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Abstrakt

Téato diplomova praca sa zaobera optimalizaciou elektrochemickej metédy na charakte-
rizaciu produktov neenzymatickej polymerizacie 3',5 -cyklického guanosinmonofosfatu
(¢cGMP) v podmienkach modelujtcich prebiotické prostredie. Experimenty boli prevad-
zané adsorpcnou prenosovou technikou na uhlikovej elektrode a gélovou elektroforézou.
Optimalizacia metody bola prevedend na modelovom systéme vzoriek oligonukleotidov
nachadzajuicich sa v roztoku cGMP na uhlikovej elektrode, na ktorej povrch sa adsorbuje
DNA a RNA. Technika umoznuje jednoduché odstranenie interferujucich latok ako cGMP,
ktory sa vyskytuje v pévodnom vzorku, ale neadsorbuji sa na povrch elektréody alebo sa
na neho adsorbuji podstatne slabsie ako oligonukleotidy a polynukleotidy. Analyza je
zalozena na selektivnom odstraneni cGMP z povrchu elektrédy chemickymi a fyzikalnymi
metodami pred prevedenim samotného merania technikou linearnej voltametrie. Pre selek-
tivnu desorpciu cGMP boli pouzité detergenty ako SDS, Tween 20 a Triton x-100 o roznej
koncentracii a bolo pouzité elektrostatické odpudzovanie cGMP vlozenim roéznych zapor-
nych potencidlov na uhlikovi elektrédu. Pri pouziti vsSetkych detergentov a vlozenych
zapornych potencidlov dochddzalo ku selektivnej desorpcii cGMP. Pouzité metody boli
porovnané, kedy najicinnejsia bola vyhodnotena desorpcia cGMP z povrchu elektrody
pomocou SDS. Desorpcia oligonukleotidov bola minimalizovana pouzitim vlozeného klad-
ného potencidlu na premyvanu uhlikovi elektrodu v 0,01% SDS v bézickom prostredi.
Optimalizovand metoda bola pouzita na elektrochemickt analyzu preliminarhnych vzo-
riek neenzymatickej polymerizacie 3’5" -cGMP a porovnand s gélovou elektroforézou.

Summary

This thesis focuses on the optimazation of the electrochemical method, which charac-
terizes products of untemplated nonenzymatic polymerization of 3’,5 -cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) under conditions modeling prebiotic environment. An adsorp-
tive transfer stripping techniques on carbon electrode and gel electrophoresis were used.
The method was optimized on the model system of oligonucleotides located in solution of
c¢GMP on carbon electrode, where DNA and RNA adsorb. This technique allows simple
removing of interfering substances such as cGMP, which are not present in the original
sample, but they do not adsorb on the surface of electrode or they adsorb weaker than oli-
gonucleotides or polynucleotides. Analyses are based on the selective desorption of cGMP
from the surface of the carbon electrode by the chemical and physical methods before
the measurement of linear voltammetry itself. Detergents, such as SDS, Tween 20 and
Triton x-100 with different concentrations and electrostatic repulsions of cGMP with dif-
ferent negative potentials on the carbon electrode were used for the selective desorption
of cGMP. The selective desorption of cGMP was observed for all detergents and inserted
negative potentials. Used methods were compared and the most effective detergent for
selective desorption of cGMP was SDS. Desorption of oligonucleotides was minimalized
by inserted positive potential on washed carbon electrode in 0,01% SDS in basic medium.
This optimized method was used on electrochemical analysis of preliminary samples of
untemplated nonenzymatic polymerization of 3’,5 -cGMP and compared to the analysis
of gel electrophoresis.
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1. Uvod

Elektrochemické metédy sa vyuzivaju v Sirokom spektre vedeckych oblasti. Na pre-
lome 50. a 60. rokov sa zacali Studovat prvy krat elektrochemické vlastnosti DNA. Objavy
spojené hlavne s technikou sekvenacie DNA, sposobili a umoznili rozvoj elektrochemickej
analyzy DNA. Napriklad na konci 60. rokov sa objavili sekvencne Specifické restrikéné
endonukledazy, umoznujice specificky stiepit a analyzovat DNA. O dekddu neskor bola
vyskiimana technoldgia sekvenovania DNA, zalozend na ¢asovo narocnej metdde gélovej
elektroforézy. O trochu neskor na analyzu DNA sa vyuzivala hybridizacia pomocou bloto-
vacej membrany. Popri vyvoji tychto technik sa vyvijali aj iné techniky vhodné pre rychlu
analyzu DNA. Jednou z nich bola polarografia. DNA poskytuje polarografické signaly,
ale okrem toho polarografické merania mozu poskytovat informéacie o Struktire DNA,
ako aj stanovif jednotlivé komponenty nukleovych kyselin a produktov ich degradécie.
Tieto skimania sa stali zakladom pre neskorsie elektrochemické analyzy DNA, studia o
jej Struktire, interakciach a poskodeni [1].

V poslednej dobe doslo k vyznamnému pokroku v oblasti elektrochemickych analyz
na uhlikovej elektrode. Vyuzivaju sa pre jednoducht charakterizaciu fragmentov DNA
alebo RNA z hladiska ich sekvencie, truktary, dlzky molekil a chemickej modifikdcie. V
elektrochemickych analyzach nukleovych kyselin sa s vyhodou vyuziva aj takzvana ez situ
adsorp¢né prenosova technika [1]. Pri tejto technike sa moze vyuzit rozdielnd sila adsorp-
cie DNA a RNA podla dlzky sekvencie na povrch uhlikovej elektrédy a odstranit zo vzorku
interferujtce latky ako cGMP, ktoré sa neadsorbuju alebo adsorbuju slabsie ako oligonuk-
leotidy a polynukleotidy. Metéda ponitika alternativnu moznost analyzy produktov RNA
molektl vzniknutych spontannou polymerizaciou 3’,5’-cyklickych nukleosidmonofosfatov
popri gélovej elektroforéze. Elektrochémia nukleovych kyselin je nadejnou metédou pre
charakterizaciu DNA alebo RNA a méze dopliiat ¢asovo naroénejsiu metédu gélovej elek-
troforézy.

Cielom tejto prace je optimalizacia alternativnej elektrochemickej metédy na ana-
Iyzu neenzymatickej polymerizacie 3’,5’-cyklickych nukleosidmonofosfatov za podmienok
modelujicich prebiotické prostredie [2], ktord je sticastou takzvanej formamidovej tedrie
vzniku Zivota [3]. Metéda bola najprv optimalizovand na modelovom systéme a neskor
bola prevedena elektrochemické analyza vzoriek produktov neenzymatickej polymerizacie.
Nasledne boli porovnané elektrochemické a elektroforetické analyzy produktov neenzy-
matickej polymerizacie 3’,5-cyklickych nukleosidmonofosfatov. Praca sa taktiez zaobera
problematikou tedrie ,RNA sveta“ a laboratérnymi modelmi vzniku zivota na Zemi.



2. Teoreticka cast

2.1. Abiogenézia

Otézkou pdvodu a obdobim vzniku zivota (abiogenézia) sa ¢lovek zaoberd od praveku.
Prvé dochované myty vztahujice sa ku vzniku zivota st zaznamenané v pisomnostiach z
doby bronzovej a pravdepodobne vznik pisma predchadzaji. Abiogenézia je udalost, pocas
ktorej sa z nezivej hmoty stala hmota ziva, ktora bola schopné sa vyvijat, rozmnozovat a
menif svoje okolie. Pocas roznych obdobi civilizacie sa na tuto otazku pozeralo skor filo-
zofickym pohladom, ktory bol dlho ovplyviovany nabozenstvom. Najstarsie nabozenské
ucenia Ciny, Egypta a Babylonu pripisovali vznik zivota réznym tradiciam a legenddm
spojenym s tvorcami — bohmi. V antickej civilizacii bola patrna dolezitost kazdodennej
skusenosti s formuldciou koncepcii, kedze chybali metody pre presné studovanie prirod-
nych javov. Aristotelova formulécia vzniku zivota mala zasadny vyznam az do zaciatku
19. storocia. Vo svojich pracach polozil zaklady tedrie spontanneho vzniku zivota z nezi-
vej hmoty - tedria samoplodenia. Podla jeho ucenia sa zivé organizmy skladaji z hmoty,
ktora ma pasivnu podstatu a obsahuje aktivnu formu - dusu. Dusa poskytuje organiza-
ciu, energiu a pohyb organizmu [4]. Postupné uvazovanie o vzniku zivota sa presunulo od
nabozenskych legiend az k testovatelnym hypotézam.

V polovici 19. storocia praca Louisa Pasteura vyvratila teériu samoplodenia. Preukazal
nemoznost samovolného vzniku mikroorgnaizmov z réznych organickych roztokov. Tieto
experimenty viedli k nazoru, zZe zivot sa nemohol formovat a vznikol spolu s nezivou
hmotou. Predpokladalo sa, ze vesmir spolu s zivotom st veéné nielen na Zemi. Vznik zivota
na Zemi sa vysvetloval pomocou tedrie panspermie, prenosom zivej hmoty cez vesmir na
medzihviezdnych telesach. Na zaciatku 20. storocia doslo k dalSiemu obratu a bola A.
[. Oparinom a J. B. S. Haldanom vyvinuta tedria prebiotickej polievky a postupného
vzniku organickych molekil z jednoduchych anorganickych latok, pritomnych na mladej
Zemi [4]. Teéria bola podporend Miller-Ureyovym experimentom, simuldciou podmienok
rannej Zeme, za predpokladu redukéného modelu atmosféry [5, 6]. Boli pouzité elektrické
vyboje generované dvojicou elektréd na vytvorenie radikalov z par vody, methdnu (CHy),
amoniaku (NHj) a vodiku (Hy). V zmesi sa syntetizovali produkty organickych zlicenin
niektorych aminokyselin [6]. Z tejto reakénej zmesi vznikal aj formaldehyd (CH50) a
kyanovodik (HCN), ktori boli klti¢ovymi intermediatmi pri vzniku glycinu [7]. Neskorsie
vyskumy ukézali, ze redukény model atmosféry je nepravdepodobny [8]. Tieto poznatky
viedli J. Oro ku modifikovaniu postupu s vyuzitim refluxu s vodnym roztokom HCN.
Produktom tejto polymerizacie bola nukleova baza adenin [9]. Buttlerov zistil, ze dochddza
ku polymerizacii formaldehydu v pritomnosti jednoduchych mineralov ako katalyzatoru za
vzniku zmesi cukrov. Tento proces sa nazyva formézova reakcia [10]. Objavy, ktoré urobili
Ori, Butlerow a Miller, ovplyvnili ndsledné smerovanie vyskumu prebiotickej chémie [11].

