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G-kvadripleksa. G-kvadripleksi mogu nastati kao dio deoksiribonukleinskih kiselina i kao dio
ribonukleinskih kiselina. Vazan su dio genoma eukariota, prokariota i virusa. U eukariotskim
genomima pronalaze se u telomerama, promotorima gena te u transkriptomu. Njihova funkcija
odredena je poloZzajem u genomu. Vazni su regulatori aktivnosti telomeraze, transkripcije gena
i translacije proteina, ali i poliadenilacije i prekrajanja introna. Mogu se detektirati in vivo
pomocu antitijela 1 imunofluorescencijom, a dijelovi genoma s potencijalom formiranja
G-kvadripleksa odreduju se racunalnim algoritmima. Male molekule ili ligandi mogu se
specificno vezivati 1 stabilizirati sekundarnu strukturu G-kvadripleksa. Stabilizacijom
G-kvadripleksa u pojedinim regijama genoma moguce je potisnuti proliferaciju tumora, zbog

Cega se ovakvi ligandi intenzivno istrazuju s ciljem pronalaska antitumorskih lijekova.
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researched with the aim of finding antitumor therapeutics.
(28 pages, 12 figures, 57 references, original in Croatian)
Keywords: secondary structure, G-quartet, G-quadruplex, telomerea, promoter, transcriptome

Mentor: doc. dr. sc. Jasmina Rokov Plavec



Sadrzaj

IR U 1Yo o ST ORPR 1
2. Topologija G-KVadripleKSa.........c.ccveiuiiiiiicie et 4
3. G-kvadripleksi kao dio eukariotskOg geNOMA...........cccouviuerierieiieie e 8
3L TIOIMEIE ...t bbb bbbt s 8
3.1.1. Skracivanje 1 produZivanje teloMEra ..........cceiviriiriiiiiiie e 8
3.1.2. Grada 1 struktura telOMETA.........cueeiiiieeiiee e s cee e rrre e e e e saeeeens 9
3.1.3. FUNKCIJa tEIOMEIA ... ..ot 10

I (0] 1010 (0] 0 T=] - S URRSSR 11
3.2.1. Funkcija G-kvadripleksa na primjeru promotora onkogena c-MYC .............c...c.... 11

KT T I - L S0 ] o] (0 OSSOSO 12
3.3.1. G-kvadripleksi kao dio glasni€ke RNA .........ccccoiiiiiiiiiiiiee e 12
3.3.2. G-kvadripleksi kao dio nekodirajuih RNA...........ccooiiiiiiiiiin 15

4. Detekcija G-kvadripleksa u bioloSKim SUStAVIMA .......ccvvieeiiierieiieieeie e 16
4.1. Detekcija G-kvadripleksa IN VIVO .........ccooiiiiiiiiiiicecee s 16
4.2. Racunalna detekcija G-KVadripleKSa.........cccoieiiiiiiiicieecsc s 18

5. Interakcija G-kvadripleksa s malim molekulama.............ccccoooiiiiiiiiiii 19
5.1. Primjeri liganda G-KvadripleKSa ..........coceiieiiiiiiieee e 19
6. G-kvadripleksi u prokariotskim i Virusnim genomima ..........cceceveereeresieeseeseeseeseesseanens 21
T ZAKIJUCAK ... 22
. LITEIALUIA ...ttt 23

201 o3 TR 28



1. Uvod

Nukleinske kiseline su linearni makromolekulski polimeri sastavljeni od nukleotida,
monomera koji sadrzavaju $eéer pentozu, dusi¢nu bazu i fosfatnu skupinu. Seéeri povezani
fosfatnim skupinama ¢ine okosnicu, a dusi¢ne baze omogucavaju povezivanje lanaca u razliite
sekundarne strukture, od kojih je najcesca dvostruka uzvojnica. S obzirom na vrstu Secera koji
je sastavni dio nukleotida, nukleinske kiseline se dijele na deoksiribonukleinsku kiselinu
(DNA), koja sadrzi Secer deoksiribozu, i ribonukleinsku kiselinu (RNA), koja sadrzi Secer
ribozu. Najcesc¢e dusicne baze koje ulaze u sastav nukleinskih kiselina su adenin (A), gvanin
(G), timin (T), uracil (V) i citozin (C). Prema kemijskoj strukturi, adenin i gvanin pripadaju

purinima, a timin, uracil i citozin pirimidinima (Berg i sur. 2013, Albert i sur. 2015).

Dusi¢na baza povezana samo na Secer pentozu N-glikozidnom vezom naziva se
nukleozid, a ovisno o tome koja je baza pridodana na $ec¢er radi se o nukleozidima adenozinu
(A), gvanozinu (G), timidinu (T), uridinu (U) i citidinu (C). Dodatkom jedne, dvije ili tri
fosfatne skupine na 5'-hidroksilnu (-OH) skupinu pentoze nastaju nukleotidi. Nukleotidi se
imenuju prema pripadaju¢em nukleozidu i broju fosfatnih skupina. U nukleinskim kiselinama
nukleotidi su medusobno povezani kovalentnim fosfodiesterskim vezama koje povezuju 3'-
hidroksilnu (-OH) skupinu jednog Secera s 5'-hidroksilnom (-OH) skupinom drugog Secera.
Prema tome, svaki polinukleotidni lanac kemijski je polaran, odnosno krajevi lanca kemijski su
razli¢iti (Slika 1.A). Dusi¢ne baze nukleotida sadrze slobodne akceptore i donore vodikovih
veza, zbog ¢ega izmedu lanaca nukleotida mogu nastati vodikove interakcije. Unutar dvostruke
uzvojnice dvjema vodikovim vezama povezuju se adenin i timin, odnosno adenin i uracil, a
trima vodikovim vezama povezuju se citozin i gvanin. Specifi¢no sparivanje navedenih baza
naziva se komplementarno, a vodikove veze izmedu njih nazivaju se Watson-Crickove
interakcije (Slika 1.B). Orijentacija dvaju lanaca unutar dvostruke uzvojnice je antiparalelna,
odnosno 5'- i 3'-krajevi nalaze se na suprotnim stranama lanaca (Berg i sur. 2013, Alberts i sur.
2015).
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Slika 1. A) Dvostruka uzvojnica molekule DNA. Nukleotidi su medusobno povezani fosfodiesterskom vezom, a
izmedu dvaju polarnih antiparalelnih lanaca stvaraju se vodikove veze. B) Detaljan prikaz komplementarnih baza
u dvostrukoj uzvojnici molekule DNA. Dvije vodikove veze stvaraju se izmedu adenina (A) i timina (T), a tri

vodikove veze stvaraju se izmedu gvanina (G) i citozina (C). Preuzeto i prilagodeno prema Alberts i sur. 2015.

