjanju prepisane verige v enoveriZni konformaciji.®

G-kvadrupleks strukture pri replikaciji

Motivi, ki tvorijo G-kvadruplekse, so povezani z veCino izvorov replikacije. Replikativne helikaze loCujejo
verige DNK med replikacijo DNK.® Vodilna veriga se sintetizira neprekinjeno, medtem ko se zaostala veriga
sintetizira diskontinuirano in jo za kratek Cas pusti enoverizno. Zlasti zaostala veriga lahko tvori strukture
G-kvadrupleksa in zato ustavi replikacijski proces. Da DNK polimeraza uporabi verigo DNK kot osnovo, je
treba najprej razreSiti G-kvadrupleks.?

G-kvadrupleksi kot nove tarCe proti raku

Teorija pravi, da je za veCino rakavih obolenj znaCilnih Sest temeljnih sprememb v celi€ni fiziologiji, ki imajo
enake funkcionalne zmoZnosti v svojem razvoju.® NeobCutljivost za signale, ki zavirajo rast, izogibanje
apoptozi, samozadostnost pri signalih rasti, invazija v tkivo in metastaze, trajna angiogeneza in neomejen
replikativni potencial. Strukture G-kvadrupleksa so odkrili v genih in kromosomskih regijah, ki so prisotne v
vseh Sestih funkcionalnih sposobnostih.?

Zaradi svoje strukturne raznolikosti in edinstvenih znaCilnosti molekularnega prepoznavanja so veziva
G-kvadrupleksa primerna zdravila s potencialno visoko specifiCnostjo za rakave celice.? Z vidika razvoja
zdravil so G-kvadrupleksi bolj podobni proteinskemu molekularnemu receptorju kot obiCajnim tar€am, v
obliki B-DNK.® B-DNK je bila prva tarCa za vrsto zdravil, ki so bila uporabljena v terapiji proti raku.? Kljub
nekaterim uspehom pri zdravljenju pa je klini€ni potencial dejavnikov, ki poSkodujejo DNK, zmanj8an zaradi
njihove sploSne nespecifiCnosti in poSkodbe celic.?

Zaradi Stevilnih oblik, ki jih lahko sprejmejo, G-kvadrupleksi zagotavljajo nov razred molekularnih tar€ za
spojine, ki medsebojno delujejo z DNK, in ponujajo nove priloZnosti za izdelavo zdravil.® Zaenkrat je to
znanje ve¢inoma teoretiCno, saj je bil samo en G-kvadrupleksni ligand testiran na ljudeh.? Kljub temu so
G-kvadrupleksni ligandi obetaven predmet raziskav pri zdravljenju raka.?

1



5. Receptor epidermalnega rastnega faktorja (EGFR)

Receptor epidermalnega rastnega faktorja (EGFR) je receptor, ki se nahaja na povrSini celice in ima kljuno
vlogo pri razli€nih vrstah raka pri ljudeh. Spada v druzino ErbB receptorskih protein kinaz in se fizioloSko
aktivira s sedmimi razliCnimi ligandi (molekulami, ki se lahko veZejo na receptorje)."” EGFR uravnava
normalno rast in proliferacijo celic (hitro podvajanje celic)."® Prekomerna ekspresija EGFR in mutacije, ki
vodijo v njegovo konstitutivno aktivacijo, so znani dejavniki onkogeneze. Rak dojke, nedrobnoceli€ni pljucni
rak in glioblastom so posledica teh nepravilnosti.” Trenutni terapevtski pristopi vklju€ujejo zaviralce tirozin
kinaz in monoklonska protitelesa, ki delujejo proti poveCani ekspresiji EGFR.'> Vendar pa njihovo
uCinkovitost omejujejo notranji ali pridobljeni mehanizmi rezistence. TeZava nastane, ko mutacije postanejo
specifiCne in prispevajo k odpornosti na terapevtske pristope.'” Dokazano je, da se G-kvadrupleksne
strukture lahko tvorijo v CloveSkih celicah, predvsem v telomernih in promotorskih regijah onkogenov. Ker
lahko te strukture v promotorskih regijah potencialno uravnavajo transkripcijo genov, njihova stabilizacija z
majhnimi molekularnimi ligandi pogosto vodi v zaviranje genske ekspresije.* ' Spodbujanje tvorbe
G-kvadrupleksov v promotorski regiji gena EGFR, kar bi povzroCilo utiSanje transkripcije EGFR, bi lahko
predstavljalo novo, moC€no terapevtsko strategijo, ki bi presegla teZave z odpornostjo in specifiCnostjo.”
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7. Cilji raziskave in hipoteze

Prvi cilj raziskave je bil oceniti teorijo, da lahko G-kvadrupleksne strukture nadzorujejo izrazanje genov z
formacijo stabilnih struktur, ki komunicirajo z prepisovalnimi in podvojevalnimi encimi.

Posebej smo se osredotoCili na promotorsko regijo gena EGFR, ki je pri nekaterih vrstah raka pogosto
mutiran ali prekomerno izraZzen. Promocijska regija tega gena vkljuCuje osem zaporedij, bogatih z gvanini, ki
lahko tvorijo strukture G-kvadrupleksa. Nas$ cilj je bil preizkusiti ta zaporedja, i) ali lahko tvorijo
G-kvadruplekse in ii) ali tvorba G-kvadrupleksa ustavi proces podvajanja DNK z DNK polimerazo. Z uporabo
NMR in CD spektroskopije smo ovrednotili sekundarne strukture Stirih z gvaninom bogatih zaporedij iz
promotorja EGFR in z in vitro testom zaustavitve DNK polimeraze raziskali njihov vpliv na procese podvajanja
DNK. Na$ drugi cilj je bil videti, kako temperatura vpliva na stabilnost G-kvadrupleksov iz regije promotorja
EGFR. To smo dosegli tako, da smo v enakih Casovnih intervalih izvedli test zaustavitve DNK polimeraze pri
dveh razli€nih temperaturah (25 °C in nato pri 37 °C).

Hipoteze:

1. G-kvadrupleksi bodo ustavili proces podvajanja DNK in ustavili DNK polimerazo, da ne bo
sintetizirala komplementarnih oligonukleotidov.

2. Pri viSji temperaturi so G-kvadrupleksi manj stabilni in DNK polimeraza bo lahko sintetizirala daljSe
produkte.
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6. Metode

Sinteza DNK oligonukleotidov

Slika 8: DNK/RNA oligonukleotidni sintetizator na nacionalnem inStitutu Kemije, Slovenija.