2.2. RNA svet

Definicia zivota z réznych filozofickych a historickych aspektov sa nevyhnutne potyka
obmedzeniami, tykajicich sa rozlicnych pohladov a pristupov. V akademickej sfére nee-
xistuje zhoda na jednej definicii zivota, napriek tomu Ze do stcasnosti ich bolo v odbornych
casopisoch publikovanych viac ako 100. V definiciach sa najcastejsie vyskytuju slova sys-



tém, hmota, metabolizmus, komplexita, samoreprodukcia, evolicia, prostredie a energia.
7, mdjho subjektivneho pohladu zivot je dynamicka sihra medzi genotypom a fenotypom.
Je mozné ho formulovat ako metabolizujtci material vzniklého z informac¢ného systému so
schopnostou samoreprodukcie so zmenami (evoliciou) vyzadujici energiu a vhodné pro-
stredie. Z definicie, Ze Zivot je samoreprodukcia s varidciou [12] vyplyva, Ze zivot zacina s
prvou reprodukciou informacnej molekuly. Tento okamzik je taktiez pociatkom evolucie,
ktora vysvetluje vyvoj zivota od jeho pociatku az do jeho stcasnej podoby.

V stcasnom svete kazda individudlna entita, ktora vykazuje vlastnosti zivota sa nazyva
organizmus. Medzi zdkladné znaky pre charakterizaciu prvej formy zivota patri replika-
cia. Komplementarita nukleovych bazi (guanin - cytozin, adenin - tymin v DNA alebo
tymin-uracil v RNA), umoziiuje replikdciu sicasnych organizmov [13]. Replika¢ny proces
sekvencii nukleovych bazi ma urcitii chybovost a nevyhnutne prinasa variabilitu dcérinych
molekil. DNA je informacna molekula, ktord kéduje enzymy zaistujtce jej replikaciu. Ti-
eto dva systémy, ulozenie a kopirovanie informacie, mozu fungovat iba spoloc¢ne. Priamy
vznik takto zlozitého systému abiogenéziou je vysoko nepravdepodobny. Tieto procesy
museli mat pévod v jednoduchsiom systéme [3].

Existuje viacero hypotéz vzniku zZivota na Zemi, najpravdepodobnejsia je teéria RNA
sveta - hypoteticky evoluény krok vo vzniku zivota. RNA svet musel prechadzat vznik
buniek, najstarsie dochované fosilne pozostatky bakteridlneho zivota pochadzaju z ob-
dobia pred najmenej 3,77 miliardami rokov [14]. Samoreprodukujica sa RNA molekula
predchadzala formovaniu DNA a proteinom. Rovnako ako DNA, RNA moéze ulozif a repli-
kovat genetickil informéciu, vdaka komplementarite parov bazi [15]. Pésobenie selekéného
tlaku na RNA zaistuje variabilitu a mozny vznik Sirokej skaly molekil s réznymi funkciami
[16]. Hypotézu RNA sveta podporuje aj mozny vznik nukleovych kyselin a jej prekurzo-
rov v obdobi rannej Zeme. Siroks skéla RNA molekdl a jej funkeii umoziuje aj tvorbu
zlozitejsich systémov, formovanie dnesného zivota zalozeného na DNA a proteinoch. V
kontraste nukleovych kyselin, struktira proteinov neméa jednoduchy mechanizmus repli-
kacie. Z toho vyplyva nutnost najprv evolucného vyvinu genetického systému pre ich
syntézu [15]. Okrem funkcie uloZenia genetickej informécie boli objavené aj molekuly
RNA (ribozymy), ktoré maji schopnost podobne ako enzymy, vystupovat v chemickych
reakcidch ako katalyzator [17]. Ribozymy katalyzuji napriklad transfosforylacné reakcie
— Stiepenie a ligicia fosfodiesterovych vézieb, ¢o umoznuje ich autokatalyticku replika-
ciu [18]. Dalej katalyzujii tvorbu peptidovej vizby [19], ¢o sa pravdepodobne vyvinulo az
do dnesného ribozéomu — komplexu RNA a proteinov zaistujiceho translaciu genetickej
informéacie. V neprospech hypotézy RNA sveta je nizka stabilita ribonukleovej kyseliny,
neumoznujica jej akumuldciu v obdobi rannej Zeme. RNA sa napriklad degraduje pri
vysokych teplotéch [15], pri ph>6 prebieha jej hydrolyza [20] a rozkladaji sa taktiez pri
posobeni ultrafialového ziarenia necloneného ozénom. Tieto faktory, mézu sluzif ako se-
lekény tlak. Experimenty odhalili zatial len zlomky moznych reakcii. Stéle sa nepodarilo
vytvorit alebo nédjst zivot zalozeného len na ribonukleovej kyseline bez intervencie pro-
teinov. RNA svet nechéva vela otdzok stale nezodpovedanych, ale je aj tak v sucasnosti
najlepsim vysvetlenim vzniku zivota [15].



2.3. Chemické prekurzory

Pre mozny vznik prvej formy zivota zalozeného na polyméroch RNA, je potrebné vyriesit
najskor povod monomernych jednotiek (nukleotid) a zékladnych organickych molekil, z
ktorych sa monoméry formovali (chemické prekurzory) v prebiotickych podmienkach. V
obdobi formovania zivota bol Zemsky povrch prevazne pokryty vodou. Teplota sa po-
hybovala medzi 70-100°C a pH bolo mierne kyslé (pH 5,8) [21]. Tvorbu Zemskej kory
ovplyviiovala intenzivna sopecné ¢innost. Atmosféra sa skladala prevazne s CO; a Ny a
mala slaby redukény charakter. Bola presytena vodnou parou, popolom, prachom a v
malom mnozstve obsahovala NHs, CHy, CO a Hy. Absencia volného Oy a O3 umoznovala
priechodu ultrafialového ziarenia. Obsah CO,y vytvaral silny sklenikovy efekt a chréanil
Zem pred zmrznutim, ¢o viedlo k udrzaniu stélych podmienok [8].

Formovanie zivota bolo ovplyvnené aj obdobim neskorého velkého bombardovania na
Zemi, kedy dopadajtce telesa mohli vytvarat Specifické vhodnejsie prostredie pre tvorbu
samoreprodukujicich RNA molekul [22].

Vyhovujtci chemicky prekurzor pre syntézu nukleovych bazi je formamid (HCONH;)
[23]. Jeho chemické vlastnosti umoznuji byt univerzélnym prekurzorom pre vznik nukle-
ovych béazi. Zahriatie formamidu v pritomnosti réznych katalyzatorov terestralnych mi-
neralov, podnecuju vznik vsetkych nukleovych bazi [24].

Dalsf mozny chemicky prekurzor z ktorého vznikaji nukleové baze bez pritomnosti
katalyzatoru je kyanovodik (HCN) [11]. Avsak aby mohol vzniknit velky stibor monomé-
rov pre biogénne makromolekuly, HCN by musela prejst zlozitejsim systémom reakénych
drah. Polymerizacia HCN za vzniku purinov prebieha pri nizsich teplotdch a formovanie
pyrimidinov prebieha opac¢ne za vysokych teplot. Okrem neschopnosti tvorby vsetkych
nukleovych bazi za jednotnych podmienok, HCN je naviac limitovany velkou reaktivnos-
tou a nizkymi vytazkami polymerizacie [11, 23]. Z dévodu nizsej stability HCN sa navyse
nevyskytoval na prebiotickej Zemi vo vysokych koncentraciach [25, 26]. Prebioticky scenar
formovania RNA z HCN a HCONH; st kompatibilné a mohli prebiehat na rannej Zemi
zaroven.

2.3.1. Dechtovy paradox

Formovanie zivota je zalozené na vzniku zlozitejsich organickych molekil, ktoré st schopné
replikacie a selekcie. Organické zliceniny pri dodani volnej energie vo forme tepla alebo
svetla, ale nekontrolovatelne polymerizuji do dlhych molekil a tvoria decht [27]. Chemické
teorie ako druhy zakon termodynamiky, tedria vazieb a tedria Struktir neumoznuju zasta-
venie polymerizacie, vznik a selekciu samoreplikujicich molekil [28]. Pre tvorbu zivého
systému, polymerizacné reakcie musia byt vcéas prerusené, aby nedochadzalo k vzniku ne-
uzitoénych molekul dechtu. Z tohto dovodu niektoré kroky syntézy museli prebehnit za
ur¢itych podmienok, kedy reaktanty museli vstupovat do reakcie v Specifickom poradi a
vo velkom nadbytku [27]. Chemické prvky ako bér a oxidovany molybdén, svojimi inter-
akciami mohli ulahcovat vznik a zvysovat stabilitu samoreplikujacich molekul [27, 29].



2.4. Chémia formamidu

2.4.1. Vznik formamidu

Formamid obsahuje v strukture vsetky nevyhnutné prvky ako je H, C, O a N, ktoré su
okrem fosforu potrebné pre syntézu RNA [30]. Existuje niekolko studii, ktoré interpre-
tuju tvorbu formamidu v podmienkach vesmiru. Moznych spdsobov vzniku formamidu
je viacero, ako napriklad ozarovanie proténmi plynnych zmesi metdnu a dusiku [31], zo
zmesi HCN, HyO a NH3 pod ultrafialovym Ziarenim [32], zo zmesi CO, NH3 a H,O pocas
pyrolyzy [33] a fotolyzy ladov [34]. Podobne, sa formamid moze syntetizovat aj za terestral-
nych podmienok z molekil s nizkou molekulovou hmotnostou, ako NHs, kyselina mravcia
a jej esterové derivaty, CO a alkoholy pri pritomnosti aj nepritomnosti katalyzatora. Z
uvedenych reakcii syntéza formamidu hydrolyzou HCN je v prebiotickych podmienkach
najpravdepodobnejsia [35]. V adsorbovanom stave HCN vo vode mézu prebehnit dva
procesy: polymerizacia s kone¢nym produktom biomolekil alebo derivatov poly(kyanovo-
diku), alebo hydrolyza adiciou vody na trojitt vazbu CN za vzniku formamidu. Tieto dva
kompetitivne procesy maju podobnu kinetiku, ale pri nizsich koncentraciach HCN, ktoré
st predpokladané v primitivnych ocednoch, dominuje hydrolyza [25].

2.4.2. Stabilita formamidu

Podla nasledujicej rovnice,
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hydrolyzou formamidu vznikd mravéan aménny. Tento proces sice znizuje jeho koncent-
raciu, ale existuju alternativne mechanizmy zakoncentrovania formamidu.

Pre formovanie bazi je potrebna dostatocna koncentracia formamidu.Jeho koncentracia
sa zvysuje jednoduchym vyparenim vody z jeho vodného roztoku [25, 36]. V pritomnosti
mineralov, ako su ilové montmorillonity, sa s vysokou efektivitou adsorbuje, ¢o zvysuje
jeho lokalnu koncentraciu [37]. Prostrednictvom elektrostatickych interakcii a vodikovych
mostikov s kyslikom alebo atémami kovu pritomnych v krystéli, sa formamid zaclenuje
do prazdneho priestoru medzi vrstvami minerdlov [38], ¢o ovplyviiuje aj jeho reaktivitu
3]. Dalsou moznostou koncentrovania formamidu na horticom povrchu Zeme je termélna
disocidcia mravéanu aménneho pri 180 °C, ¢o ukazuje aj chemicka rovnica uvedend vyssie.
Téato teplota je vyssia nez bod varu vody a umoznuje tvorbu a akumulaciu bezvodného
formamidového média [39]. Mravéan aménny je produktom reakcie NHj a kyseliny mravcej
(produkt v Miller-Ureyovom experimente) [6, 39].