Opazanje da gvanilinska kiselina, nukleinska kiselina gradena od gvanozin
monofosfata, tvori spiralne agregate s 4 podjedinice po okretu datira iz 1962. godine. Nakon
eksperimenta kojim Ralph i suradnici uvidaju nastanak organiziranih i iznimno stabilnih
makrostruktura izmedu tri- i tetranukleotida deoksiribogvanilinske kiseline (Ralph i sur. 1962),
Gellert 1 suradnici zapazaju da 1 sama gvanilinska kiselina moze tvoriti regularne strukture.
Predlazu razmjestaj gvanina unutar takvih struktura (Slika 2). U predloZenom razmjestaju, Cetiri
gvanina poredana su u planarnu strukturu na nacin da svaki tvori dvije vodikove veze s dva
susjedna gvanina, $to je ukupno Cetiri vodikove veze po nukleotidu. Na taj na¢in nastaju

planarni tetrameri linearnih agregata (Gellert i sur. 1962).

Slika 2. Predlozen razmjestaj Cetiri gvanina unutar stabilnih makromolekulskih struktura gvanilinske kiseline.

Preuzeto iz Gellert i sur., 1962.



U kasnim 1980-im, biokemijskim eksperimentima je dokazano da oligonukleotidi koji
se sastoje od 3 ili 4 gvanina (poput telomera), spontano tvore ¢etverolancane DNA strukture
zvane G-kvadripleksi. Gvanini su u takvim strukturama povezani vodikovim vezama u planarne
jedinice nazvane G-kvarteti (G-tetrade), na nacin kao $to su predlozili Gellert i suradnici, a
njihovo stvaranje ovisi o prisutnosti monovalentnih kationa (Sen i Gilbert 1988, Sundquist i
Klug 1989, Williamson i sur. 1989).

Danas je poznato da G-kvadripleksi ¢ine esencijalne dijelove genoma. Smatraju se
vaznim regulatorima stani¢nih procesa, ukljuceni su u produljenje telomera, u mehanizme
genske ekspresije i genske nestabilnosti, a mnoge druge funkcije jo$ uvijek su neistrazene
(Popenda i sur. 2020, Gong i sur. 2021).

Cilj ovog preglednog rada je detaljno opisati topologiju G-kvadripleksa, sumirati
njihovu organizaciju u razli¢itim genomima te povezati topologiju i organizaciju s esencijalnom

funkcijom G-kvadripleksa u genomima, s naglaskom na genom eukariota.



2. Topologija G-kvadripleksa

Cetiri gvanina cikliki povezana vodikovim vezama tvore G-kvartete ili G-tetrade
(Slika 3.A-C). Sparivanje izmedu ovih gvanina naziva se nekanonsko, s obzirom da se ne radi
0 Watson-Crickovim interakcijama. Nekoliko kvarteta naslagani jedan na drugi i poduprijeti sa
Cetiri SeCerno-fosfatne okosnice ¢ine G-kvadriplekse, ¢etverolancane sekundarne strukture
nukleinskih kiselina (Slika 4.A-D) (Gellert i sur. 1962, Sen i Gilbert 1988). Udaljenost izmedu
dva G-kvarteta unutar G-kvadripleksa je oko 3,3 A (Forman i sur. 2000), a za stvaranje jednog
G-kvadripleksa potrebna su minimalno dva kvarteta. Svaka baza koja je dio kvarteta tvori dva
nekanonska para, ¢ime su 4 baze povezane sa sveukupno 8 vodikovih veza (Popenda i sur.
2020)
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Slika 3. A — razmjestaj i vodikove veze izmedu cetiri gvanina u G-kvartetu. (B-C) Shematski prikaz G-kvarteta,
B - svaki gvanin prikazan je kao pravokutnik, C —G-kvartet prikazan je kao kvadrat. (D-E) - Konformacije N-
glikozidne veze izmedu Secera pentoze i gvanina: D —anti konformacija, E — syn konformacija. Prilagodeno prema
Phan 2010.

N-glikozidna veza izmedu Secera pentoze i dusi¢ne baze u G-kvadripleksima moze biti u
anti ili u syn konformaciji (Slika 3.D-E). S obzirom da su lanci nukleinskih kiselina kemijski
polarno orijentirani, relativna orijentacija lanaca G-kvadripleksa (G-linija), zajedno s
konformacijom glikozidne veze gvanina i Secera pentoze posljedi¢no definiraju obrasce utora
unutar srzi G-kvarteta. Navedena dva faktora medusobno su ovisna i koriste se u klasifikaciji

G-kvartetne srzi. Postoje Cetiri razli¢ite relativne orijentacije lanaca u srzi (Slika 4.A-D):

a) srzs paralelnim lancima - Cetiri lanca u istoj orijentaciji (Slika 4.A),

b) hibrdina (3+1) srz - tri lanca u orijentirana u jednom smjeru, a ¢etvrti u suprotnom (Slika
4.B),

C) antiparalelna srz (gore-gore-dolje-dolje) - dva susjedna lanca u jednom smjeru, a druga

dva u suprotnom (Slika 4.C),



d) antiparalelna srz (gore-dolje-gore-dolje) - dva nasuprotna lanca u jednom smjeru i druga

dva u suprotnom (Slika 4.D).

Konformacija N-glikozidne veze gvanozina unutar G-tetrada geometrijski je povezana s
relativnom orijentacijom lanaca, redom (Slika 4.A-D): (a) antieantieantieanti ili
synesynesynesyn,  (b) syneantieantieanti  ili ~ antiesynesynesyn, () synesyneantieanti,
(d) syneantiesyneanti (Patel i sur. 2007, Phan 2010).

Ovisno o broju lanaca od kojih su nastali, nukleinske kiseline mogu tvoriti monomerne,
dimerne i tetramerne G-kvadriplekse (Slika 5.A-J). Poveznice izmedu lanaca kvadripleksa

nazivaju se petlje. Postoje 3 glavna oblika petlja (Slika 4.E-G):

a) dijagonalna petlja koja spaja dva nasuprotna antiparalelna lanca (Slike 4.E)

b) lateralna petlja koja povezuje dva susjedna antiparalelna lanca (Slike 4.F)

¢) dupla dvolancana reverzna petlja (rubna petlja, propeller loop) koja spaja dva susjedna
paralelna lanca (Slika 4.G) (Phan 2010).

sasfsssfnealnes
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Slika 4. (A-D) Shematski prikaz Cetiri tipa G-kvartetne srzi: A — srz s paralelnim lancima, B — hibridna (3+1) srz,
C — antiparalelna srz (gore-gore-dolje-dolje), D — antiparalelna srZz (gore-dolje-gore-dolje). (E-G) Shematski

prikaz. Strelica ozna¢ava usmjerenje lanaca 5'>3". Preuzeto iz Phan 2010.