Vsi oligonukleotidi, ki so bili uporabljeni pri preizkusu zaustavitve DNK-polimeraze ter pri NMR in CD
eksperimentih, so bili pripravljeni s kemijsko sintezo, ki temelji na fosforamiditni kemiji na trdnem nosilcu.
Fosforamiditi so modificirani nukleotidi, posebej zasnovani za uporabo v sodobni sintezi DNK. Proces sinteze
DNK je avtomatiziran in se izvaja s pomoCjo naprav, ki nukleotide zaporedno dodajajo zaCetnemu
nukleotidu, pritrjenemu na trdni nosilec (Slika 8). Trdni nosilec je obiCajno steklo s kontroliranimi porami
(CPG) ali polistirenske (PS) kroglice. Ker so fosforamiditi, uporabljeni pri sintezi DNK, zelo reaktivne
molekule, mora sinteza potekati v brezvodnem okolju s popolno zaS&ito reaktivnih skupin, da se prepreci
nastanek nezelenih stranskih produktov. Opozoriti Zelimo na za$€itno skupino DMT (dimetiltriptamin), ki se
nahaja na 5' polozaju fosforamidita in se odstrani tik pred dodajanjem novega ostanka. Sintetizator je
zasnovan tako, da meri sproS&anje DMT skupine in s tem spremlja u€inkovitost vsakega koraka sinteze DNK.
Prvi ostanek je pritrjen na trdni nosilec, naslednje baze pa se dodajajo eno za drugo, pri Cemer sinteza
poteka v smeri 3' — 5' v Stirih korakih: deprotekcija, spajanje, kapiranje in oksidacija (Slika 9)."™
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Slika 9: Shematski prikaz Stirih stopenj sinteze oligonukleotidov z uporabo standardne fosforamiditne kemije na trdnem
nosilcu.?

Po konCani sintezi se oligonukleotid odcepi od trdnega nosilca in zaS&itne skupine, ki ostanejo, se odstranijo
z mo¢no bazo; na primer amonijevim hidroksidom.*®

Merjenje koncentracije DNK

Thermo Scientific NanoDrop spektrofotometer je naprava, ki se uporablja za kvantifikacijo DNK, RNK in
proteinov iz majhnih koli€in tekoCega vzorca (1-2 L) (Slika 10). Uporablja se za merjenje koncentracije
vzorca DNK/RNK na podlagi Beer-Lambertovega zakona z uporabo valovne dolZine svetlobe 260 nm."
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Slika 10: Spektrofotometer Thermo Scientific NanoDrop v laboratoriju na Kemijskem inStitutu, Slovenija.

NMR spektroskopija

NMR (jedrska magnetna resonanca) spektroskopija je postopek, ki se uporablja za preuCevanje strukture,
dinamike in kemijskih procesov razliCnih (bio)kemijskih sistemov. Ena izmed njenih najpomembnejSih
lastnosti je, da lahko zazna podrobna kemijska okolja in gibanje molekul v DNK, proteinih ter drugih
(bio)polimerih. Razvite so razli€ne NMR tehnike, ki omogo€ajo pridobivanje informacij o strukturi molekul,
kot so razdalje med atomi, koti vezi ter orientacije delov ali celotnih biomolekul. Te informacije so klju€ne za
izdelavo natan&nih modelov strukture (bio)molekul.™

Molekule, ki vsebujejo magnetna jedra, postavimo v mo€no magnetno polje, kjer lahko absorbirajo in
oddajajo radiofrekvencno energijo (Slika 11). Razli€ni atomi v molekulah resonirajo pri razli€nih frekvencah,
kar omogoCa natan€no analizo njihove strukture. Jedra imajo lastnost, imenovano spin, ki ustvari magnetni
moment.” Razli€ni izotopi kemijskih elementov imajo razlicne spine, kar vpliva na njihove NMR lastnosti.”
Ko se jedra elementov postavijo v zunanje magnetno polje, se njihovi magnetni momenti poravnajo, kar
povzroCi preklapljanje med razli€nimi energijskimi nivoji. Razlika v energiji teh nivojev je odvisna od jakosti
magnetnega polja, tehnika pa meri resonanno frekvenco, ki povzroCi te preklape. S tem pridobimo
pomembne informacije o strukturi molekul.

NMR izhaja iz teorije jedrskega zaslona, ki omogoCa razumevanje molekularnih struktur.” Elektroni okoli
jeder ustvarjajo magnetna polja, ki vplivajo na energijske nivoje jeder — ta pojav imenujemo zaslonitev.
Razlike v kemijskih vezeh, aromatiCnosti in prisotnosti razli¢nih elektron-donor/akceptor skupin (kemijsko
okolje) se izrazajo v spremembah teh nivojev. Te rahle razlike lahko zaznamo z NMR, saj za vsak spin-flip
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potrebujemo drugaCno frekvenco. Te razlike se nato pojavijo kot loCeni vrhovi v NMR spektru, ki nam
pomagajo ugotoviti kemijsko okolje okoli NMR-aktivnega jedra."”

Slika 11: 600 MHz Brukerjev NMR spektrometer v Slovenskem centru za NMR, Kemijski inStitut, Slovenija.

Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je analitiCna tehnika, ki uporablja elektriCno napetost za loCevanje nabitih molekul
na podlagi njihove elektroforetske mobilnosti.* Elektroforetska mobilnost je odvisna od dejavnikov, kot so
naboj molekule, viskoznost in oblika molekule. Hitrost gibanja delcev je neposredno sorazmerna z
uporabljeno elektriGno poljsko jakostjo, pri Cemer veCji naboj ali manjSa velikost molekul povzroGi hitrejSe
gibanje. Ta tehnika se uporablja predvsem zaradi hitrih rezultatov in loCevanja z visoko loCljivostjo.'
SploSni sistem kapilarne elektroforeze je sestavljen iz visokonapetostnega napajanja, sistema za vnos
vzorcev, kapilarne cevke, detektorja in izhodne naprave.'” Elektrode, ki so prikljuene na napajanje,
inducirajo elektri¢no polje in usmerjajo premike vzorca skozi kapilarno cevko.™ Kapilara je namoCena v vialo
z elektrodami in elektrolitsko raztopino. Preden vzorec vbrizgamo v kapilaro, jo splaknemo z ustrezno
pufersko raztopino. FotopomnoZevalna cev omogocCa konstrukcijo spektrov, ki zagotavljajo informacije o
razmerju med maso in nabojem ionske kategorije.*®

CD spektroskopija

Spektroskopija s kroznim dikroizmom (CD) je optiCna spektroskopska metoda, ki izkoriS§€a diferencialno
absorpcijo levo- in desno-kroZno polarizirane svetlobe z razli€nimi kromoforji in jo je mogoCe uporabiti za
pridobivanje strukturnih informacij o globalni sekundarni strukturi biomolekul.'” Nepolarizirana svetloba je
sestavljena iz valov z razliCnimi usmeritvami elektriCnih in magnetnih komponent. Polarizacija se doseze z
izbiro elektromagnetnih valov z eno samo usmeritvijo in fazo obeh komponent. KroZzno polarizirana svetloba
je lahko levo ali desno usmerjena glede na relativni fazni zamik. Absorpcija desno- in levosu€ne krozno
polarizirane svetlobe s kiralnimi molekulami se razlikuje in razlika se imenuje CD. Stopnja CD je odvisna od
valovne dolzine (baze DNK absorbirajo svetlobo v obmo€ju 180-300 nm) in ta odvisnost je prikazana v
spektru CD. Koli€ina, ki se uporablja za opis tega pojava, se imenuje eliptiCnost in je izrazena v stopinjah. CD
spektroskopija je postala priljubljena metoda za ocenjevanje sekundarnih struktur molekul DNK. V primeru
G-kvadrupleksov pri¢akujemo mocan pozitivni pas pri =260 nm in negativen pas pri =245 nm za vzporedne
G-kvadruplekse, antiparalelni G-kvadrupleksi imajo negativen pas pri 260 nm in pozitivni pas pri 295 nm,
G-kvadrupleksi s hibridno topologijo imajo dva pozitivna pasova pri =295 in =260 ter negativni pas pri =245
(slika 12)."7
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Slika 12: G-kvadrupleksne strukture z paralelno, antiparalelno in hibridno topologijo (zgoraj) ter njihovi CD spektri
(spodaj)
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8. Postopek eksperimenta

Uporabljena zaporedja znotraj promotorja EGFR

Oligonukleotid® 1 5 10 15 20 25
EGFR-37 GGGAGGCAGGGCGGGAGGAGGAGGG
EGFR-114 GGAGGAGGGAGG

EGFR-143 GGCGGCCGCTGGCCTTGG

EGFR-207 GGGAGTGGGGCGGCGCATGGGAGGG

#Zaporedja so v smeri 5'-3".