2.4.3. Reaktivita formamidu

Dalsf argument v prospech formamidu ako prebiotického prekurzoru je moznost jeho ¢i-
astocnej degradacie, kde produkty mozu byt uzitocné intermediaty v syntéze biomolekl,
¢o zvysuje siet moznych transformdcii [40]. Jednou z moznosti je termicky rozklad for-
mamidu, na produkty NH3 a CO, alebo HCN a vodu. Degradacia formamidu na HCN



prebieha v pritomnosti vhodnych katalyzatorov ako st oxidy kovov a zvysenej teploty a
uzatvara cyklicku transforméciu zalozeni na hydralyzac¢no-dehydratacnom systéme, kedy
sa HCN méze opat hydrolyzovat na formamid [41]. Selektivita transformécie formamidu
zavisi na fyzikalnych a chemickych vlastnostiach povrchu minerdlu pouzitého ako kata-
lyzétora a na rozdielnych rychlostnych konstantach s moznymi bo¢nymi reakciami [42].
Dalsie degradacné produkty st derivaty poly(kyanovodiku), z ktorého sa mézu formovat
nukleové baze v hydrolytickych podmienkach, kedy formamid méze byt degradovany na
formaldehyd, zlic¢eninu ktord je dolezitym prekurzorom cukrov [3]. Derivaty, ako N-me-
thyl formamid a N, N-dimethyl formamid, ako aj samotny formamid mo6zu hrat doleziti
rolu v kompartmentalizécii prvej bunky, vytvaranim micél [44]. Tieto micely mohli sluzit
ako prvé membrany, vytvarat vhodné prostredie pre priebeh reakcii veducich ku vzniku
zivota a stabilizovat produkty.
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Obréazek 2.1: Zakladné prebioticka chémia formamidu. PI: Oziarenie foténom. UV: Ozi-
arenie ultrafialovym ziarenim. Pyr: Pyrolyza. AT a AP: Vysoka teplota a/alebo vysoky
tlak. Kat: Reakcia prebiehajica v pritomnosti katalyzatoru. MF: Formécia micél [3].

Kondenzacné a parcidlne degradacné produkty formamidu vratane HCN, formalde-
hydu, kyseliny mravcej, oxidov uhlika a NHjs, st v principe intermediaty pre syntézu
cukrov, peptidov a dalsich relevantnych biomolekul [45].

2.4.4. Organokatalyza vo formamidovej chémii - stabilita nukle-
ovych bazi
Organokatalyza je katalyticky proces, kde rychlost reakcie je zvySena organickym ka-

talyzatorom, ktory je definovany ako molekula obsahujica vodik, uhlik a iné nekovové
elementy [46]. V priebehu degradacie nukleovych bazi v reakénej zmesi sa uvolnuje forma-



mid, ktory sa moze opéf zucastnit na polymerizacii a resyntetizovat puriny a pyrimidiny.
V principe, formamid vystupuje ako zaciatocny prekurzor a organokatalyzazor v cykle
syntézy a degradacie nukleovych bazi. Tato vlastnost moze byt dolezita v rieseni a disku-
sii stability vzniklych nukleovych bazi v obdobi rannej Zeme, kedy degradované produkty
moze byt lahko resyntetizované pod rovnakymi experimentdlnymi podmienkami [42]. De-
gradacné procesy mozu prebehniut nukleofilnou adiciou formamidu na poziciu C-8 purinu
s otvorenim imidazolového kruhu za vzniku zodpovedajucich derivatov N-formamid pyri-
midinu [47]. M6ze prebiehat dalsia degradacia za generovania formamidu a dalsich nizko-
molekularnych latok. Podobnym mechanizmom, nukelofilnou adiciou na poziciu C-4, C-6
pyrimidinového kruhu dochddza k tvorbe formamidu, mocoviny a inych derivatov [48].

2.5. Syntéza nukleovych bazi

Najvacsi problém akumulovania nukleovych bézi v rannom stadiu Zeme je v ich degra-
da¢nych rychlostiach pri vysokych teplotach. Predpokladana teplota Zeme sa pohybovala
medzi 80 — 110 °C, lokalne az do 350 °C [8, 49]. Tento predpoklad vedie k zaveru, ze pévod
zivota zaloZeny na dnesnom stvor-pismenovom kode, musel prebehnit velmi rychlo (<100
rokov) v relativne nizkych teplotdch a v pritomnosti stabiliza¢nych mikroprostredi [45].

2.5.1. Syntéza purinovych bazi

Formamid ma unikatne vlastnosti umoznujuice jeho kondenzaciu do purinovych a pyrimi-
dinovych bazi jednoduchym zahriatim na 110 —160°C v pritomnosti katalyzatorov oxidov
kovov a minerdlov. Purin vznika aj pri zvySenej teplote v nepritomnosti katalyzatoru [50].
Pocas kondenzacnych procesoch v pritomnosti mineralnych fosfatov vznika popri cytozine,
uracile, adenine a hypoxantine v zna¢nom mnozstve aj najjednoduchsia a-aminokyselina
glycin [42].

Ako vidiet na obrazku ¢.2.2 dimer formamidu (2) je klic¢ovym intermedidtom v prvom
kroku kondenzac¢ného procesu. Tato zlic¢enina stratenim vody sa transformuje na N-for-
myl-formamidin (=N-(iminomethyl)formamid; 3), ktory moze nasledne reagovat s dvoma
molekulami HCN za vzniku 1,4, 5, 6-tetrahydro-5, 6-diiminopyrimidin-4-ol (4). Pridav-
kom amoniaku vznika intermediat (5). Vstupujtce reagenty HCN a NHj, si generované
in situ termalnou dekompoziciou a hydrolyzou formamidu. V syntéze adeninu prebieha
nukleofilnd substiticia hydroxylovej skupiny intermediatu (5) amoniakom za vzniku med-
ziproduktu (6), ktory nasledne polymerizuje na adenin [23, 51, 52]. V tejto reakénej drdhe
je hypoxantin pravdepodobne formovany hydrolytickou deaminédciou adeninu. Pyrimidi-
nové jadro vznika z formamidu ako prvé v syntéze purinovych nukleobazi. Z tohto dévodu
mozu byt oznacované tieto syntézy ako cesty pyrimidinového kruhu [23].
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Obrazek 2.2: Postupnd syntéza purinovych bazi z formamidu [23].

2.5.2. Syntéza pyrimidinovych bazi

Multifunkény charakter formamidu je taktiez patrny vo vzniku pyrimidinovych nukleo-
vych bazach. Reakéna draha syntézy cytozinu a uracilu je zobrazend na obrazku ¢.2.3. Me-
chanizmus vzniku dimeru formamidu (2) je identicky ako pri vzniku purinovych bézi. Tato
molekula reaguje s dvoma molekulami HCN za vzniku hexahydro-5, 6-diiminopyrimidin-2, 4-
-diol (7). Tento intermediat mo6ze podstupovat vnutornému redoxnému procesu (pravde-
podobne disproporcionacnou reakciou) za tvorby produktu (8). Nésledne po substiticii
amoniakom poskytuje zliceninu (9). Potom po uspesnych elimina¢nych a preskupova-
cich procesoch vznika cytozin. Po jeho vytvoreni méze prebehnit hydrolyza na uracil s
vytazkom zdvislym na experimentélnych podmienkach [23, 53].
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Obrazek 2.3: Tvorba pyrmidinovych bézi cytozinu a uracilu z formamidu [23].

Kovy s rozdielnymi redoxnymi potencidlmi umoznuju ladit syntézu pyrimidinovych
nukleovych bazi, modifikovanim uc¢innosti vnitorného redoxného kroku. Ked je forma-
mid zahrievany na 160°C v pritomnosti analdégov kozmického prachu ako katalyzatoru



(bezné terestralne mineraly), vznikaji derivaty pyrimidinu, vratane cytozinu, uracilu,
pyrimidin-4(3H)-on a 9H-purin [26].

2.6. Formozova reakcia - tvorba nukleosidov

Syntéza purinovych a pyrimidinovych nukleosidov patri medzi najmenej pochopené aspekty
v prebiotickej chémii nukleovych kyselin v rannom stadiu Zeme. Nukleosid je zlicenina ob-
sahujica nukleovi bazu naviazana na sacharid - ribéza pre RNA a 2"-deoxyribdza v DNA.
V principe moéze syntéza nukleosidov prebehnit tromi roznymi reakénymi drahami. Prva
moznost je priama formécia glykozidovej vizby medzi uz vzniknutou nukleovou bazou a
sacharidom. Druha moznost pozostava v konstrukecii nukleovej baze na uz vytvorenom
sacharide. Tretou moznostou je tvorba sacharidu na uz vzniknutej nukleovej béaze. Pri-
ama kondenzacia sacharidu a nukleovej baze nemoze prebiehat efektivne v prebiotickych
podmienkach ani z kinetického, ani z termodynamického hladiska [11]. Ribdza a nukleova
baza su stabilnejsie ako vzniknuty nukleosid. Vznik N-glykozidovej vézby je endotermny
proces, kedy kondenzécia béazi a ribézy je energeticky nevyhodné. N-glykozylacia mdze
byt exotermny proces, pokial je nasledovana fosforylacnym krokom [54]. Vznik nukleo-
sidu cytidinu prebieha aj napriklad syntézou nukleovej bazy na arabindze-3-fosfat. Tato
reakcia prebieha aj vo vodnom prostredi pri neutralnom pH [55]. Nukleové bazy boli prav-
depodobne vytvorené skor ako sacharidy, vzhladom k ich vyssej stabilite. Ribdza musi byt
chranend pred degradovanim hned po jej syntéze [56].

Preto tvorba nukleosidov prebiehala podla vsetkého formovanim ribézy na uz existuj-
ticej nukleovej béze cez intermediéty acyklonukleosidov [57]. Na tvorbu acyklonukleosidov
musia byt pritomné najmenej dve hydroxylové skupiny, aby mohli vytvorit acetalovi
vazbu. Okrem purinovych acyklonukleosidov obsahujucich bo¢ny retazec cukru 13-15,
vznikajucich priamou syntézou pocas kondenzacie formamidu, vznikd aj N°-formylpurin
(=9 H-purin-9-karbaldehyd) a N N¢-diformyladenin (N-(9-formyl-9 H-purin-6-yl)formamid)
(obréazok 2.4) [57].
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Obrazek 2.4: Acyklonukleosidy vznikajice z formamidu. Doélezité produkty, z ktorych
mozu vznikat nukleosidy formézovou reakciou [23].