Slika 5. A — tetramerni G-kvadripleks. (B-E) razli¢iti oblici dimernih G-kvadripleksa. (F-J) razli¢iti oblici
monomernih G-kvadriplesa. Crvenom bojom oznadene su petlje, a strelica oznaCava usmjerenje lanaca 5'>3".

Preuzeto iz Phan 2010.



Stvaranje i stabilnost G-kvadripleksa ovise o prisustvu kationa alkalijskih metala u
fizioloskim koncentracijama (Lipps i Rhodes 2009), pri ¢emu kalijevi kationi (K*) bolje
stabiliziraju Cetverolandane strukture od natrijevih (Na®). Kationi koordiniraju karbonilne
(-CO) skupine gvanina u sredistu G-kvartetne srzi, a njihova precizna lokacija ovisi o ionskom
radijusu. Radijus kalijevih kationa prevelik je za smjestaj unutar samog G-kvarteta, ali se moze
nalaziti izmedu susjednih uz udaljenost 2,8 — 2,9 A od svakog od osam 06 karbonilnog atoma
gvanina, ¢ime se stvara bipiramidno antiprizmatsko uredenje (Slika 6) (Haider i sur. 2002).
Natrijevi kationi dovoljno su malog radijusa za smjestaj unutar Cetiri gvanina G-kvarteta, no
ovakav raspored prisutan je samo na krajevima kanala G-kvadripleksa. Na ostalim dijelovima
njegova distribucija nije ravnomjerna i razmak izmedu dva natrijeva kationa varira izmedu 3,4
i 4,3 A te poprima bipiramidno antiprizmatsko uredenje, poput kalijevih iona (Neidle 2012).
Primijecena je koordinacija i stabilizacija G-kvadripleksa i drugim metalnim ionima, poput
kationa rubidija, stroncija (Rb* i Sr¥*, Ida i sur. 2007), cezija (Rb* i Cs*, Cesare Marincola i sur.

2009) i kalcija (Ca?*, Lee i sur. 2007), no u puno manjoj mjeri u odnosu na kalijeve katione.

Slika 6. Kationi stabiliziraju G-kvadriplekse. A — G-kvadripleksi vrste Oxytricha nova koordinirani s 5 kalijeva
kationa. Prilagodeno prema Haider i sur. 2002. B — Koordinacija kalijevih iona s kisikovim atomima gvanina
unutar G-kvadripleksa vrste Oxytricha nova i nazna¢eno bipiramidno antiprizmatsko uredenje. Prilagodeno prema
Neidle 2012. C — Koordinacija G-kvadripleksa natrijevim ionima. Natrijevi ioni nejednoliko su rasporedeni unutar
kanala, uz gotovo planarnu koordinaciju kisikovim atoma gvanina na rubovima kanala (crvena strelica) i
bipiramidno antiprizmatsko uredenje na ostalim dijelovima kanala (plava strelica). Prilagodeno prema Neidle
2012.

Sekundarna struktura G-kvadripleksa moze se formirati u deoksiribonukleinskim i
ribonukleinskim kiselinama. Seéer riboza, dio ribonukleinske kiseline, sadrzi 2'-hidroksilnu
(-OH) skupinu koja potice stvaranje veceg broja unutarmolekulskih interakcija, $to dovodi do

vece stabilnosti RNA G-kvadripleksa. Dodatna hidroksilna skupina riboze konformacijski



ogranicava topologiju RNA G-kvadripleksa na nacin da N-glikozidna veza ne moze poprimiti
syn-konformaciju, $to je preduvjet za antiparalelnu topologiju kvadripleksa. Zbog ograni¢ene
konformacije, RNA G-kvadripleksi manje su ovisni o vanjskim uvjetima i njihova je
raznolikost smanjena (Argawala i sur. 2015). lako konformacije DNA G-kvadripleksa
medusobno imaju nisku energijsku razliku, pretvorba iz jedne u drugu je spora, $to upucéuje na

postojanje visokoenergijskih intermedijera (Yang i Lin, 2019).



3. G-kvadripleksi kao dio eukariotskog genoma

Nukleinske kiseline poprimaju sekundarne strukture G-kvadripleksa u dijelovima
eukariotskih genoma koji su bogati gvaninima, poput telomera i promotorskih regija gena.
Pronalaze se i u transkriptomima, specificno u 5'- i 3'-netranslatiranim regijama (UTR,
eng. untranslated region) i intronima glasnicke RNA (mMRNA, eng. messenger RNA), te u
malim nekodiraju¢im RNA molekulama, poput mikroORNA (miRNA, eng. microRNA) (Lipps i
Rhodes 2009, Agarwala i sur. 2015).

3.1. Telomere

Telomere su ocuvana uzastopna ponavljanja nukleotidnih sljedova na krajevima
eukariotskih linearnih kromosoma c¢ija se duljina razlikuje medu vrstama (O’Sullivan i
Karlseder 2010). Primjerice, telomere prazivotinja sadrze 20-70 heksamernih TTGGGG
ponavljanja, atelomere kvasaca GGTTACA heptamerno ponavljanje ukupne duljine do 300 pb.
Telomere biljaka sadrze heptamerna ponavljanja TTTAGGG i duljine su izmedu 2 i 100 kb.
Kod kraljeznjaka, kromosomski krajevi sadrze heksamerna TTAGGG ponavljanja, a najdulje
ponavljanje otkriveno je u vrsti Mus musculus i duljine je do 150 kb. Ljudske telomere najéesce
su duljine izmedu 10 i 15 kb (Srinivas i sur. 2020).

3.1.1. Skraéivanje i produljivanje telomera

Prilikom replikacije linearnih kromosoma, ne dolazi do potpunog udvostru¢enja DNA
na kromosomskim krajevima, Sto rezultira progresivnim skrac¢ivanjem telomera sa svakom
staniénom diobom. Replikacija zapo€inje stvaranjem RNA-pocetnice na 5'-kraju DNA koja se
nakon replikacije zamjenjuje s deoksiribonukleotidima. Medutim, na samom kraju linearnog
kromosoma ova zamjena nije moguca, Sto dovodi do degradacije i gubitka terminalnih dijelova
kromosoma. Ovaj proces naziva se i ,,problem kraja replikacije (eng. end replication problem).
Ukoliko na krajevima linearnih kromosoma ne bi postojala dodatna telomerna ponavljanja,
zbog ,,problema kraja replikacije” dio genetske informacije svakom bi se diobom gubio
(Bryan 2020).