1. Sinteza DNK oligonukleotidov in priprava vzorcev

Za sintezo kratkih oligonukleotidov DNK smo uporabili standardno fosforamiditno kemijo na trdni podlagi z
uporabo sintetizatorja K&A Laborgeraete GbR DNK/RNA. Uporabili smo kolone, v katerih je bila prva baza ze
pritrjena na trdno podlago, naslednje baze so bile pritrjene ena za drugo, sintetizirane na nain DMT-on in
preCiSCene z uporabo kartu$ Glen-Pak™ DNK Cartridges.”® Skupina DMT, zadrZana na 5' koncu
oligonukleotida, omogoCa vezavo oligonukleotidov polne dolzine na podlago v kartuSah. V postopku
CiSCenja se izloCijo neuspeSna zaporedja (produkti ne polne dolZine), nato pa se odstrani DMT, kar
omogoCi izloCanje preCiS€enega produkta. Oligonukleotidi so bili deprotektirani v 1 ml amonijevega
hidroksida/metilamina (AMA)/kolone 30 min pri 65 °C. Po deprotekciji smo vsakemu vzorcu dodali 1 ml 100
mg/ml raztopine NaCl. Glen-Pak™ DNK kartuSe smo namestili na vakumski kolektor in jih aktivirali z 0,5 ml
acetonitrila, ki mu je sledilo 1 ml 2M triaminskega acetata (TEAA) pri pH 7. TEAA deluje kot reagent za
parjenje ionov, ki pove€a vezavo oligonukleotida DMT-ON na smolo. Nato smo na kartuSo nanesli meSanico
oligo/soli v alikvotnih koliinah po 1 ml in eluent zbrali kot odpadek. KartuSo speremo z 2 x 1 mL raztopine
za izpiranje soli (5 % acetonitril v 100 mg/ml NaCl), s Cimer smo s kartuSe izprali preostanek neuspeSnih
zaporedij. Nato smo kartuSo splaknili z 2 x 1 mL 2-odstotne raztopine trifluoroocetne kisline (TFA)/vode, s
Cimer smo odstranili skupino DMT z vezanega oligonukleotida polne dolzZine. Za izpiranje TFA in odveCnih
soli smo kartu$o sprali z 2 x 1 ml deionizirane vode Milli-Q. PreCi€ene oligonukleotide smo eluiraliz 1x 1
mL 50 % acetonitrila v vodi, ki vsebuje 0,5 % amonijevega hidroksida, in jih zbrali v sveZe epruvete Falcon.
Po CiS€enju so bili vzorci DNK razsoljeni. Pred razsoljevanjem smo raztopinam oligonukleotidov dodali 2 ml
2M LiCl. Odsoljevanje je bilo izvedeno z ve€ krogi centrifugalne koncentracije z uporabo centrifugalnih filtrov
Amicon Ultra-15 z mejo 3 kDa in deionizirane vode Milli-Q.

Po CiSCenju in razsoljevanju vzorcev DNK smo izmerili njihove koncentracije z mikrospektrometrom
NanoDrop. Vzorce smo pred merjenjem 50-krat razredCili. Na podstavek smo s pipeto odmerili 2 uL vzorca
in potegnili roko navzdol. Meritve smo opravili v treh ponovitvah. 8
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Oligonukleotid € (I/mol x cm) A Koncentracija (mM)
EGFR-37 505600 3.08 0.31
EGFR-114 375500 6.42 0.86
EGFR-143 399800 5.10 0.64
EGFR-207* 492500 48.3 0.10

* Zaradi manjSega politja vzorca med CiS€enjem, ta vzorec ni bil razredCen pred meritvijo z Nanodropom.

Organske baze, ki sestavljajo DNK, absorbirajo svetlobo v ultravijolihem (UV) spektru. Pri dovolj nizkih
koncentracijah je absorbcija pri doloCeni valovni dolzini (A; negativni logaritem razmerja med prejeto in
oddano jakostjo svetlobe) neposredno sorazmerna s koncentracijo vzorca (c) in dolzino poti (I; razdalja, ki jo
mora UV Zarek prepotovati skozi vzorec):

A=¢ecl

Koeficient sorazmerja (€; koeficient ekstinkcije) se lahko izraCuna iz vnaprej doloCenih koeficientov za vsako
bazo ali bazni par v oligonukleotidu pri dani temperaturi. Koeficienti ekstinkcije razli€nih struktur, ki lahko
obstajajo v oligonukleotidih, se obi€ajno razlikujejo. Na primer, ekstinkcijski koeficient zloZenega
oligonukleotida B-DNK, ki veCinoma obstaja pri nizjih temperaturah, se razlikuje od ekstinkcijskega
koeficienta razloZzenega oligonukleotida, ki veCinoma obstaja pri viSjih temperaturah. To pomeni, da se
absorpcijske lastnosti raztopine oligonukleotida s segrevanjem spreminjajo, kar omogoCa opredelitev
stabilnosti strukture DNK in RNK.

2. NMR spektroskopija

NMR vzorci so bili pripravljeni iz osnovne raztopine oligonukleotidov z koncentracijami med 0.1 and 0.3 mM
na sekvenco in 90%/10% meSanico H,0/?H,0, 0-100 mM kalijevega fosfatnega buferja (pH 7.4) v prisotnosti
100 mM KCl pri 25 °C. Konéni volumen vzorca je bil 500 pl. NMR spektri so bili zbrani na Bruker AVANCE NEO
600 MHz spektrometru z 5-mm trikanalno inverzno (TCI) kriogeno sondo. Rezultati so bili zbrani z Bruker
Topspin in analizirani z MestReNova.

3. CD spektroskopija

Spektre cirkularnega dikroizma (CD) smo izmerili z uporabo spektropolarimetra JASCO J-810, opremljenega s
Peltierjevim temperaturnim regulatorjem. CD-spektre smo zajeli v obmo€ju od 220 do 320 nm s hitrostjo
skeniranja 100 nm/min, Sirino pasu 2 nm, intervalom podatkov 0,5 nm in odzivnim ¢asom 2 s. Meritve smo
izvedli v kremenovi kiveti s potjo dolzine 1 cm pri koncentraciji oligonukleotida priblizno 4 uM v 10 mM
TRIS (pH 7,5). Titracije CD s KCl so bile izvedene pri temperaturi 25 °C.