N-formyl puriny hraja klicovia rolu v tvorbe nukleosidov, vdaka predtvorenej gly-
kosidickej vazbe maskovanej v reaktivnej endocyklickej formylovej (CHO) skupine. Ako
bolo uvedené v kapitole chémia formamidu, formaldehyd, degrada¢ny produktu forma-



midu katalyzovany TiO,, sa moze adovat na elektrofilni CHO skupinu acyklonukleosidu
formoézovou kondenzaciou a kazdym krokom zvysuje komplexitu acyklického postranného
retazca cukru [58, 59]. Pravdepodobnym mechanizmom je tvorba formaldehyd-hydrato-
vého anionu v pritomnosti TiOy ako katalyzatoru a nasledna aktivacia formylovej skupiny
[57]. Tato syntéza nukleosidov je zalozend na tvorbe cukernej ¢asti priamo na nukleovej
baze z jedného spolo¢ného prekurzoru. Chémia formamidu nevyzaduje nezavislé synte-
tické drahy na cukry a nukleové béazy, ani nevyzaduje prisne podmienky potrebné na
vytvorenie glykozidovej vazby [23].

2.7. Fosforylacia a transfosforylacia — vznik nukleoti-
dov

Fosforylacia nukleosidov je v principe kondenzac¢na reakcia, ktora je vo vodnom prostredi z
termodynamického hladiska neefektivna, kvoli kompetitivnej reakcii vody s aktivovanymi
intermedidtmi fosfatov [11]. Preto pravdepodobne fosforyla¢né reakcie museli prebiehat v
suchom prostredi v pevnom skupenstve alebo v bezvodom formamidovom médiu. Opti-
malna teplota pre priebeh reakcie je 90 °C, teploty nizsie ako 60 °C st neefektivne. Vyssie
teploty sposobuju degradaciu vzniknutych produktov. Fosforylacia anorganickym fosfa-
tom, amonnymi solami, bikarbonatom alebo mocovinou, prebieha na vsetkych moznych
pozicidch cukru: 2/,3" alebo 5 [60]. V pripade adenosinu fosforyldcia prebiehala hlavne na
kysliku v pozicii 5 ribézy formujic adenosin-5-monofosfat. Taktiez vznikali 2',3" a 3',5
cyklické formy nukleotidov (obrazok 2.5). Po inkubécii zmesi pri 90 °C niekolko stoviek
hodin, cyklické formy nukleotidov ma vacsie vytazky, v dosledku jej vyssej stability vzhla-
dom k otvorenej forme vo fosforylacnych podmienkach. Tato neenzymaticka fosforylacia
vysvetluje sposob formovania a preferenéného akumulovania cyklickych nukleotidov, ktoré
st zdrojom prirodzene aktivovanych prekurzorov na abioticki polymerizaciu a vzniku pr-
vych oligomérov RNA [61].
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Obréazek 2.5: Nukleosidy 2/,3" a 3', 5'-cyklickych fosfatov [39].

2.8. Polymerizacia za neenzymatickych podmienok

Kratke sekvencie oligonukleotidov mézu byt lahko produkované z nukleotidovych prekur-
zorov, vytvorenim 3, 5'-fosfodiesterovej vazby. Aktivacna energia typickej transfosfory-
la¢nej reakcie medzi nukleotidmi za vzniku oligomeru je pomerné vysok4 (35-40 kcal-mol 1)
[62]. Na prekonanie tejto energie, nukleotidové monoméry musia byt aktivované pred
transfosforylaciou. Energia je zabezpecena exotermickou hydrolyzou cyklickej formy nuk-
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leotidu [63], kedy pri oligomerizcii intramolekularna fosfodiesterova viazba o vysokej ener-
gii zanikd za vzniku stabilnejsej intermolekularnej vazby oligonukleotidu [2]. Tvorba fos-
fodiesterovej vazby oligonukleotidy je kvoli zmene volnej Gibbsovej energie spontanna vo
vysusujucich podmienkach, skoro az v suchom prostredi [30].

Fosforyla¢né produkty nukleosidov ako je uvedené v kapitole 2.7 st nukleotidy ob-
sahujice jak 2/, 3'-tak 3',5-cyklické vazby (obrazok 2.5). Transfosforalacnd reakcia je
iniciovand nukleofilnym atakom volnej hydroxylovej skupiny jedného nukleotidu na fosfor
druhého za vzniku 2/, 5- a 3/, 5’-fosfodiesterovej vizby. Selektivita vzniku vazby je dand
stérickou dostupnostou fosfatu [64, 65]. Dnesnd RNA molekula je avSak spojend po sebe
nasledujticich 3’ 5’-fosfodiesterovymi véazbami. Tento typ véizby vznikd v bazickom pro-
stredi, kedy nukleotidy formuju supramolekularne struktiary sposobené interakciou m-7
stacking (obréazok 2.6). Navrstvenie a usporiadanie umoznuje anionovi polymerizaciu s o-
tvorenim kruhu cyklického fosfatu. V prvom kroku baza iniciuje nukleofilny atak na jednu
fosfatovi skupinu, ¢o vedie k tvorbe O3'-deprotonovaného nukleutidu. Potom aniénové
centrum reaguje s fosforom druhého navrstveného nukleotidu, za vzniku intermolekular-
nej fosfodiesterovej vizby. Posledny krok je propagovany v celej dizke navrstvenej sistave,
viz. obrazok 2.7 [2].
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Obréazek 2.6: Krystalové vrstveie 3/, 5'-cyklického GMP. Interbazové stakovanie je zvy-
raznené zltou farbou - prevzaté z [39)].

Krystal nukleotidov je stabilizovany nekovalentnymi interakciami zahinajic vsetky
tri casti nukleovych kyselin — nukleova baza, riboza a fosfatova skupina. Stacking patri
medzi hydrofébne a univerzéalne interakcie v prebiotickom prostredi, ktoré vydrzi aj v po-
larnom rozpustadle [66, 67]. Volna energia vrstvenia je vseobecne vyssia pri purin-purin
interakciach ako v pripade samovrstvenia pyrimidinov, ktoré si viac stabilizované vodi-
kovymi mostikmi [68]. Krystélova struktira 2/, 3" cyklického nukleotidu je naopak najviac
stabilizovand internukleotidovymi vodikovymi mostikmi medzi vodikom na Ob5’ribéze a
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anionovym kyslikom fosfatu. Toto usporiadanie znemoznuje regioselektivnej transfosfory-
lacii za vzniku 3', 5'-fosfodiesterovych vézieb. Najicinnejsia je polymerizacia 3, 5-cykli-
ckého guanozinmonofosfatu (cGMP), kedy sa prejavuje obmedzend mobilita v navrstvenej
konformacii nukleotidov. Deprotovany nukleotid je vhodne umiestneny pre inicidciu nu-
kleofilného utoku dalsieho nukleotidu v Struktire a udrzuje sa krok propagécie za vzniku
dlhsich oligomérov [67, 69]. Vznik oligomérov zo zmesi rozlicnych nukleotidov je mozny
len za predpokladu silnej interbazovej vrstviacej interakcie, ktora stabilizuje struktiaru a
umoziiuje priebeh transfosforyla¢nych reakeii [67].
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Obréazek 2.7: Mechanizmus polymerizédcie s otvorenim kruhu 3’, 5'-cyklického GMP pred-
povedany na zaklade pokrocilych vypoctoch elektronickych struktir [2, 67].

Polymerizacia 3', 5'-cyklického GMP, otvara aj moznost jednoduchej replika¢nej drahy.
Model polymerizacie zalozeny na stabilizacii struktur stackingom je ukazany na obrazku
2.8. Oligomerizacia nukleotidov na pravej strane vrstvy je katalyzovana nukleotidmi na
lavej strane a naopak. Pokial prava strana oligomerizuje rychlejsie, potom syntetizovany
oligomer moze sluzit ako templat a podporovat transfosforylacné reakcie na lavej strane
medzi cGMP a naopak [67].

CGMP &

—
3 ciGMP D
GM
Stacking C ¢
GMP D
}J— Nucleotide cﬂlP
ciGMP
cGM
Sr
cCMP
5

Obrazek 2.8: Symetria navrstvenej struktury formujica z 3', 5 ¢cGMP umoznuje transfos-
foryla¢né reakcie medzi lavou a pravou stranou nukleotidov [67].
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Oligonukleotidy moézu interagovat aj nekovalentne vodikovymi mostikmi a vytvarat
tak stabilné pary béazi, podla zakladnych Watson-Crickovych pravidiel komplementarity.
Oligonukleotid guaninu sa paruje s cytidinom a sluzi ako strukturalny templat a pod-
pora pre spontannu oligomerizéaciu 3, 5’cCMP [67]. Stacking spolu s vodikovymi mostikmi
umoznuju vytvorenie struktiry vlasenky potrebnej pre priebeh ligacie a terminalneho Stie-
penia komplementarnych sekvencii. Ako vidiet na obrazku 2.10 koncova smycka vlasenky
sa skladd zo 4 bazi a asistuje pri Stiepeni 5'-terminalneho nukleotidu donorového oligo-
nukleotidového vlakna. Potom moze nasledovat terminalna rekombinacia 3-konca iného
akceptora, mechanizmom naznacenym na obrazku 2.9. Tento proces sa oznacuje ako li-
gacia po intermolekuldrnom Stiepeni (ligation after intermolecular cleavage — LIC). Spé-
janie komplementarnych vldkien umoznuje zvysenie komplexity oligonukleotidov tvorbou
zmieSanych sekvencii oligonukleotidov [39, 70]. 3'-terminélna hydroxylova skupina akcep-
toru zapojena do transfosforylacnej reakcie, formuje stabilny vodikovy mostik s terminal-
nym alebo subterminalnym fosfatom donoru. Tato interakcia presiva parcidlny pozitivny
naboj na fosfor fosfatu a aktivuje ho pre transfosforylacnu reakciu veduc k ligacii alebo
terminalnemu stiepeniu.
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Obrazek 2.9: Aktivacia 3'-koncovej hydroxylovej skupiny akceptoru pocas ligacie a termi-
nélny stiepiaci krok v LIC reakcii [39].

Dalsi sposob stiepenia terminalneho nukleotidu donoru je jeho aktivovanie na O2’
externou bazou. Toto vedie k intramolekuldrneej hydrolyze, ktord moze byt nasledované
terminalnou rekombinaciou vlasenky, ¢o vedie k rovnakému produktu ako v pripade LIC
reakcie - zmiesanych sekvencii oligonukleotidov. Tento mechanizmus moze byt povazovany
ako najlahsia a najstarsia forma RNA katalyzy [39, 71].

V ramci vyskumu pociatku zivota sa od prvych experimentov Oparina, Millera a
Ureaya spravil velky pokrok. Na zdklade stucasnych experimentalnych vysledkov sa na
ceste k vytvoreniu samoreplikujiicich RNA molekil za podmienok simulujicich podmi-
enky mladej Zeme, nie st zname ziadne neprekonatelné prekazky. Dosiahnutie laborator-
nej abiogenézie je v dnesnej dobe skor otdzkou optimalizacii podmienok [67].