Telomeraza je ribonukleinski protein zasluzan za produljenje telomera, ¢ime se suprotstavlja
replikacijskom skrac¢ivanju telomera. Sastoji se od katalitiCke podjedinice, telomerazne
reverzne transkriptaze (TERT) i RNA molekule (TERC) koja djeluje kao kalup za produzivanje

telomernih  ponavljanja (Bryan 2020). Telomeraza je aktivnha u germinativnim,



hematopoetskim, maticnim 1 mitotski aktivnim stanicama te u stanicama koje se brzo
regeneriraju. UtiSavanje telomeraze i skraCivanje telomera u ljudskim stanicama sprecava
nekontroliranu stani¢nu proliferaciju (Trybek i sur. 2020). Stanice raka karakterizira visoka
telomerazna aktivnost koja stanicama omogucava beskonac¢ne diobe (Kim i sur. 1994,
Neidle 2012).

3.1.2. Grada i struktura telomera

Telomere ukljucuju proksimalno dvolancane i distalno jednolancane regije (Slika 7.A)
koje su od kromosomske DNA odvojene subtelomernom i intersticijskom telomernom regijom.
Vrlo su krhke intrinzi¢ne strukture stabilizirane vezama s kompleksom Selterin proteina
(eng. shelterin proteins). Jednolan¢ane G-bogate regije telomera mogu se uklopiti u dvolanc¢ane
regije tvoreci trostruku zavojnicu i t-petlju (eng. t-loop, Slika 7.B) ili se mogu smatati u
CetverolanCane strukture G-kvadriplekse (Srinivas i sur. 2020). Prvi bioloski relevantni

G-kvadripleksi uoceni su upravo u telomernoj DNA (Henderson i sur. 1987).

Kompleks Selterin proteina povezuje se s telomernim TTAGGG ponavljanjem.
Kompleks se sastoji od ukupno 6 proteina: TRF1, TRF2, POT1 koji direktno prepoznaju
telomerne sljedove i koji su medusobno povezani proteinima TIN2, TPP1 i Rapl. Protein POT
1 (eng. protection of telomeres 1) smatra se najvaznijim zastitnim proteinom jednolanc¢anih
telomernih nastavaka u ljudskim stanicama. Veze se direktno na 3'-jednolancani rep telomera.
Kako bi se povezao za telomere, protein POT1 moze poremetiti unutarmolekulsku strukturu G-
kvadripleksa. Vezivanje proteina POT1 za telomere i njegovo odmotavanje kvadripleksa utjecu
na moguénost produljenja telomera pomocu telomeraze. Telomeraza se ne moze vezati za
telomere koje su u konformaciji antiparalelnih G-kvadripleksa. Samim time §to razrjeSuje
sekundarnu strukturu G-kvadripleksa u linearnu konformaciju, protein POT1 povecava
vezivanje telomeraze na telomere. S druge strane, paralelni G-kvadripleksi mogu biti supstrat

za telomerazu (Bryan 2020).



(A) intersticijska
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Slika 7. A — shematski prikaz telomerne i subtelomerne regije kromosoma. Telomerna regija uklju¢uje dvolancanu

regiju duljine 50-300 nukleotida i jednolan¢ani rep bogati gvaninima. Subtelomarna regija (zeleno) uklju¢uje regije
gena isprepletenih unutar ponavljaju¢ih elemenata i intersticijsku telomernu sekvenciju (crvena strelica). B —
kompleks Selterin proteina, jednolan¢ani rep bogat gvaninima omata se u dvostruku zavojnicu tvoreci T-petlju.

Prilagodeno prema Srinivas i sur. 2020.
3.1.3. Funkcija telomera

Glavna uloga telomera lezi u zastiti krajeva kromosoma od degradacije i gubitka
genetske informacije. Telomere zaSticuju kromosome od abnormalnih rekombinacija,
kromosomskih fuzija i degradacije egzonukleazama. Njihovo skraéivanje (rezultat ,,problema
kraja replikacije*) djeluje kao molekulski sat. Nakon odredenog broja dioba, telomere postaju
previSe skracene 1 dostizu kriticnu duljinu, ¢ime se stanica usmjerava u put replikativne
senescencije ili apoptoze (Trybek i sur. 2020). U samoj stabilizaciji telomera sudjeluju
G-kvadripleksi. Tvoreci telomerne kape onemogucuju pristup telomerazi, ¢ime spre¢avaju

nastanak tumorskih stanica (Srinivas i sur. 2020, Bryan 2020).
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3.2. Promotori gena

G-kvadripleksi pojavljuju se u promotorskim regijama gena, gdje funkcioniraju kao
transkripcijski regulatori (Siddiqui-Jain 1 sur. 2002). Prva indikacija G-kvadripleksa u
promotorima gena datira iz 1982. godine za kokos§ji gen za B-globulin (Larsen i Weintraub
1982, Wood i Felsenfeld 1982), nakon ¢ega su strukture G-kvadripleksa otkrivene u
promotorima gena koji kodiraju inzulin, c-MYC, VEGF, HIF-1a, BCL-2, MtCK, K-RAS,
c-KIT, RET, PDGF-A, ¢c-MYB, hTERT i PDGF-Rp, te u misjem a7 integrinu (Yang i Lin
2019).

Kvadripleksi predstavljaju cis-regulacijske elemente ljudskog genoma Kkoji su
ra¢unalnim metodama pronadeni u promotorima vise od 40 % gena ljudskog genoma (Huppert
i Balasubramanian 2006). Potencijal formiranja kvadripleksa veci je unutar onkogena nego u

tumorsupresorskim genima (Eddy i Maizels 2006).

Za razliku od ponavljajucih sljedova u telomernim sljedovima, G-kvadripleksi koji se
nalaze u promotorima jedinstveni su po svom broju i duljini G-sljedova. Vrlo ¢esto sadrze vise
od cetiri G-linije (dio lanca DNA bogat gvaninom, Cetiri takva lanca tvore kvadripleks) s
nejednolikim brojem gvanina te mogu stvarati viSestruke kvadriplekse kroz raznovrsne

kombinacije G-linija (Chen i Yang 2012).
3.2.1. Funkcija G-kvadripleksa na primjeru promotora onkogena c-MYC

Transkripcijski faktor c-MYC kodiran je proto-onkogenom c-MYC. Protein c-MYC
eksprimira se tijekom embriogeneze i u odraslim tkivima s visokim kapacitetom proliferacije,
poput epiderme koze i crijeva. Osim §to potie stani¢nu proliferaciju, ekspresija proteina
c-MYC inhibira diferencijaciju stanica, zbog cega se povezuje s ljudskim i1 animalnim
malignostima, poput karcinoma dojke, kolona, vrata maternice i1 pluca, osteosarkomima,

glioblastomima i mijeloidnim leukemijama (Pelengaris i sur. 2002, Yang i Hurley 2006).