4. In vitro test ustavitve DNK polimeraze

Predloge DNK so bile sestavljene iz zaporedja, bogatega z G, povezovalca AGGA in komplementarnega
zaporedja za vezavo primerja (slika 13). Primer je bil oznaCen s 5'-6-FAM. Predlogo in primer smo zmeSali v
razmerju 1:1 in z 1H NMR preverili pravilno komplementarno vezavo. PodaljSevanje primerja je potekalo 20
minut pri 25 °C in 37 °C v 50 ul reakcijskega pufra, ki je vseboval 1 uM primerja-template, 0,2 mM dNTP
(New England Biolabs, NEB), 16,7 U/ul Klenow fragmenta (KF) (NEB), 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl in 10 mM
MgCl2. Po podaljSanju primerja smo reakcije ugaSali s 5 pl raztopine 7 M se€nine in 500 mM
etilendiamin-tetraocetne kisline (EDTA), pH 8,5, pri 70 °C za 20 min. Produkte podaljSanja primerja smo
razloCili z denaturacijsko poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) in kapilarnim elektroforeznim
sistemom Agilent 7100 CE. Za denaturacijski gel PAGE (14 %) smo uporabili vertikalni elektroforeti¢ni aparat
in pufer TBE. Na gel smo naloZili 10 ul vzorcev reakcijske raztopine in jih 30 min izvajali pri 220 V, DNK pa
smo vizualizirali z barvanjem Stains-All (Sigma-Aldrich). Za kapilarno elektroforezo smo vzorcem dodali 1 ml
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EtOH in jih Cez no€ ohladili na -80 °C. Nato smo DNK oborili s centrifugiranjem (pri 4 °C s 1500 vrtljaji na
minuto za 15 minut). Oborjeni DNK smo raztopili v 100 pl deionizirane vode Milli-Q. 2 ul tega vzorca smo
prenesli v 48 ul raztopine 60 % v/v dimetilsulfoksida/H20, ki smo jo uporabili za analizo s kapilarno
elektroforezo. Na sistemu za kapilarno elektroforezo smo uporabili 15 % (polietilen glikol)/20 % acetonitrilni
gel in fluorescenéni detektor.

Predl| : :
ed ©ga 6-Carboxyfluorescein (6-FAM)

5'-G-bogata sekvenca CCTATAGTGAGTCGTATTCCC-3’

povezovalec

Primer:
5'-6-FAM-GGGAATACGACTCACTATAGG-3'

Slika 13: Shematski prikaz zasnove predloge, zaporedja primerja in kemijske strukture fluorescenCnega barvila 6-FAM
(6-karboksifluorescein), ki ima absorpcijsko valovno dolZino 495 nm in emisijsko valovno dolZino 517 nm.

20



9. Rezultati

Strukturna analiza z gvaninom bogatih oligonukleotidov iz promotorske regije EGFR

Najbolj standarden motiv G-kvadrupleksa je d(G2-3NG2-3NG2-3NG2-3), ki je sestavljen iz Stirih traktov z
dvema ali tremi gvanini (G-trakt), ki so med seboj lo€eni z N-obmogji (zankami) razli€nih dolzin. Podrobna
analiza promotorske regije EGFR je razkrila osem domnevnih zaporedij, ki tvorijo G-kvadrupleks in se
nahajajo do 301 bp pred zaCetnim mestom transkripcije (TSS) (slika 14). Omeniti velja, da ta regija Ze od
prve funkcionalne Studije tega promotorja velja za bistveno regijo za transkripcijo EGFR.*

-272 -213 _-207 _

——] e

-143_ -114

l—+
-7(-:-i -67i -37i T5E>5

- EGFR-272: 5’ -GGG GAC CGG GTC CAG AGG GGC AGT GCT GGG- 3’
- EGFR-213: 5’ -GG GCG GCG CAT GGG AGG GGA GCG GG-3'

- EGFR-207: 5’ -GGG AGT GGG GCG GCG CAT GGG AGG G- 3’

- EGFR-143: 5’ -GGC GGC CGC TGG CCT TGG- 3’

- EGFR-114: 5’ -GGA GGA GGG AGG- 3’

- EGFR-76: 5’ -GGAGGGATCGGGAGG- 3’

- EGFR-67: 5’ -GGC GGC GGA GGA GGG ATC GGG AGG- 3’

- EGFR-37: 5’ -GGG AGGCA GGG C GGG AGGAGGA GGG- 3’

Slika 14: Shematski prikaz osmih domnevnih zaporedij, ki tvorijo G-kvadrupleks in se nahajajo pred zaCetnim mestom
transkripcije (TSS) v promotorski regiji EGFR (zgoraj), z njihovimi oligonukleotidnimi zaporedji (spodaj).

V tej Studiji smo za nadaljnjo analizo izbrali Stiri zaporedja (EGFR-37, EGFR-114, EGFR-143, EGFR-207) glede
na Stevilo gvaninov v G-traktih in dolZine obmodij zank (slika 14). EGFR-37 je sestavljen iz kombinacije dveh
in treh gvaninov v G-traktih. EGFR-114 in EGFR-143 vsebujeta dva gvanina v G-traktih, EGFR-207 pa je
sestavljen iz Stirih G-traktov z vsaj tremi ostanki gvanina v traktih. EGFR-37, EGFR-114 in EGFR-143 imajo
kratke zanke s samo enim ali dvema nukleotidoma, EGFR-207 pa ima daljSe zanke s 3-8 nukleotidi. Za
karakterizacijo izbranih oligonukleotidov je bil uporabljen niz komplementarnih NMR in CD spektroskopskih
tehnik, da bi raziskali vrsto sekundarnih struktur, ki so jih tvorili, in njihovo strukturno odvisnost od
prisotnosti K+ ionov.

Analiza sekundarnih struktur Stirih oligonukleotidov s spektroskopijo NMR.

Podrobna analiza imino podroCij *H NMR spektrov, ki so zelo informativni za parjenje baz v preuCevanih
oligonukleotidih, je pokazala, da vsi Stirje oligonukleotidi tvorijo sekundarne strukture (Slika 15). Signali v
obmoc€ju med & 10-12 ppm so zelo znaCilni za nastanek G-kvadrupleksnih struktur, kjer lahko opazimo
signale gvaninskih imino protonov, ki sodelujejo pri Hoogsteenovi vodikovi vezi, prisotni v G-kvadrupleksih.
Stevilo signalov v tem obmog&ju kaZe na $tevilo gvaninov, vklju€enih v G-kvartete. Na$i rezultati kaZejo, da
lahko EGFR-37, EGFR-114 in EGFR-207 tvorijo G-kvadrupleksne strukture v prisotnosti 100 mM KCI. Stevilo
signalov in grbina v osnovni Crti kazeta, da EGFR-37 in EGFR-207 tvorita ve€ G-kvadrupleksov s po tremi
G-kvadrupleksi, vendar najverjetneje z razli€nimi topologijami. Pri obeh smo opazili tudi signale v obmoc€ju
med & 12-14 ppm, kjer pri€akujemo signale imino protonov gvaninskih in timinskih ostankov, vklju€enih v
kanoni¢ne Watson-Crickove GC oziroma AT bazne pare. GC in AT bazni pari najverjetneje nastanejo med
ostanki znotraj obmodij zank. *H NMR spekter EGFR-114 v prisotnosti 100 mM KCl kaZe osem ozkih in dobro
lo€enih imino signalov med & 11,3 in 11,7 ppm, kar kaZe na prisotnost ene same dobro definirane
G-kvadrupleksne strukture. Osem imino signalov v *H NMR spektru EGFR-114 lahko pripiSemo nastanku
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monomerne G-kvadrupleksne strukture z dvema G-kvartetoma oziroma popolnoma simetri¢nega
multimernega G-kvadrupleksa.