Na optimalizaciu podmienok vzniku prvych samoreplikujicich RNA molekil st po-
trebné presné analytické metody. Na analyzu neenzymatickej polymerizacie 3', 5'-cGMP sa
pouziva gelova elektroforéza a hmotnostna spektrometria [72]. Dalsou metédou na charak-
terizaciu vznikajucich oligonukleotidov, moze sluzit rovnako aj elektrochemicka analyza.
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Obrazek 2.10: Hydrofébne interakcie (stacking) umoznuji oligomerizaciu 3',5-cGMP.
Vznikajice oligobmery potom mohli sluzit ako templaty pre ich samotni replikaciu. Okrem
toho, vodikové mostiky medzi oligoG templatmi a 3’, 5-cCMP indukuji forméciu oligoC
sekvencii. Kombinaciou interakcii vrstvenia a vodikovych mostikov mohlo viest k liga-
cii a terminalnej rekombinacii medzi oligoG a oligoC sekvenciami, produkujic zmiesané
oligonukleotidy obsahujiice guanozin a cytidin [67].

2.9. Elektroanalyticka chémia

V elektrochemickych systémoch sa skiimaju procesy a faktory, ktoré ovplyviiuju prenos
naboja medzi elektrodou a elektrolytom. Elektrochemické deje sa odohravaji na rozhrani
elektrody a elektrolytu pri vlozenom definovanom napéti na elektrodu. Naboj na elek-
tréde sa prenasa pohybom elektronov (a dierami). Ako elektrédy sa pouzivaji pevné
kovové vodice, alebo tekuté kovy — ortut, uhlik (v sp2 aj sp3 usporiadani) a polovodice.
V elektrolyte je ndboj prenasany pohybom iénov. NajcastejSie vyuzivané elektrolyty su
vodné roztoky obsahujtce i6ny [73].

Elektroanalytické deje prebiehaji v elektrochemickej cele, skladajicej sa zo ststavou
najmenej dvoch elektréd ponorenych v elektrolyte, medzi ktorymi sa meria rozdiel po-
tencidlov pomocou voltmetru. Castejsie vyuzivanym spoésobom elektroanalyzy je postup,
kedy je na elektrédy vlozeny potencial a meria sa prud pretekajici pracovnou elektro-
dou. Na rozhrani medzi prostrediami elektroda/elektrolyt sa vyskytuje silné elektrické
pole, ktoré ovplyvnuje chovanie nabitych castic (elektrénov a iénov). Chemicka reakcia
prebiehajica v cele sa sklada z dvoch nezavislych polreakcii, ktoré popisuju chemické
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zmeny na elektrodach. Kazda polreakcia zodpoveda medzifazovému rozdielu potencia-
lov na danej elektrode. Vacsinou sa sleduje polreakcia len na jednej elektréde, ktora sa
nazyva pracovna. Pre sledovanie dejov na pracovnej elektrode je potrebné, aby druh&
polovica elektrickej cely bola normalizovand pomocou referencnej elektrody tvorenej fa-
zami, ktoré maja v podstate konstanté zlozenie. Referen¢na elektroda v dvojelektrodovom
zapojeni je standardizovand, nedochadza u nej ku polarizacii a ma konstanty potencial.
Medzindrodne uznavanym primarnym standardom je vodikovéd elektroda (Pt/Hs/HT -
platinova elektroda nasytend vodikom pri parcialnom tlaku 101,325 kPA, ponorena do
roztoku kyseliny s jednotkovou aktivitou hydroxdéniovych katiénov). Potenciél tejto elek-
trédy je podla dohody rovny nule. Dalsie referenéné elektrédy ako argentochloridové elek-
tréda (Ag/AgCl/nasyteny vodny roztok KCI), maji oproti vodikovej elektrode potencial
posunuty v pripade Ag/AgCl/KCl 0 0,197V [73].

Vécsina elektrochemickych experimentov prebieha na trojelektrodovom systéme, kedy
sa vyuziva navyse pomocnu elektréda. Prad v takomto systéme prechadza medzi pracov-
nou a pomocnou elektrédou neovplyvnujic referencéni elektréodu, ¢o spresnuje vystupné
déta. Ako pomocné elektrédy sa vyuzivaju inertné latky (napr. Pt). Platinové elektrody
neprodukuju elektrolyzou zliceniny, ktoré by mohli ovplyvnit prebiehajice reakcie na pra-
covnej elektrode [73]. Vsetky hodnoty potencidlov v tejto praci sa vztahuji ku referencnej
elektrode Ag/AgCl/KCL

Dosiahnutim kritickej energie potrebnej k prenosu elektrénu do prazdnych orbitalov
castic v elektrolyte, dochadza k toku redukéného pridu z elektrody do analyzovanej latky.
Zavedenim pozitivnejsieho potencialu na pracovnu elektrédu sa znizuje energia elektro-
nov, kedy pri kritickych potencidloch elektrony prechadzaju z castic v elektrolyte na elek-
trédu (oxida¢ny prud). Kritické potenciély, pri ktorych tieto procesy prebiehaji, stuvisia
so standardnymi potencidlmi (EO) analyzovanych elektroaktivnych latok. Zavislost priudu
na napati sa zaznamenava ako voltametricka krivka, na ktorej sa oxidacia alebo redukcia
latky registruje ako pik na voltamograme. Pozicia pikov je Specificka pre kazdu elektro-
aktivnu latku [73].

Potencialova pozicia pikov je Specificka pre kazdu elektroaktivnu latku a plocha pikov
(umerna preslému pridu) zodpoveda za prenos elektronov cez rozhranie elektréda/elek-
trolyt v dosledku prebiehajicej reakcie oxidacie alebo redukcie. Pocet prechadzajicich
elektrénov a velkost prudu je zavisly na stechiometrii chemickej reakcie. Celkovy pre-
chadzajici ndboj sa meria v jednotke coulumb (C, kedy jeden C zodpovedd 6,24 - 108
elektrénov). Prad je rychlost pridenia elektrénov (coulumbov), kedy 1 ampér (A) je rovny
1 Cs7t [73].

V modernej elektrochemickej analyze sa pouzivaja viaceré voltametrické techniky. Tie-
to techniky sleduju zavislost prudu prechadzajiceho pracovnou elektrédou ponorenou v
analyzovanom roztoku na potenciali, ktory je na tito elektrédu vkladany z vonkajsieho
zdroja. Linedrna voltametria je najjednoduchsia metdéda vyuzita v tejto praci, kedy sa
potencidl vkladany na elektrodu linearne meni s ¢asom (rastie alebo klesa) [74]. Voltame-
trické techniky st vhodné nielen k analyze kovovych iontov, ale je mozné s nimi sledovat
spektrum organickych latok a biologickych makromolektl o velmi nizkych koncentraciach
vratane RNA a DNA. Technikou LSV je mozné elektrochemicky analyzovat oligonukleo-
tidy RNA nachadzajucich sa v nadbytku cGMP.
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2.9.1. Elektrochémia DNA

Elektrochémia DNA sa zacala vyvijat v polovici 20. storocia. Nukleové kyseliny st elektro-
aktivne latky, ktorych vlastnosti je mozné analyzovat elektrochemickymi metédami [75].
Merania s zalozené najcastejsie na zmenach elektrického priudu vznikajiceho po interak-
cii nukleovych kyselin s elektricky nabitymi povrchmi ortutovej alebo uhlikovej elektrody
[1]. Vo vyvoji DNA senzorov boli zavedené aj platinové, zlaté, strieborné, medené a cinom
dopované elektrody z oxidu inditého. Obmedzenie vyuzitia tychto elektrod je v rozsahu ich
potencidlového okna, kedy vo vodnom prostredi pri urcitej hodnote potencidlu dochadza
k rozkladu elektrolytu, alebo elektrochemickému rozpustaniu materidlu elektrody. Vlast-
nosti elektrolytu a elektrody ovplyvinujui hodnoty potencidlov, kedy dochadza k tomuto
javu. Rozsah potencidlov umoznuje merat na ortutovych elektrédach prevazne redukéné
deje (ktord sa pri mierne pozitivnych potencidloch rozpuista). Oproti tomu vécsia pevnych
elektréd su vhodnejsie na merania oxidaénych dejov [76].

Elektroaktivnou zlozkou nukleovych kyselin st dusikaté baze. V elektrochemickych
analyzach je mozné rozlisit redukciu vSetkych bazi vratane uracilu a metylovaného cyto-
zinu [77]. Oxidovatelné su vSetky béze, ale najviac vyuzivané v elektrochemickych ana-
Iyzach st oxidacné signaly A a G, kedze oxidacia pyrimidinov prebiehajica vo vysoko
pozitivnych potencidloch, mimo rozsah potencidlového okna vacsiny pouzivanych elek-
trod [78].
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Obrézek 2.11: Primérne redukéné miesta A a C (modry obdlznik) st zo stérickych dévodov
horsie pristupné ku redukcii. Primarne oxida¢né miesta A a G (Cerveny krizok) nie su
skryté vo vnitri molekuly a mézu sa viac priblizit k povrchu elektrédy [1].

Vo vodnom roztoku je mozné pozorovat piky spojenych s redukciou bazi v neutralnom
az mierne kyslom prostredi na ortutovej, amalgamovej elektréde [79], alebo elektrode
z pyrolytického uhliku [77]. Nukleové baze A a C sa redukuji v podobnom potenciéle
okolo —1,45V a poskytuju spoloény CA pik. G na ortutovej elektréde poskytuje oxidacny
signal, oznacovany ako G pik s potencidlom okolo —0,3V. Jedna sa o spatnu oxidaciu
redukéného produktu G, ktord vzniké v prilis zapornych potencidloch (menej ako —1,6 V).
Na elektrode z PGE je mozné pozorovat jak spatni oxidaciu G pri anodickom skene, tak aj
pik spojeny s priamou redukciou G pri potenciale okolo —1,8 V. V obdobnych potencialoch
sa na PGE nachadzaju aj piky spojené s priamou redukciou T a U [77].
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Pri vlozeni potencidlu nad +0,1V dochadza k rozpustaniu ortute. Z tohto dévodu
st oxidacné signaly poskytované nukleovymi bazami vo vysoko pozitivnych potencidloch
merané na pevnych elektrodach. Uhlikové elektrédy umoznuji meranie v potencialoch,
kedy dochéadza k oxidacii bazi, z ktorych je najcastejsie vyuzivany oxidac¢ny signal puri-
nov G a A, oznacovanych ako G a A°® (obrazok 2.12), pretoze si oxidované zo vsetkych
nukleovych béazi pri najnizSom potenciale. Merania vo vyssich potenidloch st zatazené
oxidaénym prudom vzniknutym rozkladom elektrolytu. Oxidacia purinov prebieha cez
radikalové intermediaty za vzniku zmesi produktov zavislych na pH a priestorovom uspo-
riadani purinovych zbytkov na povrchu elektrédy [80, 81, 82].
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Obrazek 2.12: Voltamogram oligonukleotidu s oxida¢nymi pikmi guaninu (G°*) okolo 1,1V
a adeninu (A°") okolo 1,4V namerany na elektréde z pyrolytického grafitu [76]