Proksimalna regija promotora onkogena c-MYC sadrzi element III; hipersenzibilan na
nukleaze (NHE Ill1, eng. nuclease hypersensitivity element I111) koji kontrolira 80 — 90 %
transkripcijske aktivnosti ovog gena. Element NHE Ill; bogat je gvaninima i tvori
unutarmolekulsku paralelnu strukturu G-kvadripleksa. G-kvadripleksi ovog elementa mogu
poprimiti Cetiri razliCite izomerne strukture s gvaninima u anti-konformaciji. Formacija
G-kvadripleksa onemoguéava vezivanje transkripcijskih aktivatora, poput proteina CNBP koji

se moze vezivati samo za jednolancanu DNA (Slika 8). Nemogucnost vezivanja
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transkripcijskih aktivatora sprecava inicijaciju transkripcije, S$to u konacnici rezultira

utiSavanjem gena c-MYC (Yang i Hurley 2006).

Peil Paralelna

> struktura
RNA pol II J;
- e

G-kvadripleksa
3"
<::I 3 NHE lli4 L .

— —
ON OFF

NHE Ill4

Slika 8. Model aktivacije i represije transkripcije gena c-MYC kroz konverziju paranemi¢ne sekundarne strukture

w o

DNA u transkripcijski aktivnu jednolanc¢anu DNA. Oznaka ,,ON* na slici oznacava aktivaciju transkripcije, a
hnRNP i CNBP predstavljaju transkripcijske aktivatore koji se vezuju za jednolan¢anu DNA. Oznaka ,,OFF* na
slici oznadava represiju transkripcije povezanu s formacijom paralelne strukture G-kvadriplesa. Preuzeto iz Yang

i Hurley 2006.

3.3. Transkriptom

Transkriptom stanice ili tkiva predstavlja skup svih molekula RNA koje se u njima
transkribiraju. Dinamican je i reprezentira trenutno stanje stanice. Sastoji se od glasnicke ili
kodiraju¢e RNA (mRNA) i razli¢itih nekodiraju¢ih RNA (ncRNAs, eng. non-coding RNAS)
(Ranganathan i sur. 2019).

3.3.1. G-kvadripleksi kao dio glasnicke RNA

Dijelovi ljudske mRNA u kojima se mogu formirati G-kvadripleksi su u 5- i
3-netranslatiranim regijama (UTR, eng. untranslated region) (Huppert i sur. 2008).
Netranslatirane regije na krajevima mRNA dio su cis-regulacijskiih elemenata te imaju vaznu
ulogu u stabilnosti i zastiti MRNA, modulaciji transporta iz jezgre, lokalizaciji mRNA u stanici
te u inicijaciji i efikasnosti translacije (Chatterjee i Pal 2009). Racunalnim metodama odredeno
je da 19,3 % gena od svih poznatih protein-kodiraju¢ih gena covjeka potencijalno sadrzi
G-kvadriplekse u 5'- ili 3'-nekodirajucoj regiji mRNA. U 5'-netranslatiranim regijama postoji
tendencija za stvaranje kvadripleksa uz kraj 5'-UTR-a, dok se u 3'-netranslatiranim regijama
pojavljuju odmah nakon 3'-kraja kodirajuceg slijeda mRNA. Stvaranje G-kvadripleksa na ovim
regija mMRNA ima bitnu ulogu u regulaciji transkripcije i translacije (Slika 9) (Huppert i sur.

2008). Stabilni RNA G-kvadripleksi u blizini 5'-metilgvanozinske kape stericki sprecavaju
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inicijaciju translacije blokiranjem vezanja inicijacijskog kompleksa za 5'-kapu ili mogu
poremetiti proces skeniranja i trazenja start kodona pomoc¢u male ribosomske podjedinice
(Kumari i sur. 2007, Huppert i sur. 2008). Neki od proteina u ¢ijim 5'-netranslatiranim regijama
MRNA G-kvadripleksi djeluju kao represori translacije su NRAS, Zic-1, TRF-2, BCL2 i ESR
(Agarwala i sur. 2015). S druge strane kodirajuce regije mRNA, G-kvadripleksi imaju ulogu u
pauziranju transkripcije na 3'-kraju gena, sto dovodi do uéinkovitog cijepanja na mjestu
poliadenilacije i do u¢inkovite poliadenilacije. Bez pravovremene terminacije transkripcije,
dobiveni transkript sadrzavat ¢e i susjedne gene Sto posljedicno dovodi do poremecaja U
njihovoj ekspresiji (Huppert i sur. 2008). Ovakvo djelovanje G-kvadripleksa moze se usporediti
s Rho-neovisnom terminacijom transkripcije kod prokariota, a pojavljuje se i u nekim
mitohondrijskim genima. Kod gena LRP5 i FXR1 G-kvadripleksi u 3'-netranslatiranoj regiji
povecavaju efikasnost alternativne poliadenilacije na nacin da generiraju stvaranje nekoliko
kratkih transkripata (Agarwala i sur. 2015). U mRNA proteina PSD-95 i CaMKIlla
G-kvadripleksi 3'-netranslatiranih regija imaju vaznu ulogu u lokalizaciji mRNA u stanici

(Subramanian i sur. 2011).

Osim u 5'- i 3-netranslatiranim regijama mRNA, G-kvadripleksi mogu se stvarati i u
intronima. Do sada su otkriveni u intronima nekolicine ljudskih gena, poput hTERT, BclxL,
TRF2, FMRP, FMR1, TP53, IGFNL1 i PAX9, u kojima utjecu na njihovo prekrajanje (Marcel i
sur. 2010, Ribeiro i sur. 2014, Fay i sur. 2017, Verma i Das 2018). Formacija G-kvadripleksa
u nekim intronima utiSava prekrajanje (gen hTERT), dok u drugima pojacava (geni FMR1,
PAX9) (Marcel i sur. 2010, Ribeiro i sur. 2014).
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Translacija
G-kvadripleks

Start kodon 3

o

m’G cap 5 UTR

Mjesto poliadenilacije

5 Stop kodon I
| Pauziranje posredovano
\ G-kvadripleksom /
Pauziranje ,Y
Terminacija 3 UTR
Cijepanje
Poliadenilacija
5 AAAAAAAAA Y

Slika 9. Shematski prikaz odabranih uloga G-kvadripleksa u 5'- i 3'-netranslatiranim regijama mRNA. A —
prisustvo stabilnih RNA G-kvadripleksa blizu 5'-kape inhibira translaciju na nadin da onemogucava vezanje
translacijskog inicijacijskog kompleksa na 5'-kapu i maloj ribosomalnoj podijedinici skeniranje transkripta u
potrazi za start kodonom. B — prisustvo stabilnih G-kvadripleksa na pocetku 3'-netranslatirane regije omogucava
terminaciju transkripcije Sto dovodi do efikasnog cijepanja na poliadenilacijskom mjestu i omogucava

poliadenilaciju. Prilagodeno prema Huppert i sur. 2008.
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3.3.2. G-kvadripleksi kao dio nekodiraju¢ih RNA

Strukture G-kvadripleksa mogu se stvarati i u nekodiraju¢éim RNA molekulama, poput
primarne mikroRNA (pri-miRNA, eng. primary microRNA), prekursorske mikroRNA
(pre-miRNA, eng. precursor microRNA) i u zrelim mikroRNA (miRNA, eng. microRNA)
(Chan i sur. 2018).