Watson-Crick bazni pari Hoogsteen bazni pari
EGFR-207
EGFR-143
EGFR-114
EGFR-37

T | T | T T T I | ' | ' T T
140 135 13.0 125 120 115 11.0 105 'Hppm
Slika 15: Imino podroCje *H NMR spektrov Stirih oligonukleotidov iz promotorja EGFR. Spektri NMR so bili posneti pri
koncentraciji ~0,3 mM oligonukleotidov na nit, 100 mM KCl, pH 7,4, 25 °C na 600 MHz NMR-spektrometru.

V nasprotju z oligonukleotidi EGFR-37, EGFR-114 in EGFR-207, ki v prisotnosti 100 mM KCl tvorijo
G-kvadrupleksne strukture (Slika 16), pri EGFR-143 nismo opazili imino signalov med & 10-12 ppm, kar bi
kazalo na tvorbo G-kvadrupleksne strukture. V 'H NMR spektru EGFR-143 je med 0 12,6-13,1 ppm opaziti
skupino imino signalov, znaCilnih za GC bazne pare, medtem ko ni imino signalov, povezanih z
Hoogsteenovimi baznimi pari. Ti Watson-Crickovi bazni pari bi lahko nastali zaradi medmolekulske ali
znotrajmolekulske ureditve DNK, kar kaze na to, da EGFR-143 zavzema lasasto strukturo, ki temelji na GC
Watson-Crickovih baznih parih (slika 16).

I

1
N
=]
~

-143

-37 TSS

Slika 16: Shema sekundarnih struktur, ki jih tvorijo EGFR-37, EGFR-114, EGFR-143, in EGFR-207 oligonukleotidi
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Vpliv K* ionov na strukturo prikazan z CD spektroskopijo

G-kvadrupleksne strukture so mocno stabilizirane z (monovalen€nimi) kationi, med katerimi imajo K+ ioni
najveCjo sposobnost stabilizacije G-kvadrupleksnih struktur. Poleg tega je zlaganje G-kvadrupleksov odvisno
od prisotnosti K+ ionov v vzorcih. Zato smo analizirali, kako se CD spektri Stirih oligonukleotidov spremenijo
po dodatku 100 mM KCI v vzorce, da smo podrobneje raziskali znaCilnosti zlaganja teh oligonukleotidov
(Slika 17). CD spektroskopija je zelo pomembna dopolnilna tehnika k NMR spektroskopiji, saj razlike v
zlaganju G-kvartetov, orientaciji segmentov verige in razporeditvi zank privedejo do edinstvenih CD
spektralnih podpisov. G-kvadrupleksne topologije (paralelna, antiparalelna in hibridna) lahko zelo preprosto
lo€imo glede na znaCilne profile v CD spektrih (paralelna topologija ima maksimum pri =264 nm in
minimum pri =245 nm; antiparalelna ima maksimum pri =295 nm in minimum pri =260 nm; hibridna
topologija ima dva pozitivna pasova pri maksimumih =295 nm in =260 nm ter minimum pri =245 nm).

Oligonukleotidi EGFR-37, EGFR-114 in EGFR-207 dozivijo konformacijske spremembe v prisotnosti ionov K+,
kar nakazuje, da so se po dodatku ionov K+ v vzorce tvorile G-kvadrupleksne strukture. Ti podatki se dobro
ujemajo tudi z opazovanji v NMR spektrih, kjer smo opazili signale v obmoc€ju ® 10-12 ppm, kar je znaCilno
za tvorbo G-kvadrupleksov. EGFR-37 in EGFR-114 v prisotnosti ionov K+ kaZeta pozitiven vrh med 262 in 265
nm, Se en pozitiven vrh okoli 295 nm ter negativni prispevek okoli 243 nm v CD spektrih. Te znaCilnosti
kaZejo na tvorbo G-kvadrupleksov s paralelno ali hibridno topologijo.

Konformacijske spremembe pri EGFR-207 so manj izraZene, kar kaZze na manjSe dihroiCne variacije, zato je
tezko doloCiti njegovo zloZeno topologijo. CD spekter EGFR-143 kaze pozitiven vrh pri 280 nm, negativen
vrh pri 245 nm, pri 258 nm pa CD signal dosezZe vrednost ni€, kar je skladno s tvorbo inter- ali
intramolekularne dvojnovijane DNK, podobne strukturi sponke za lase (“hairpin”). Pri EGFR-143 nismo
opazili nobenih sprememb v profilu CD spektra pred in po dodatku KCl v vzorec. To se zelo dobro ujema tudi
z NMR podatki, ki kaZzejo, da EGFR-143 ne tvori G-kvadrupleksne strukture.
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Slika 17: CD spektri Stirih oligonukleotidov iz promotorja EGFR, posneti v odsotnosti (Crne Crte) ali v prisotnosti (rdeCe
Crte) 100 mM KCl v 10 mM TRIS, pufer pH 7,4 pri 25 °C.

23



Vloga sekundarnih struktur EGFR promotorja pri izrazanju genov

Ker Stirje oligonukleotidi tvorijo razliCne sekundarne strukture G-kvadrupleksov (EGFR-37, EGFR-114 in
EGFR-207) ter hairpin strukturo (EGFR-143), sklepamo, da so odli¢ni za preuCevanje vpliva strukture DNK na
proces replikacije z uporabo testa zaustavitve DNK polimeraze. Sekundarne strukture (G-kvadrupleks ali
hairpin strukture) v podani verigi DNK lahko zavirajo DNK polimerazo pri sintezi komplementarne DNK
verige. To je pomembno pri ciljanju na promotor EGFR z namenom uravnavanja izraZanja genov. Oblikovali
smo Stiri DNK sekvence, ki vsebujejo zaporedja EGFR-37, EGFR-114, EGFR-143 ali EGFR-207, povezovalno
regijo in komplementarno regijo za vezavo s FAM-oznaCenim zaCetnikom. Z beleZzenjem 1H NMR spektrov
smo preverili, ali se sekundarne strukture oligonukleotidov ohranijo tudi v daljSih DNK verigah (slika 18).
Signali v 1H NMR spektrih so pokazali, da preuCevani Stirje oligonukleotidi tvorijo enake tipe sekundarnih
struktur tudi v daljSih sekvencah. NajveCje spremembe so bile v iminski regiji 1H NMR spektrov opazene pri
EGFR-114, kjer smo zaznali tudi signale, znaCilne za Watson-Crickove GC in AT bazne pare, ki jih v 1H NMR
spektrih kratkega oligonukleotida EGFR-114 nismo opazili. Kljub temu Se vedno zaznamo signale v regiji,
znadilni za tvorbo struktur G-kvadrupleksa.