Pre zvysenie citlivosti detekcie DNA a RNA je mozné vyuzit rozpustacich technik ako
AdS (adsorptive stripping) a AdTSV, (adsorptive transfer stripping voltammetry) [83].
AdS je metéda, ktora vyuziva silnt adsorpciu nukleovych kyselin na povrch ortufove;
elektrédy pocas meranie v elektrochemickej cele [1]. AATSV je zaloZzend na zakoncentro-
vani analytu na povrchu elektrody z iného roztoku, ako v ktorom sa prevadza samotné
meranie, kedy sa nésledne elektroda prenasa do elektrolytu neobsahujiiceho analyt (obré-
zok 2.13 [83]. Nukleové kyseliny sa adsorbuji na povrch ortutovej a uhlikovej elektrody
vdaka silnym hydrofébnym interakciam nukleovych bazi. ZvySenim koncentracie katiénov
Na™ dochddza ku odtieneniu nabojov, ¢o umoziuje aj silnejSiu adsorpciu cukor-fosfatovej
kostry DNA na povrch elektrody [84]. Elektrochemické meranie adsorbovanych nukleovych
kyselin prebieha po oplachnuti destilovanou vodou v meracej cele v zakladnom elektro-
lyte neobsahujiceho prislusny analyt. Hydrofébne interakcie medzi povrchom elektrody
a nukleovych bézi je dostato¢ne silnd, ze vydrzi vymenu média [83]. Tento postup méa pri
analyze DNA alebo RNA radu vyhod. Jednou z nich je moznost jednoduchého odstrane-
nia interferujicich latok, ktoré sa vyskytuji v povodnom vzorku, ale neadsorbuji sa na
povrch elektrédy alebo sa na neho adsorbuji podstatne slabgie ako DNA. Dalsia tech-
nika vyhodna v potencidloch, kde dochadza k rozkladu elektrolytu je base-line korekcia
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s pohyblivym priemerom, ktorad je efektivna pri analyzovani aj malych pikov nukleobazi
[85].

AKUMULACIA PREMYTIE MERANIE
HMDE AR RE
2 pl kvapka
DNA
N
— —

VZORKA POZADIE
DNA ELEKTROLYTU
Obrazek 2.13: ZjednodusSend schéma AdTS na ortutovej elektréde (HMDE). Metdda
umoznuje pouzitia malého objemu vzorku, kedy sa DNA adsorbuje z malej 2 ul kvapky.
Naadsorbovand DNA nasledne vydrzi premytie. Toto umoznuje selekéne analyzovat nuk-
leové kyseliny podla sily adsorpcie na povrchu elektrédy. Samotné meranie prebieha v
elektrolyte (neobsahujuceho analyt). Tato technika je aplikovatelnd aj na uhlikové elek-
trody [1].
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Elektrochemické vlastnosti nukleovych kyselin zavisia aj na ich struktire. Ako vidiet
na obrazku 2.11 primarne redukéné miesta A a C na ortutovej elektrode sa nachadzaju
vo vnutri dvojzavitnice DNA a su stucastou Watson-Crickovho systému vodikovych va-
zieb. Priméarne redukéné miesto G na ortutovej elektrode, rovnako ako primarne oxidacné
miesto G a A na uhlikovej elektréde, nie st zahrnuté vo vodikovych véazbach, ¢o im umozni
viac sa priblizit k povrchu elektrédy. Pravdepodobne preto na uhlikovych elektrodach, je
pozorovany maly rozdiel medzi signdlom G v jednoretazcovej DNA a v dvojzavitnici [1].

Pomocou voltametrie so striedavym pridom (ACV, AC voltammetry) je mozné pozo-
rovat, ze v pripade dsDNA sa v sirokom rozmedzi potencialov vyznamne nemeni jej Struk-
tura. Az pri potencialoch okolo —1,2 V, dochédza k odvijaniu dvojzavitnice na jej volnych
koncoch [86]. Elektrochemické merania moézu poskytovat informécie o interakcii DNA s
elektricky nabitymi povrchmi. Pri ACV je mozné pozorovat sériu signalov, ktoré suvisia s
adsorpciou/desorpciou a reorientdciou molekil DNA na nabitom elektrédovom povrchu.
V oblasti potencialu okolo —1,2'V dochadza ku desorpcii cukor-fosfatovej kostry DNA. K
desorpcii molekil ssDNA (alebo jednoretazové tiseky v dsDNA) adsorbovanych na povrchu

elektrody prostrednictvom béazi, dochadza pri negativnejsich potencidloch okolo —1,4V
[76].
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3. Experimentalna cast
3.1. Materialy

3.1.1. Chemikalie
o Akryl amid 40%

o Tetrametylendiamin (N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin)
e Peroxodisiran amoénny

o Kyselina borita

« EDTA (Sigma)

« Kyselina octova (Sigma)

o Acetat sodny (Sigma)

» Hydrogénfosforecnan sodny (Sigma)
« Hydroxid sodny (Sigma)

o Mocovina (Fluka)

 Tris x-100 (Sigma)

o Tween 20 (Fluka)

« SDS

« ¢cGMP

o Izotop v - #*P-ATP (Empowered Discovery)

3.1.2. Pufre a elektrolyty

o TBE 10x: 108 g Tris p.a., 55 g H3BO3, 0,5M EDTA, doplnené destilovanou vodou
do 11

» Nandsaci pufor pre polyakrylamidovi gélovi elektroforézu (PAGE): 80 % formamid,
10mM EDTA, 1 mg-ml~! bromfenylovd modré

o Acetatovy elektrolyt (pH 5): 0,2 M acetat sodny, 0,2 M kyselina octovd v pomere
14: 6 (pH 5)

 Fosfatovy pufor (pH 12): 100 ml 0,05 M NasHPOy, 53,8 ml 0,1 M NaOH
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3.1.3. Vzorky RNA

Oligonukleotid rG4 (Biomers)
Oligonukleotid rGy (Biomers)

Preliminarne vzorky produktov neenzymatickej polymerizacie 3/, 5 ¢cGMP (laskavo
poskytnuté pre predbezné experimenty Judit E.Sponerovou, Ph.D.)

3.1.4. Enzymy a prislusné pufre

T4 polynukleotid kindza (T4 PNK) (Biolabs)
PNK pufor (Biolabs)

3.1.5. Elektrédy

Elektréda z pyrolytického grafitu (PGE, pyrolytic graphite electrode)
Elektréda z platinového dratu (pomocna elektréda)

Elektréda Ag/AgCl/nasyteny vodny roztok KCI (referencnd elektréda)

3.1.6. Pristroje

Minispin centrifugy (Eppendorf)

Thermomixer (Eppendorf)

Autolab (Methrom)

VA-stand 663 (Methrom)

Phosphorimager Storm 860 (Molecular dynamics)
Laboratérna vaha PCB 2500 — 2 (Kern)

Potenciostat a galvanostat PGSTAT302N (Metrohm-Autolab)

3.1.7. Software

Nova 1.11

Typhoon 9000
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3.2. Metody

3.2.1. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je metdéda pre separdciu a analyzu makromolekil (DNA, RNA a
proteinov) v zavislosti na ich velikosti, usporiadaniu a naboju. Jednd sa o druh elektro-
forézy, ktory vyuziva gel o roznych velkosti pérov, cez ktoré sa fragmenty makromolekil
pohybuji. Na kratke oligonukleotidy bol pouzity polyakrylamidovy gél, ktory zlepsuje
rozliSenie v mengom rozsahu dizok RNA molekdl.

Denaturac¢ny 20% polyakrylamidovy gél obsahujici 1 x TBE (pH 8) a 7M mocoviny.
Rédioaktivne znacené vzorky boli zmiesané s nandsacim pufrom (80% formamid, 10mM
EDTA, 1 mg-ml~! bromfenolovd modra) a nésledne boli nanesené na gél. Separdcia pre-
biehala pri 1100 V po dobu 50 miniit.

3.2.2. Radioaktivne znacenie oligonukleotidov izotopom **P

Bolo vyuzité radioaktivne znacenie pre detekciu RNA oligonukleotidov na denaturacnom
PAGE. K znaceniu bol vyuzity protokol vyuzivajici polynukleotid kindzu T4 (T4 PNK).
Tento enzym katalyzuje pripojovanie v fosfatu z ATP k 5 koncu DNA alebo RNA. Pri
pouZiti v-32P znaceného ATP bol ziskany 5’ 32P znacdeny oligonukleotid.

Pre reakciu bol zvoleny celkovy objem reakcie 5 ul, vzniklé oligonukleotidy pri neen-
zymatickej polymerizacie z cGMP, 0,1 ul 32P ATP, 0,05 ul T4 PNK a 0,5 pul prislusného
puforu. Reakcia prebiehala pri 37°C 30 minut.

3.2.3. Adsorptivna prenosova technika

AdTS je technika zalozend na adsorbcii analytu na povrch elektrédy. Adsorpénd sila nuk-
leovych kyselin na uhlikovej elektrode je natolko silné, ze vydrzi vymenu média, v ktorom
prebieha samotné meranie [90]. Tato technika bola pouzita pre analyzu roztokov 500uM
c¢GMP, oligonukleotidov rGg a rG,4. Taktiez boli pripravené a analyzované zmesné roztoky
oligonukleotidov v 500uM c¢GMP. Adsorpcia vzorku na povrch PGE sa prevadzala z 2 ul
kvapky 0,3M roztoku NaCl po dobu jednej minuty. Elektréda bola nasledne premyté za
staleho miesania v detergente (Triton x-100, SDS a Tween 20), alebo selektivna desorpcia
cGMP bola prevadzand pomocou vlozeného zaporného a kladného potencidlu na PGE
v acetatovom (pH 5) a fosfatovom (pH 12) pufre. Potom bola elektréda preplachnuta
v destilovanej vode, vlozena do elektrochemickej cely a bola prevedend elektrochemicka
analyza linearnym skenom od 0V do 1,6 V v 0,2M acetatovom pufre o pH 5. Pred kazdym
meranim bol povrch PGE odisteny, strhnutim najvyssej vrstvy uhliku pomocou lepiace;
pasky [77].