Zrele mikroRNA pripadaju malim nekodiraju¢im molekulama RNA duljine oko 22
nukleotida koje imaju iznimnu ulogu u post-transkripcijskoj regulaciji. Biogeneza miRNA
sastoji se od serije visokokoordiniranih biokemijskih koraka. Prvi korak je transkripcija
primarne mikroRNA pomoc¢u RNA-polimeraze II. Nakon toga procesiraju¢i kompleks koji
sadrzi protein Drosha u jezgri iz pri-miRNA generira prekursorsku mikroRNA. Pre-miRNA
tvori sekundarnu strukturu ukosnice koju unutar citoplazme prepoznaje nukleaza Dicer. Enzim
Dicer cijepa pre-miRNA, ¢ime nastaju zrele miRNA. Stvaranje sekundarne strukture
G-kvadripleksa u pre-miRNA natjece se s formiranjem ukosnice. Na taj nacin inhibira cijepanje
enzimom Dicer, §to ukazuje na ulogu G-kvadripleksa u biogenezi i funkciji miRNA.
Racunalnim metodama pretpostavljeno je postojanje stotine motiva G-kvadripleksa i u
razli¢itim zrelim miRNA, no u mnogima njihova bioloska funkcija jo$ uvijek nije poznata (Liu

i sur. 2020).
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4. Detekcija G-kvadripleksa u bioloskim sustavima

Biofizicke tehnike imaju vaznu ulogu u karakterizaciji G-kvadripleksa sintetskih
oligonukleotida. Cirkularni dikroizam, krivulja meksanja pod utjecajem ultraljubicastog (UV)
zraCenja i spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) najcesée su metode
koriStene za detekciju i analizu G-kvadripleksa in vitro. Osim $to je ovim analizama moguce
karakterizirati topologiju sintetskih G-kvadripleksa, njima se odreduje mogu li bioloski RNA i
DNA sljedovi tvoriti sekundarne strukture G-kvadripleksa in vitro (Fay i sur. 2017).

4.1. Detekcija G-kvadripleksa in vivo

Kako bi se vaznost i prisustvo G-kvadripleksa u bioloskim sustavima mogli sa
sigurno$¢u potvrditi, potrebno ih je identificirati in vivo. Opcenito, za prepoznavanje
molekulskih struktura, otkrivanje proteina unutar stanica i za mapiranje njihovih veznih mjesta
za DNA ili RNA Koriste se antitijela. Koristenjem visokoafinitetnih fragmenata antitijela
(Sty3), G-kvadripleksi prvi su puta vizualizirani unutar stanica trepetljikasa Stylonychia
lemnae imunobojenjem telomernih G-kvadripleksa (Schaffitzel i sur. 2001). Osim navedenog
antitijela specifi¢nog za telomere, detekcija i lokalizacija G-kvadripleksa u stanicama moguca
je koriStenjem drugih strukturno-selektivnih molekularnih proba, poput krvnog antigena H1
(BG4) i antitijela 1H6 (Hansel-Hertsch i sur. 2017). Krvnim antigenom H1 (BG4), specifi¢cnim
antitijelom koje se veze za jednolan¢ane nukleinske kiseline, i imunofluorescencijom prvi put
su vizualizirani DNA G-kvadripleksi u jezgrama (Slika 10) (Biffi i sur. 2013a) i RNA
G-kvadripleksi u citoplazmi ljudskih stanica (Slika 11) (Biffi i sur. 2013Db). In situ fiksacija
jezgre i bojanje navedenim antitijelima pokazuju to¢kasto obojenje genomske DNA u razli¢itim
ljudskim stani¢nim linijjama. Eksperimenti stani¢ne sinkronizacije pokazuju ovisnost stanicnog
ciklusa o dinamici G-kvadripleksa, pri ¢emu su G-kvadripleksi najbrojniji u S fazi ciklusa
(Héansel-Hertsch i sur. 2017). Antitijela za G-kvadriplekse ne boje replikacijske raslje, $to znaci
da strukture G-kvadripleksa moraju biti razrijeSene tijekom replikacije DNA i telomera. lako
antitijela omoguc¢avaju vizualizaciju G-kvadripleksa u specifi¢nim dijelovima genoma, njihovo
koriStenje ne daje informaciju o tome koliki postotak same telomere sadrzi G-kvadriplekse
(Lipps i Rhodes 2009).
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Slika 10. Vizualizacija DNA G-kvadripleksa unutar jezgre U20S stanica pomoc¢u krvnog antigena H1 (BG4)
(crveno). Kromosomi su obojani bojom DAPI (plavo), mjerilo 20 um. A — G-kvadripleksi dio su genoma interfazne
jezgre. B, C — G-kvadripleksi nastaju na razli¢itim dijelovima metafaznih kromosoma. D, E — G-kvadripleksi

nastaju na telomerama metafaznih kromosoma. Prilagodeno prema Biffi i sur. 2013a.

-
Slika 11. Vizualizacija RNA G-kvadripleksa u citoplazmi SV40-transformiranih MRC5 fibroblasta pomocu
krvnog antigena H1 (BG4) (crveno). Kromosomi su obojani bojom DAPI (plavo), mjerilo 20 pm. A — jezgre

obojane plavom bojom, bez BG4. B — dodatak BG4 i vizualizacija RNA G-kvadripleksa izvan podrudja jezgre.

Intenzivnije obojenje naglaseno je crvenom strelicom. Prilagodena premo Biffi i sur. 2013b.