EGFQEQKAMWNMM/NM%wm%mwwﬁwJ&MmeM&Awwmwmww

EGFR-143 i
EGFRMJW

EGFR-37

140 135 13.0 125 120 115 11.0 105 10.0 'Hppm
Slika 18: Iminska regija 1H NMR spektrov Stirih oligonukleotidov iz promotorja EGFR v daljSih DNK sekvencah. NMR

spektri so bili posneti pri koncentraciji oligonukleotidov priblizno 0,2 mM na verigo, v 100 mM KCl, pH 7,4, pri
temperaturi 25 °C, na 600 MHz spektrometru

Da bi ugotovili, ali lahko Stirje oligonukleotidi iz regije promotorja EGFR blokirajo podvajanje DNK, smo
izvedli test zaustavitve DNK polimeraze pri 25 °C in 37 °C ter podatke analizirali z kapilarno elektroforezo.
Najprej smo analizirali elektroferograme samih sekvenc, da bi jih uporabili kot kontrolne vzorce. Ti vzorci so
bili pripravljeni na enak naCin kot ostale reakcije, le da vanje nismo dodali DNK polimeraze. Tako smo
pridobili retencijske Case za vsako reakcijo ter ugotovili, ali se je reakcija z DNK polimerazo sploh zaCela. Po
dodatku DNK polimeraze v vzorec smo reakcijo ustavili po 20 minutah in primerjali rezultate pri 25°Cin 37°C.
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EGFR-37. Pri 25 °C so na elektroferogramu kontrole EGFR-37 vidni trije vrhovi z retencijskimi Casi (RT) 22,1,
22,5 in 22,7 min, ki smo jih prepoznali kot na§ primer (Slika 19). NajviSji z 90,8-odstotnim odstotkom
povrSine pod vrhom ima RT 22,5 min. Zaradi majhnega nihanja gibljivosti v kapilari je bilo mogoCe opaziti
dva znatno manjSa vrha primerja, kar smo opazili kot loCitev vrha primerja. Podobno so pri 37 °C vidni trije
vrhovi, vendar so njihovi retencijski Casi daljSi (22,4, 22,7 in 23,0 min) (slika 20). Odstotek povrSine najbolj
intenzivnega vrha je 90,4 %.
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Slika 19: Elektroferogram EGFR-37 pri kontroli pri 25 °C.
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Slika 20: Elektroferogram EGFR-37 pri kontroli pri 37 °C.

Pri 25 °C po 20 minutah reakcije je od RT 12 do 27 minut vidnih veC vrhov, kar je prvi pokazatelj, da se je
reakcija uspeSno zaCela (Slika 21). Drugi pokazatelj je intenzivnost signala primerja, ki je bistveno nizja kot
pri kontroli. ViSina signala primerja v kontroli je bila 5,77, medtem ko je bila po 20-minutni reakciji 0,14.
Opozoriti je treba, da so manjSi vrhovi, opaZeni med RT 12 in 22 min, najverjetneje posledica razgradnih
produktov primerja ali nekaterih neCisto€ pri sintezi oligonukleotida in niso pomembni pri analizi EGFR-37
kot tudi pri reakcijah drugih treh oligonukleotidov, zato jih ne bomo obravnavali naprej. Od RT 22,9 do 24,3
min je pet dobro opredeljenih vrhov z viSinami 0,69, 0,05, 0,07, 0,41, 0,11, ki kaZejo, da je DNK polimeraza
zaCela reakcijo, vendar se je nato ustavila na drugem G-traktu EGFR-37 (s 3' strani). Vendar je pri RT 40 min
viden zelo majhen in zelo Sirok vrh, ki najverjetneje ustreza produktu polne dolzine.

25



LIF1 A, Signal A, Wavelengih=488.00 LIF1 A, Signal A, Wavelength=488.00

094
085

075

06
064
05
051
0.45-

035
03
025
02

16,601
16,803
422159

sl Mg nose s wosond

i 2 3 4 & & 1 8 8 M 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 % I3 4 a5 3 I 88 3 40 41 42 43 44 45
ime [min]

Slika 21: Elektroferogram EGFR-37 pri 25 °C po 20 min reakcije.
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Slika 22: Elektroferogram EGFR-37 pri 37 °C po 20 min reakcije.

Pri 37 °C po 20 min reakcije je vidnih ve€ vrhov od RT 22 do 28 minut (slika 22). Retencijski €asi so nekoliko
daljSi pri 37 °C v primerjavi s 25 °C. Glavni signal primerja opazimo pri RT 22,7 min in ima vi§ino 0,31, kar je
precej manj kot pri kontroli (z viSino 10,65). To pomeni, da se je reakcija uspeSno zaCela in da je DNK
polimeraza uporabila primer za sintezo komplementarnih verig DNK. Opazimo 15 dobro definiranih vrhov
med RT 23,1 in 27,8 min z viSinami med 0,04 in 1,63. Zanimivo je, da na osnovni €rti nismo opazili nobene
grbine, za razliko od grafa pri 25 °C. Ti rezultati kaZejo, da je pri visokih temperaturah G-kvadrupleks vzorca
EGFR-37 najverjetneje manj stabilen, kar DNK polimerazi omogoc€a izdelavo daljSih produktov. Reakcija se je
ustavila pri petem G-traktu EGFR-37 (s 3' strani). Vendar nismo zaznali nobenih signalov, ki bi ustrezali
celemu konCnemu produktu. Ker se reakcija ustavi lahko re€emo, da EGFR-37 tvori stabilno strukturo
G-kvadrupleksa, ki je sposobna zaustaviti DNK polimerazo in lahko uravnava podvajanje DNK (Slika 23).

DNKpolimeraza ;. stavijena

Primer

3
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J U

Slika 23: Shema G-kvadrupleksa, ki ustavlja DNK polimerazo v vzorcu EGFR-37.

26



EGFR 207. Pri 25 °C so v elektroferogramu kontrole EGFR-207 vidni trije vrhovi z RT 22,2, 22,6 in 22,8 min
(Slika 24). Opredelili smo jih kot na$§ primer. NajviSji ima RT 22,6 min in 90,8-odstotni deleZ povrSine. Pri 37
°C prav tako opazimo tri vrhove, vendar z nekoliko daljSimi retencijskimi Casi (22,4, 22,8 in 23,1 min) (slika
25). NajintenzivnejSi vrh ima RT 22,8 in odstotek povrSine pod vrhom 91,3 %.
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Slika 24: Elektroferogram kontrole EGFR-207 pri 25 °C.
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Slika 25: Elektroferogram kontrole EGFR-207 pri 37 °C.