3.2.4. Elektrochemické meranie

Meranie bolo prevadzané pomocou trojelektrodového systému. Pomocné elektroda bol
platinovy drot, referenéna elektroda bola argentochloridova (Ag/AgCl/KCl) a pracovna
elektroda PGE. Elektrédy boli pri merani ponorené v 0,2M acetdtovom elektrolyte (pH
5). Zmenu elektrickych potencidlov v ¢ase bol zaistovany Autolabom, ktory bol nastaveny
cez program NOVA. Elektrochemické meranie bolo prevadzané linedrnou voltametriou
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(LSV). Pri linedrnej voltametrii (LSV) sa sleduje prid na pracovnej elektrode, kedy sa
potencial linedrne zvysuje v ¢ase [74]. Na namerané data bola pouzitd base-line korekcia.
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4. Vysledky a diskusia

4.1. Elektrochemicka analyza produktov neenzymatic-
kej polymerizacie 3’,5° cGMP

Vzorky neenzymatickej polymerizacie 3,5 ¢cGMP simulujice vznik kratkych oligonukleo-
tidov RNA v prebiotickych podmienkach [2], obsahujii samotné produkty oligomerizacie -
RNA, ako aj nezreagovany cGMP. Ako vidief na obrazku 4.1 baza G v retazci RNA posky-
tuje na PGE oxida¢ny pik (G°*) v podobnych potencidloch, ako prislusny mononukleotid
cGMP. V pripade, ze sa cGMP vyskytuje v analyzovanom roztoku vo zmesi s RNA oligo-
nukleotidom, vysledny pik G°* je zlozeny z prispevkov obidvoch zloziek zmesi a je velmi
obtiazne ich od seba odlisif. Z tohto dovodu je nutnost pred elektroanalyzou pouzit se-
paracnii metédu. Casto pouzivané spdsoby preparativnej separacie oligo a monomérov
st etanolova precipitacia a purifikacia prostrednictvom komerc¢nych silikagelovych kolon.
Obe metédy mozu viest viest ku stratdm najkratsich oligomérov [87], ktorych fyzikalne
vlastnosti si pre ucely separacie velmi blizke monomernym jednotkam. Tato selektivna
strata potom moze skreslovat vysledky, kedy sledujeme vyssie zastipenie dlhsich retazcov.
Na analyzu a kvantifikaciu vzoriek obsahujticich oligonukleotidy popri mononukleotidom
sa vyuziva gelova elektroforéza, ktorda umoznuje separaciu RNA lisiacej sa uz o 1 nukleotid.

150 —
— elektrolyt
—— 500uM cGMP
100 -
——  G9 10uM
3
= G4 10pM
50—
0_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0.0 0.5 1.0 1.5
U V]

Obréazek 4.1: Voltamogramy s oxidacnym pikom guaninu G pri 1,1V nameranym na
PGE. Pri zmesnych vzorkach oligonukleotidov guaninu a ¢GMP dochadza k prekryvu
signalu, ¢o znemoznuje ich analyzu popri sebe.

Cielom tejto prace je vyvynutie a optimalizdcia metddy charakterizujicej RNA oli-
goG retazcov pritomnych v zmesi s cGMP, ktora vyuziva odlisna silu adsorpcie k povrchu
PGE. Analyza je zaloZena na selektivnom odstraneni cGMP z povrchu elektrédy pomo-
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cou roznych detergentov alebo elektrochemickych postupov pred prevedenim vlastného
merania technikou linedrnej voltametrie.

4.2. Selektivna desorpcia cGMP pomocou detergen-
tov

Bola prevedena analyza roztokov 500uM ¢GMP, 10uM oligonukleotidov rGg, 10uM rGy
a ich zmesi. Pre spresnenie analyzy bola vyuzita base-line korekcia s pohyblivym prie-
merom. Bol sledovany pik v oblasti 1,1V ktory vznika oxidaciou G. Velkost oxida¢ného
signalu priamo suvisi s mnozstvom pritomnych guaninovych béazi, ktoré si naadsorbované
na povrchu PGE. Boli pouzité detergenty Triton x-100, SDS a Tween 20 po dobu 1 minuty.
Cielom bolo selektivne odstranit cGMP a ponechat RNA oligonukleotidy na zaklade roz-
dielnej sily adsorpcie na povrchu PGE. Na obrazku 4.2 je ukdzand molekula Tritonu x-100,
ktora je neionovy surfaktant. Sklada sa z dlhej hydrofilnej casti zlozenej z polyethyléng-
lykolu a hydrofébnu skupinu s aromatickym kruhom. Neionogenné detergenty vykazuju
orientaciu pri adsorpcii na pevnych povrchoch a ti¢inok adsorpcie a desorpcie RNA moze
byt 1zko spojeny so sposobom, ako st detergenty orientované na povrchu. U¢inok Tritonu
x-100 aj ostatnych neionévych detergentov na desorpciu RNA moze byt sposobeny aj
vytvorenim diftiiznej vrstvy na rozhrani povrchu elektrédy, ¢im snizuje pritazlivé interak-
cie medzi RNA a povrchom [88]. Pocas premyvania elektrédy detergentom dochadza ku
ustanoveniu rovnovahy kompetitivnej adsorpcie medzi molekulami detergentu v roztoku
a molekulami RNA na povrchu elektrédy. Nasledujice experimenty sui zalozené na pred-
poklade, ze pocas ustanovenia rovnovahy dochadza len ku selektivnej desorpcii cGMP,
kedy oligonukleotidy ostavaju naadsorbované na povrchu elektrody.

4.2.1. Premyvanie v Tritone x-100

Ako vidiet na obrézku 4.2 pri preplachnuti 1% roztokom Tritonu x-100, bola pozorovand
skoro uplna desorpcia ¢cGMP z povrchu elektrody (svetlo zelena plnd ciara vs. fialova
¢iarkovand). Na obrazku bol viditelny viacnasobny oxidacny pik cGMP, ktory bol pravde-
podobne sposobeny oligomerizaciou naadsorbovaného cGMP vplyvom vlozeného kladného
potencidlu na elektr6du pocas merania (svetlo zelena krivka). Predstavitel dlhsich oligo-
nukleotidov rGg po preplachnuti v detergente Tritonu x-100 (oranzova Ciara vs. Cierna
¢iarkovand) ostal z vacSej Casti naadsorbovany, kedy dochadzalo k stratdm asi % piku. V
zmesi oligonukleotidov a cGMP dochadza ku kompetitivnej adsorpcii na povrchu PGE;, ¢o
mohlo viest ku zmenam na vyskach oxida¢nych pikov. Zmes rGg a cGMP aj po premyti
vykazuje oxidacny signal, za ktory je zodpovedny pravdepodobne naadsorbovany oligo-
nukleotid (tmavo fialova ¢iara vs. bordova). Oligo rGy, ako predstavitel kratsich molekil
RNA, po premyti ostava naadsorbovany na povrchu elektrédy, co dokazuje pritomnost
G°*. Dochadza ku vacsim stratam, rG, sa ciastoéne desorbuje. Pri vzorke zmesi rGy a
c¢GMP po premyti je prezencny pik, za ktory zodpoveda oxidacia guaninov v oligonukle-
otide.

Nukleové kyseliny a ich komponenty sa na povrch PGE adsorbuji ako pomocou béazi,
tak pomocou cukor-fosfatovej kostry. Zistili sme, ze sila adsorpcie zavisi na dizke retazca.
Sila adsorpcie ma vplyv aj na straty vzniknuté desorpciou oligonukleotidov, kedy rGy
sa desorbuje lahsie, ako rGg. Sila adsorpcie cGMP nie je dostatoc¢ne silna, aby vydrzala
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Obrazek 4.2: Voltamogram ukazujuci ubytok oligonukleotidov a ¢cGMP po premyti de-
tergentom Tritonu (plné Giary reprezentuji vzorku len rychlo omyté v destilovanej vode,

¢iarkované vzorky reprezentuji meranie po zaradenom kroku 60 s desorpcie). V lavom
hornom rohu zobrazend molekula Tritonu x-100.

premytie povrchu elektrody detergentom Triton x-100 a preto dochadza skoro k celkovej
desorpcii mononukleotidu.

Pouzity detergent Triton x-100 vykazoval elektrochemicky signal pri 1,5V, ktory ostava
aj po naslednom premyti elektrédy v destilovanej vode. V tejto oblasti dochadza ku oxi-
décii adeninu [77]. Pri voltametrickom merani oligonukleotidov obsahujtcich adenin, by
mohlo dochadzat k interferencii tychto oxidac¢nych pikov.

ZnizZenie koncentracie Tritonu x-100

Cielom je celkovo vymyt cGMP a znizif straty vymyvania oligonukleotidov. Snizenim
koncentracie detergentu je jedna z moznosti, ako tohto ciela dosiahnut.

Na grafe 4.3 bolo porovnavané vymyvanie cGMP a zmesi oligonukleotidov s cGMP
v roznych koncentriciach detergentu vratane premyvania v destilovanej vode (0% Triton
x-100) pocas jednej mintty. V destilovanej vode dochédza k ¢iastocénej desorpcii cGMP.
Desorpcia cGMP 0,1% a 0,5% nie je iplnd, ostavaji malé zvysky na elektréde, ¢o znepres-
nuje merania zmesi s oligonukleotidmi. Oxidac¢né piky zmesi maji porovnatelné intenzity.
Oxidacny pik oligonukleotidov bol najvyssi v pripade zmesi oligo rGg s ¢cGMP, ktoré
boli premyvané v 0,1% Tritone. Toto mohlo byt spdsobené aj nedokonalym odstranenim
cGMP z elektrody, ktory navysuje tento signal, alebo vyssia hodnota maxima prudu je v

26



I[uA]

k

500pM cGMP =

5

500pM cGMP

500pM cGMP
G9 10pM+500uM cGMP
G4 10pM+500uM cGMP

500pM cGMP

G9 10pM+500uM cGMP
G4 10pM+500pM cGMP
500uM cGMP

G9 10uM+500uM cGMP
G4 10uM+500pM cGMP
10pM+500pM cGMP
G4 10pM+500pM cGMP
G9 10uM+500uM cGMP
G4 10pM+500pM cGMP

G9

b 0% 0,1% 0,5% 1%
desorpcie Triton Triton Triton Triton

o®
N

Obréazek 4.3: Maxima piku G°® po desorpcii v roznych koncentraciach detergentu Triton
x-100.

ramci odchylky merania. U rGy4 dochadza ku vacsim stratam ako v pripade rGg, z dévodu
nizsej adsorpc¢nej sily kratsich oligonukleotidov.