Osim detekcije antitijelima, za identifikaciju G-kvadripleksa koriste se i male sintetske
molekule (ligandi), poput PDSa koji predstavlja derivat piridostatina (PDS, eng. pyridostatin).
Nakon dodatka liganda PDSa i fiksacije stanica u formaldehidu, vezivanje fluorofora na ligand
omogucava detekciju G-kvadripleksa (H&nsel-Hertsch i sur. 2017). Ova metoda potvrdila je
prisutnost G-kvadripleksa u telomerama razlicitih organizama, ukljucujuci i kraljeSnjake (Lipps

i Rhodes 2009).

Mapiranje genoma metoda je koja kombinira G4-ovisno zaustavljanje DNA-polimeraze
i sekvenciranje iduce generacije (G4-seq), ¢cime se dobiva mapa G-kvadripleksa za cijeli genom
u prociséenoj jednolanc¢anoj ljudskoj molekuli DNA. Genomska DNA izolira se iz stanica u
uvjetima koji ne favoriziraju formaciju G-kvadripleksa, nakon Cega se resekvenciraju u
uvjetima koji stabilizraju kvadriplekse, poput dodatka kalijevih kationa ili molekule PDS.
G4-ovisno zaustavljanje polimeraze detektira se u reakciji resekvenciranja pomoc¢u nagle
redukcije kvalitete sekvenciranih podataka u odnosu na prvo sekvenciranje. Podaci smanjene
kvalitete predstavljaju podru¢ja u sekvenciranom genomu u kojima je doslo do stvaranja

G-kvadripleksa. Mapiranjem genoma potvrdene su vece koli¢ine struktura G-kvadripleksa u
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regulacijskim regijama gena, poput promotora, 5'-netranslatiranih regija (5'-UTR), te pojac¢anu

ekspresiju struktura G-kvadripleksa u genima povezanim s rakom (Hansel-Hertsch i sur. 2017).
4.2. Racunalna detekcija G-kvadripleksa

S obzirom da motivi G-kvadripleksa imaju bitnu ulogu u regulaciji stani¢nih procesa,
vazno je znati njihovu to¢nu lokaciju unutar genoma. Prvi algoritam stvoren za odredivanje
dijelova genoma u kojima bi se potencijalno mogle tvoriti strukture G-kvadripleksa pretrazuje
motive oblika [GaNmGnNoGnNpGn] unutar analiziranog slijeda ili analiziranog genoma, pri
¢emu ,,G*“ oznacava bazu gvanin, ,,N“ bilo koju dusi¢nu bazu, a slova u indeksu broj
ponavljanja navedene baze (Huppert i Balasubramanian 2005). Jednostavnim algoritmom
oblika [G>3N1-7G>3N1-7G>3N1-7G>3] predvideno je postojanje vise od 300 000 navedenih motiva
koji mogu tvoriti G-kvadriplekse unutar ljudskog genoma. Navedeni algoritam potvrduje obilje
G-kvadripleksa u telomerama, promotorima gena i u prvom intronu gena (Hénsel-Hertsch i sur.
2017). Medutim, ovi algoritmi daju isklju¢ivo binarne (da/ne) rezultate umjesto kvantitativnih
analiza obveznih za korelaciju moguénosti stvaranja kvadripleksa s ostalim genomskim ili
funkcionalnim parametrima. Za prevladavanje ovih ograni¢enja, stvoren je algoritam
G4Hunter. Algoritam uzima u obzir ,,G-bogatstvo* (udio gvanina u slijedu, eng. G-richnes) i
,,G-iskrivljenost (asimetrija G/C baza izmedu komplementarnih lanaca, eng. G-skewness), a
kao izlazni podatak daje vrijednost koja predstavlja sklonost slijeda stvaranju G-kvadripleksa
(Bedrat 2015, Bedrat i sur. 2016).
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5. Interakcija G-kvadripleksa s malim molekulama

Sirok spektar od oko 1000 malih molekula ili liganda mozZe tvoriti interakcije s
G-kvadripleksima. Ligandi sadrze nekoliko zajednickih karakteristika, poput planarne
aromatske strukture i pozitivnho nabijenih postranih lanaca. Planarna aromatska srz liganda
omogucava interakcije slaganja s planarnim G-kvartetima, dok se pozitivno nabijeni lanac
selektivno veze za petlje ili utore kvadripleksa (Sanchez-Martin i sur. 2021). Za precizno
odredivanje strukture i interakcija u kompleksu G-kvadripleksa i njegova liganda koriste se
visoko-rezolucijske tehnike kristalografije X-zrakama i spektroskopije nuklearne magnetske
rezonancije (NMR) (Haider i sur. 2011).

G-kvadripleksi prisutni u telomerama onemogucuju vezivanje telomeraze i
produljivanje telomera. Kako je u 80-85 % ljudskih stanica raka znacajna ekspresija enzimski
aktivne telomeraze, male molekule koje stabiliziraju telomerne G-kvadriplekse potencijalni su
antitumorski lijekovi (Neidle 2012). Osim u samim telomerama, novija istrazivanja okrenuta
su pokusajima transkripcijske modulacije pojedinih tumorskih gena ciljaju¢i G-kvadriplekse u
njihovim sljedovima (Sanchez-Martin i sur. 2021). Primjerice, ligandi koji stabiliziraju
G-kvadriplekse u promotorskim sljedovima mogu omogudéiti transkripcijsku regulaciju

ekspresije onkogena (Haider i sur. 2011)

5.1. Primjeri liganda G-kvadripleksa

Za velik broj liganda koji vezu G-kvadriplekse otkriven je antitumorski utjecaj na
stanice. Neki od njih su disupstituriani amidoantrakvinoni, TMPyP4, adriamicin, berberin,
nitidin, disupstituirani akridini 1 sintetski fluorokvinoloni. Njihova uc¢inkovitost 1 specificnost
naj¢esée se odreduju na G-kvadripleksima prisutnim u telomerama ili promotorima gena
c-MYC, k-RAS i c-KIT (Sanchez-Martin i sur. 2021).

Disupstituirani amidoantrakvinoni (eng. disubstituted amido-anthraquinone) (Slika 12)
prvi su zabiljeZeni ligandi G-kvadripleksa. Snazno se vezu za telomerne G-kvadriplekse i
blokiraju aktivnost telomeraze na nafin da onemogucavaju sparivanje baza izmedu
jednolancane telomerne regije i RNA regije enzima (Sun i sur. 1997). Problem vecine
amidoantrakvinona koji inhibiraju aktivnost telomeraze lezi u njihovoj generalnoj toksi¢nosti
za stanicu (Neidle 2012).
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Slika 12. Opcenita struktura disupstituiranih amidoalkilamino antrakvinona. Preuzeto iz Neidle 2012.