Pri 25 °C po 20 minutah reakcije so vidni Stevilni vrhovi od RT 22 do 27,3 minute, kar je prvi znak, da se je
reakcija s polimerazo DNK uspeSno zaCela (Slika 26). Drugi znak je intenzivnost glavnega signala primerija, ki
je bistveno nizja kot pri kontroli. Pri 20 min je 0,36, medtem ko je v kontroli 10,03. Od RT 23 do 27,3 min je
vidnih Sest dobro opredeljenih vrhov, ki kaZejo, da je polimeraza DNK zaCela reakcijo, vendar se je ustavila

pri drugem G-traktu EGFR-207 (s 3' strani).
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Slika 26: Elektroferogram EGFR-207 pri 25 °C po 20 min reakcije.
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Slika 27: Elektroferogram EGFR-207 pri 37 ° po 20 minutah reakcije.

Pri 37 °C po 20 minutah reakcije je vidnih ve€ vrhov od RT 22 do 27,4 minute (Slika 27). Retencijski Casi so
nekoliko daljSi pri 37 °C v primerjavi s 25 °C. Glavni signal primerja je opazen pri RT 22,9 min in ima viSino
0,5, kar je veliko manj kot pri kontroli (z viSino 13,4). To pokaZe, da se je reakcija uspeSno zaCela. Med RT 23
in 27,4 min opazimo 12 dobro opredeljenih vrhov. Ve&je Stevilo vrhov pri viSji temperaturi kaze, da je
G-kvadrupleks pri 37 °C manj stabilen kot pri 25 °C, kar DNK polimerazi omogoCa izdelavo daljSih
produktov. Reakcija se je ustavila pri tretjem G-traktu EGFR-207 (s 3' strani), kar je en trakt dlje v primerjavi s
25 °C. Pri obeh temperaturah nismo zaznali vrha, ki bi ustrezal produktu polne dolZine, kar kaze, da je
G-kvadrupleks EGFR-207 dovolj stabilen, da uCinkovito ustavi reakcijo DNK polimeraze , in je zato zelo

obetavna tarCa, kadar je treba regulirati podvajanje DNK (slika 28).
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Slika 28: Shema G-kvadrupleksa, ki zaustavlja DNK polimerazo pri EGFR-207.
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EGFR-143. Pri 25 °C sta v elektroferogramu EGFR-143 pri RT 21,9 in 22,3 min vidna dva vrhova, ki ju
prepoznamo kot na$ primer (Slika 29). Odstotek povrSine pod signalom najintenzivnejSega je 97,2 % in ima
RT 22,3 min. Pri 37 °C so vidni Stirje vrhovi z RT 22,3, 22,7, 23,9 in 24,5 min (slika 30). NajintenzivnejSi vrh je

viden pri RT 22,7 in ima 86,4-odstotni odstotek povrSine pod vrhom.
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Slika 29: Elektroferogram kontrole EGFR-143 pri 25 °C.
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Slika 30: Elektroferogram kontrole EGFR-143 pri 37 °C.

Pri 25 °C po 20 minutah reakcije opazimo veC vrhov od RT 22 do 23,5 minute (Slika 31). ViSina glavnega
signala primerja (0,06) je po 20 min reakcije niZja kot pri kontroli (6,33). Ti podatki kaZejo, da se je reakcija
uspeSno zaCela in da je bil primer uporabljen za sintezo komplementarnih verig DNK. Pri retencijskih €asih
22,8 in 23,5 min opazimo tri dobro definirane vrhove, ki kaZejo, da se je reakcija ustavila po prvem G-traktu
EGFR-143 (s 3' strani). Poleg tega je v osnovni liniji od 25. do 29. minute opazna grbina. To bi lahko razlozili
tako, da polimeraza DNK s teZavo zaklju€i reakcijo in se pojavi veliko razliCnih produktov, ki jih na
elektroferogramu ni mogoCe dobro loCiti. Vendar ne opazimo nobenih vrhov, ki bi ustrezali produktu polne

dolZine.
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Slika 31: Elektroferogram EGFR-143 pri 25 °C po 20 min reakcije.

Pri 37 °C po 20 minutah reakcije je vidnih ve€ vrhov od RT 22 do 29,6 minute (Slika 32). Retencijski Casi so
nekoliko daljSi pri 37 °C v primerjavi s 25 °C. Signal glavnega primerja je opazen pri RT 22,7 min in ima viSino
0,09, kar je bistveno manj od viSine signala glavnega primerja v kontroli (11,59). To pomeni, da se je reakcija
uspeSno zaCela. Od RT 23,1 do 27 min opazimo 13 dobro opredeljenih vrhov. Med RT 24,5 in 29,6 min
opazimo grbo, ki kaze, da se pojavi veliko razli€nih produktov, ki jih na elektroferogramu ni mogoCe dobro
loGiti. Vendar pa smo pri RT 29,6 min opazili dobro opredeljen vrh, kar kaZe na to, da je DNK polimeraza po
boju, na katerega kaze grbina v osnovni liniji, zakljuCila reakcijo in da se je sintetiziral produkt polne dolzine.
Zanimivo je, da je lasna struktura, ki jo tvori EGFR-143, bolj dinamiCna pri 37 °C kot pri 25 °C, kar DNK

polimerazi omogo¢i, da razvije strukturo in zaklju€i reakcijo (slika 33).
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Slika 32: Elektroferogram EGFR-143 pri 37 °C po 20 min reakcije.
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Slika 33: Shema lasne strukture, ki zaustavlja DNK polimerazo v EGFR-143.

EGFR-114. Pri 25 °C so v elektroferogramu kontrole EGFR-114 pri RT 16,5, 21,8 in 22,2 min vidni trije
vrhovi, ki jih prepoznamo kot na$ primer (Slika 34). Najvi§ji signal s 95,6-odstotnim odstotkom povrSine pod
vrhom ima RT 22,2 min. Pri 37 °C so vidni Stirje vrhovi s retencijskimi €asi 22,2, 22,6, 22,9 in 24,3 min (slika
35). Odstotek povrSine najbolj intenzivnega vrha je 89,1 %, njegov RT pa je 22,6 min.
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Slika 34: Elektroferogram kontrole EGFR-114 pri 25 °C.
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Slika 35: Elektroferogram kontrole EGFR-114 pri 37 °C.

Pri 25 °C po 20 minutah reakcije lahko opazimo ve€ vrhov od RT 22 do 23,7 min (Slika 36). Poleg tega je
intenzivnost signala primerja (viSina vrha 0,11) bistveno manjSa kot pri kontroli (viSina vrha 2,06). Na

podlagi tega lahko sklepamo, da se je reakcija uspeSno zaCela in da se je primer uporabil za sintezo

komplementarnih verig DNK. Med RT 22,6 in 23,7 min opazimo Stiri dobro definirane vrhove z viSinami
0,1116, 0,0135, 0,0141 in 0,0548, kar pomeni, da se je reakcija uspeSno zaCela. Poleg tega je od RT 23,7 do
28 min na osnovni Crti grba, ki kaze na nastanek Stevilnih razli€nih produktoy, ki jih na elektroferogramu ni

mogoCe dobro loC€iti. Pri priblizno 28 min se na elektroferogramu EGFR-114 pojavi Sirok in Sibek vrh, ki bi

lahko bil signal, ki ustreza produktu polne dolZine. Relativno kratek RT produkta polne dolZine

oligonukleotida EGFR-114 ni presenetljiv, saj je EGFR-114 dolg le 12 nukleotidov.
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Slika 36: Elektroferogram EGFR-114 pri 25 °C po 20 min reakcije.
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Slika 37: Elektroferogram EGFR-114 pri 37 °C po 20 min reakcije.

Pri 37 °C po 20 min reakcije so vidni razli€ni vrhi od RT 22 do 28 min (slika 37). Retencijski Casi so nekoliko
daljSi pri temperaturi 37 °C v primerjavi z temperaturo 25 °C. Glavni signal primerja ima viSino 0.2, medtem
ko ima v kontroli viS§ino 8.6. PoveCano Stevilo vrhov in niZja viSina primerja nam povesta, da se je reakcija
uspeSno zaCela. Opazimo vsaj 8 lepo definiranih vrhov med retencijskimi €asi 23 in 28.1 min. Med RT 25.5
in 28.1 min, lahko vidimo grbo v osnovni liniji, ki je podobna grbi pri 25 °C. To bi spet lahko razlozili kot trud
DNK polimeraze, da konCa reakcijo in sintetizirani so mnogi razli¢ni produkti, ki jih elektroferogram ne more
loGiti. V primerjavi z 25 °C, je pri 37 °C signal z RT 28.1 min mnogo bolj intenziven in viden je nov signal z RT
28.5 min. To nam pove da EGFR-114 pri viSji temperaturi postane manj stabilen in dinami€en, kar omogoCa
DNK polimerazi, da sintetizira daljSe produkte, saj laZje odvije sekundarne strukture EGFR-114. .
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Slika 38: Shema G-kvadrupleksa/hairpina pri ustavijanju DNK polimeraze v EGFR-114.
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Pri primerjavi rezultatov testa zaustavitve DNK polimeraze za vse Stiri oligonukleotide, EGFR-37, EGFR-114,
EGFR-143 in EGFR-207, smo opazili, da so bili pri 37 °C sintetizirani daljSi produkti v primerjavi s produkti pri
temperaturi 25 °C. Sklepamo, da to ni le posledica dejstva, da je 37 °C bolj optimalna temperatura za
delovanje DNK polimeraze ampak tudi posledica bolj dinami€nih in manj stabilnih sekundarnih struktur
oligonukleotidov, ki omogoCajo DNK polimerazi sintezo daljSih produktov. Zanimivo je, da opazimo jasen
vzorec, po katerem struktura G-kvadrupleksa pri EGFR-37 in EGFR-207 moCno ovira napredovanje DNK
polimeraze med procesom podvajanja. NaSi rezultati celo kazejo, da je EGFR-207 ucCinkovitejSi pri
zaustavljanju DNK polimeraze v primerjavi z EGFR-37, kjer je bil opazen tudi del celotnega produkta.

Medtem ko EGFR-114 ni uspeSno zaustavil DNK polimeraze, Ceprav lahko tvori strukturo G-kvadrupleksa.
Zanimivo je, da se v testu zaustavitve DNK polimeraze obna$a bolj kot hairpin struktura (EGFR-143) kot pa
G-kvadrupleks (EGFR-207 in EGFR-37). To je Se posebej oCitno pri zaznavi izboklin v osnovnih linijah
elektroferogramov EGFR-143 in EGFR-114 ter tudi pri nastanku celotnih produktov. Verjetnost tvorbe
hairpin strukture v dolgi DNK sekvenci EGFR-114 je razvidna tudi iz spektralnih podatkov 1H NMR, kjer smo
opatzili signale, znaCilne za Watson-Crickove GC in AT bazne pare v dolgi DNK sekvenci EGFR-114.

NaSi rezultati jasno kaZejo, da so strukture G-kvadrupleksa boljSe pri zaustavljanju DNK polimeraze med
procesom podvajanja v primerjavi z hairpin strukturami. Poleg tega pomembno vlogo pri zaustavljanju DNK
polimeraze igra tudi stabilnost strukture G-kvadrupleksa. EGFR-207, ki vsebuje najdaljSe zankaste regije in
najSirSe G-trakte med Stirimi oligonukleotidi, je najuCinkovitejSi pri zaustavljanju DNK polimeraze. Ta
strukturna analiza nam omogocCa globlje razumevanje celotne konformacijske ureditve promotorja EGFR.
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10. Zakljucek

V raziskovalni nalogi smo preizkusili zmoznost G-kvadrupleksnih in “hairpin” struktur, ki jih tvorijo Stiri z
gvaninom bogate sekvence promotorske regije EGFR gena, da ustavijo proces podvajanja DNK vijaCnice.
NaSi rezultati so razkrili, da DNK polimeraza zaCne postopek sintetiziranja komplementarnih
oligonukleotidov, vendar se ustavi, ko pride do specifi€nih G-traktov kjer se tvorijo G-kvadrupleksi. Medtem
ko lazje razreSi “hairpin” strukture in tvori celoten kon€ni produkt. Glede na rezultate lahko potrdimo naSo
hipotezo, da so G-kvadrupleksi sposobni ustaviti DNK replikacijo.

Izmed Stirih testiranih oligonukleotidov, najbolje ustavlja DNK polimerazo ta, ki ima najdaljSe regije zank in
najSirSe G-trakte. To se dobro sklada z Ze obstojeCimi raziskavami, ki kaZejo, da so G-kvadrupleksi vpleteni
v regulacijo razli€nih celi€nih procesov.

Zaradi poveCanega Stevila vrhov na elektroferogramih vidnih pri temperaturi 37°C in zamaknjenem
ustavljanju duplikacije lahko potrdimo tudi drugo hipotezo, saj so G-kvadrupleksi manj stabilni pri viSji
temperaturi (37 °C) kot pri manjSi temperaturi (25°C). Reakcija pri viSji temperaturi se je ustavila na
kasnejSem G-traktu kot pri nizji temperaturi in DNK polimeraza je lahko sintetizirala daljSe produkte

Prakti€ne posledice naSega dela so potencialni razvoj inovativnega naCina zdravljenja raka. Na podlagi naSih
rezultatov lahko zaklju€imo, da so G-kvadrupleksne strukture sposobne vplivati na procese podvojevanja
DNK vijaCnice. Z ustavljanjem reakcij encimov, ki obdelujejo DNK lahko G-kvadrupleksi potencialno
nadzorujejo izraZzanje genov in igrajo pomembno vlogo pri novem nacinu zdravljenja raka. Tak drugaCen
pristop bi lahko tekmoval z trenutnimi naCini zdravljenja in se sooCil z problemi specifi€nosti in razvite
odpornosti na terapije. Strukturna analiza raziskave nam poda globlje razumevanje konformacijskega
zlaganja EGFR promotorja in bo primeren zaCetek za racionalno oblikovanje ligandov po meri, ki bodo
modulirali izrazanje EGFR gena. Prav tako je vredno razSiriti znanje o sekvencah, ki potencialno tvorijo
G-kvadruplekse v genih, ki so vkljuCeni v razvoj raka. Nadaljne raziskave G-kvadrupleksnih struktur
povezanih z rakom so klju€ne za odkritje in uporabo njihovega polnega potenciala.
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