Kationski porfirin TMPyP4 inhibira aktivnost telomeraze vezivanjem za telomerne
G-kvadriplekse. Moze se koristiti i kod kvadripleksa u promotorima onkogena, poput c-MYC,
BCL2 i k-RAS. Medutim, prepreka u koriStenju TMPyP4 u terapeutske svrhe jest njegova
sposobnost vezivanja i dvolancane i trolanéane DNA, osim samih kvadripleksa (Sanchez-

Martin i sur. 2021).

Pojedini sintetski ligandi G-kvadripleksa dosli su i do klini¢kih ispitivanja. CX-3543 ili
kvarfloksin (eng. quarfloxin) je fluorokvinolon (eng. fluoroquinolone) dizajniran kako bi ciljao
kvadriplekse u promotoru gena c-MYC. lako je dosao do druge faze kao kandidat u lijeenju
nekoliko tipova tumora, tre¢a faza nije dovrSena zbog njegovog velikog afiniteta prema
albuminu. Drugi fluorokvinolon, CX-5461, selektivno veze i stabilizira Sirok spektar
G-kvadripleksa, poput onih u promotoru gena c-MYC i u telomerama. CX-5461 trenutno je u
prvoj fazi klinickog ispitivanja za pacijente s tumorima uzrokovanim mutacijama u genima
BRCAL/2 (Sanchez-Martin i sur. 2021).

Disupstituirani akridini stabiliziraju G-kvadriplekse i mogu inhibirati aktivnost
telomeraze pri niskim mikromolarnim (uM) koncentracijama. Medutim, srz poliaromatskog
prstena akridina ima visoki afinitet za interkalaciju s dvolanlanéanom DNA, i njegova je
selektivnost niska (Neidle 2012).
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6. G-kvadripleksi u prokariotskim i virusnim genomima

Genetski materijal prokariota veéinom je pohranjen u kruznom kromosomu i
plazmidima, a sekundarna struktura prokariotskog genoma odgovorna je za njegovu stabilnost
(Bartas i sur. 2019). Sama prisutnost i funkcija G-kvadripleksa u prokariotskim DNA i mMRNA
jos uvijek se slabo razumije. Prokariotski genomi bogati su G4 motivima u regulacijskim
sljedovima otvorenih okvira Citanja (ORFs, eng. open reading frames). Ucestalost G4 motiva
veca je unutar promotora gena povezanih s transkripcijom, biosintezom sekundarnih metabolita
I prijenosom signala. Temeljem toga, smatra se da DNA u obliku G-kvadripleksa predstavlja
regulacijski stani¢ni signal. Racunalne analize genoma bakterija pokazuju da bakterije ¢iji
genom sadrzi ve¢i udio GC parova baza sadrze i ve¢i broj potencijalnih G4 motiva, a oCuvanost
motiva u promotorima ortolognih gena razli¢itih vrsta ukazuje na ocuvanost G4 motiva u

filogeneticki udaljenim organizmima (Shao i sur. 2020).

Virusi su unutarstani¢ni paraziti koji za svoje umnaZanje iskoriStavaju stani¢nu
replikacijsku masineriju i masineriju za sintezu proteina. Prema Baltimoreovoj klasifikaciji,
mogu se podijeliti u 7 skupina, ovisno o tipu genoma i mehanizmu replikacije: DNA virusi s 1)
dvolancanim 1 2) jednolancanim genomom; RNA virusi s 3) dvolanCanim genomom, ili
jednolanéanim genomom s 4) pozitivnom (SSRNA (+)) ili 5) negativnom (sSRNA (-))
polarnos¢u; 6) RNA ili 7) DNA virusi s moguéno$éu reverzne transkripcije (RT).
G-kvadripleksi dio su genoma gotovo svih Baltimoreovih skupina ljudskih virusa, a njihova
prisutnost odredena je raCunalnim analizama. U dvolan¢anoj DNA grupi, G-kvadripleksi su
opisani u obiteljima Herpesviridae i Papillomaviridae, dok su u jednolan¢anim DNA virusima
opisani u adeno-povezanim virusnim genomima. RNA G-kvadripleksi opisani su u
jednolancanim RNA genomima s pozitivnom (Zika, hepatitic C virus (HCV), koronavirus
teSkog akutnog respiratornog sindroma (SARS koronavirus)) i negativnom (Ebola virus)
polarnoséu. G-kvadripleksi prisutni su i u genomu hepatitis B virusa (HBV), jedinog
predstavnika dvolan¢anih DNA virusa s aktivno$¢u reverzne transkriptaze, te u genomu
humanog imunodeficijencijskog virusa (HIV), predstavnika dvolanc¢anih RNA virusa s

aktivnoscu reverzne transkriptaze (Lavezzo i sur. 2018).
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7. Zakljucak

Sekundarna struktura nukleinskih kiselina, G-kvadripleksi, vazan je dio genoma
eukariota, prokariota i virusa. U genomima eukariota DNA G-kvadripleksi pronalaze se u
telomerama 1 u promotorskim regijama. Vazan su dio nekodiraju¢ih i kodiraju¢ih RNA
molekula. U glasnickoj RNA pronalaze se u 5'- i 3'-netranslatiranim regijama i u intronima.
Pozicija G-kvadripleksa unutar genoma odreduje njegovu funkciju. Kao dio telomera, DNA
G-kvadripleksi imaju vaznu ulogu u odrzavanju njihove stabilnosti i U regulaciji aktivnosti
enzima telomeraze. Svojom strukturom utje¢u na ekspresiju gena, bilo na razini transkripcije,
translacije, poliadenilacije ili prekrajanja. Specificnost grade G-kvadripleksa omogucava
njegovu interakciju s malim molekulama. Danas se mnogi potencijalni antitumorski lijekovi

pronalaze medu ligandima koji stabiliziraju strukture G-kvadripleksa.
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9. Zivotopis

Dora Kermek rodena je 18. ozujka 2001. godine u Cakovcu. Zavrsila je prirodoslovno-
matematicki smjer Prve gimnazije u Varazdinu kao najbolja maturantica Skole 1 Varazdinske
zupanije. Preddiplomski studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu u Zagrebu upisala je 2019. godine. Tijekom studija sudjeluje u organizaciji
edukativnih radionica za nadarenu djecu u Udruzi Bioteka i provedbi manifestacije No¢ u
muzeju u Prirodoslovnom muzeju u Zagrebu. Sudjelovala je kao aktivni izlaga¢ na 3. dinarskom
simpoziju o podzemnoj biologiji (Trebinje, 2022), Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja
(Zagreb, 2022) i Medunarodnoj konferenciji o DNA barkodiranju i bioraznolikosti
(Sofia, 2022). Od 2021. godine ¢lanica je Udruge studenata biologije — BIUS te iste godine
postaje voditeljicom Sekcije za biospeleologiju.
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