Limit detekcie oligonukleotidov premyvanim Tritonom x-100

Podla grafu 4.3 je najvhodnejsi 1% roztok Tritonu x-100, kedy dochédza k tiplnej desorp-
cii cGMP. Preto bol 1% Triton x-100 vybrany pre zistenie najnizsej moznej koncentréicie
oligonukleotidu, ktora sa da analyzovat v nadbytku cGMP. Na grafe 4.4 je vidiet zavislost
vysky G°® pikov na indikovanych koncentraciach oligonukleotidov v zmesi s 500uM cGMP
po premyti 1% Tritonom x-100. Ako vidiet hodnota maxima piku G°* po premyti prudko
klesa uz pri koncentracii 5uM rGy a rGg, kedy tato hodnota je rovnaka pre oba oligonuk-
leotidy. Tieto hodnoty mézu ovplyviovat dva faktory - (1) kratsie molekuly difunduji
rychlejsie a mozu sa prednostne adsorbovat na povrch elektréody. V pripade kompeticie
oligonukleotidu rG4 s cGMP, sa naadsorbuje viac oligonukleotidov na povrch PGE, ako
v pripade kompeticie rGg s cGMP. (2) desorpcia prebieha najskoér od najkratsich retaz-
cov. Limit detekcie (LOD), bol zostrojeny ako trojndsobok hodnoty smerodatnej odchylky
pripocitanej ku piku oxidacie cGMP po desorpcii. Je to minimalna hodnota oxida¢ného
signalu oligonukleotidu o ktorej mézeme prehlésit, Ze sa jedna o signal oligonukleotidu
s pravdepodobnostou vyssou, ako 3o. Pre oligonukleotidy rGy a rGg v zmesi s 500uM
c¢GMP bola experimentalne zistena hodnota LOD 1,25uM. Priebeh krivky dokazuje, ze
po premyti PGE Tritonom x-100 ostava naadsorbované len malé mnozstvo oligonukleoti-
dov. Zvlast pri nizsich koncentraciach oligonukleotidov dochédza k ich velkym stratam.
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Obréazek 4.4: Premyvanie rdznych koncentrécii oligonukleotidov rG, (modra bodka) a rGg

(¢ierny Stvorec) v roztoku 500uM ¢cGMP 1% Tritonom x-100 s ukdzanym limitom detekcie
(LOD-naznacend ¢ervend priamka)(n=3).
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Intenzita signalu zavisi aj na povrchu elektrédy. Pred kazdou sériou merani sa vrchné
vrstvy elektrody odstranuji, ¢im sa meni jej povrch, preto porovnavanie velkosti pikov
nie je presné a dochadza k odchylkam v merani.

1% roztok Tritonu x-100 desorbuje cGMP tplne z povrchu elektrédy. U malych kon-
centraciach oligonukleotidu dochadza ku velkym stratdm, ¢o znemoznuje presni analyzu
oligonukleotidov nachédzajicich sa v roztoku v nadbytku cGMP. Z tohto dévodu koncen-
tracnd zavislost nema linedrny priebeh a preto premyvanie povrchu elektrédy Tritonom
x-100 nie je vhodné pre stanovenie obsahu nizkych koncentracii RNA vzniklych pri neen-
zymatickej polymerizacii 3,5 -cGMP.

4.2.2. Premyvanie v SDS

Ako dalsi detergent pre selektivnu desorpciu ¢cGMP z povrchu elektrody sme zvolili do-
decylsiran sodny (SDS). SDS je iontova povrchovo aktivna latka obsahujica sulfatovi sku-
pinu, ktora vykazuje silni hydrofilitu. Pri ustanoveni rovnovahy kompetitivnej adsorpcie
dochadza ku trom typom interakcie. Prva z nich je interakcia medzi povrchom elektrody
a SDS, druhé oligonukleotidy s povrchom elektrody a tretia interakcia medzi SDS a oligo-
nukleotidmi (popripade cGMP). Posledn4 interakcia vzhladom silnej hydrofilnej sulfatove;j
skupine moze silno ovplyvnovat desorpciu nielen cGMP, ale aj oligonukleotidov.
Narozdiel od Tritonu x-100, SDS nevykazuje v meranom rozsahu potencialov ziaden
elektrochemicky signdl, ktory by interferoval so vzorkami oligonukleotidov a cGMP. Ako
vidiet na obrdzku 4.5 ¢cGMP sa tplne desorboval po pouziti 1% roztoku detergentu SDS
po dobu jednej mintty, ¢o ukazuje nepritomnost G°* piku (svetlo zelend krivka vs. fialova
¢iarkovand). G°* po premyti oligonukleotidu rGg klesol priblizne na polovicu povodnej
hodnoty (oranzova krivka vs. Cierna ¢iarkovand). Desorpcia oligonukleotidov z povrchu
elektrédy pouzitym SDS, vidief aj na zmesnych vzorkach, kedy G* pik klesol skoro az na
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Obréazek 4.5: Voltamogramy po base-line korekcii ukazujice ubytok oligonukleotidov a
c¢GMP po premyvani 1 minity v detergente SDS (plné diary reprezentuji vzorku len
rychlo omyté v destilovanej vode, ¢iarkované vzorky reprezentuji meranie po zaradenom
kroku 60 s desorpcie). V Tavom hornom rohu zobrazend molekula SDS.

signal pozadia (tmavo zelend krivka vs. zlta ¢iarkovand). Po premyti povrchu elektrody
pik vzorky ¢cistého oligonukleotidu rGg (popripade rG4) ma vyssiu hodnotu ako vzorka
oligonukleotidu v zmesi s 500uM cGMP rovnako po premyvani elektrody v SDS. Pri
kompetitivnej adsorpcii dochadza ku zaplneniu povrchu elektrédy molekulami cGMP, ¢o
po jeho selektivnom odstraneni znizuje pik G* poskytovaného zostalymi oligonukleotidmi.
Vyska piku G poskytovaného vzorkou rG4 po premyti v SDS taktiez klesol pod polovicu
svojej povodnej hodnoty. Zmes rG, v roztoku 500uM ¢cGMP bola skoro tplne vymyta z
povrchu elektrody.

Znizenie koncentracie SDS

Rovnako, ako pri experimentoch s Tritonom x-100, jednou z moznosti ako zmensit straty
po premyvani oligonukleotidov je znizenie koncentracie detergentu SDS na hodnotu, u
ktorej dochadza este k tplnej desorpcii cGMP.

Podla velkosti pikov G v zavislosti na réznych koncentracidach premyvania vzoriek v
SDS na grafe 4.6, je mozné vidiet ze 0,5% SDS mé podobny vplyv na desorpciu cGMP
a zmesnych vzoriek ako 1% roztok SDS. V tychto pripadoch dochadza k celkovému vy-
mytiu cGMP, ale taktiez ku velkym stratdm odstranovanim oligonukleotidov z povrchu
elektrody. Pri premyvani 0,1% SDS nedochédza k celkovému vymytiu cGMP, kedy signél
stupol narozdiel od 1% SDS az o jeden rad. U oligonukleotidov nedochddza k tak velkym
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Obrazek 4.6: Vysky piku G°* poskytované oligonukleotidmi a cGMP po desorpcii v roz-
nych koncentraciach roztoku detergentu SDS.

stratam, kedy ostavaji z vacsej casti naadsorbované. Nedokonald selektivna desorpcia
cGMP pravdepodobne prispieva k celkovej vyske G piku, ale prispevok je minimélny.

Zmesi vzoriek oligonukleotidov v roztoku SDS st z velkej casti vymyvané a dochadza
ku velkym stratam aj pri dlhsich oligonukleotidoch, ktoré maju vacsiu silu adsorpcie a
afinitu k povrchu elektrédy. Pri pouziti aj menej koncentrovanych roztokov SDS docha-
dza ku stratdm aj oligonukleotidov. Znizovanie koncentracie SDS vedie ku zvysovaniu
nespecifického signalu cGMP.

Limit detekcie oligonukleotidov premyvanim SDS

Limit detekcie bol pre lepSie porovnanie s ostatnymi detergentami spraveny 1% SDS. Ako
bolo ukazané v predchédzajicich grafoch, vymyvanim oligonukleotidov v SDS dochadza
k velkym stratdm na signale. Na druhej strane podla grafu 4.7 vidiet, ze cGMP sa tplne
desorbuje z povrchu elektrody, kedy jeho signal je rovny signalu pozadia — elektrolytu.
Nizke hodnoty prudov na grafe 4.7 dokazuju velké straty oligonukleotidov. Absencia ne-
specifického signalu, ale umoznuje pomerne presni analyzu oligonukleotidov v zmesi s
cGMP (LOD bol aj v tomto pripade vypocitany ako trojnasobok signlu pozadia). Pri
oligo 1Gg v roztoku cGMP vidiet linearny nérast piku G v zavislosti so vzrastajicou
koncentraciou oligonukleotidu, kedy najmensia koncentracia nad LOD je 1,25uM. Oligo
rGy v roztoku ¢cGMP ma nizsie hodnoty signédlov, kedy pri premyvani dochadzalo ku vac-
Sim stratam. Signal vymyvaného rGy v 1% SDS sa vSetky pohybovali okolo jednej hodnoty
prudu, kedy najvyssi prud vykazovala vzorka 10uM rG4 v 500uM ¢cGMP. Tieto straty
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sposobené desorpciou 1% SDS zneprestiuju analyzu a kvantifikaciu kratsich oligonukleo-
tidov nachadzajicich sa v zmesi s cGMP. Rovnako najmensia detekovatelnd koncentracie
pre rGy v roztoku cGMP je 1,25uM. Koncentracia 0,6uM bola pod stanovenym limitom
detekcie.
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Obrazek 4.7: Premyvanie roznych koncentréacii oligonukleotidov rGy(modrd bodka) a
rGo(Cierny stvorec) v roztoku 500uM cGMP 1% SDS s ukazanym limitom detekcie (LOD-
-naznacend Cervend priamka)(n=3).

Pre elektrochemicku analyzu vzoriek obsahujicich polymerizacné produkty cGMP sa
zd4 byt vhodnd metdda premyvanim naadsorbovaného vzorku na povrchu PGE 1% SDS.
SDS spolahlivo odstranuje z povrchu elektrody interferujticu latku cGMP.

4.2.3. Premyvanie v Tweene 20

Posledny testovany detergent pre desorpciu ¢cGMP bol pouzity Tween 20. Tween 20 je
polysorbatovy typ nenabitého surfaktantu, ktory obsahuje 20 opakujicich jednotiek po-
lyethylenglykolovej jednotky, ¢o mé spolo¢né so strukturou Tritonu x-100, ale ma kratsiu
hydrofilni ¢ast, ¢o moze snizovat interakciu oligonukleotid (pripadne cGMP)/detergent
a snizit desorpciu oligonukleotidov. Tween 20 a SDS oproti Tritonu x-100 neobsahovali
aromaticku cast, ktora mohla byt dovodom adsorbcie Tritonu x-100 na povrch elektrody,
kedy poskytoval v oblasti 1,5V oxidac¢ny pik.

Ako vidief na obrazku 4.8 tak Tween 20 neméa oxidac¢ny signal v meranom rozsahu od
0 po 1,6 V. Pri pouziti 1% roztoku detergentu po dobu jednej mintty, bolo pozorované
skoro uplné vymytie cGMP z povrchu elektrédy. Oligonukleotidy rGg ostali naadsorbo-
vané a vykazovali rovnaky pik ako v pripade nepremyvaného povrchu elektrody. Zmes
po premyti mala mensi signal v oblasti G°*, ako v pripade samotného oligonukleotidu.
Pri kompetitivnej adsorpcii zmesnych vzoriek cGMP zaberie urcitu ¢ast povrchu, kedy
po selektivnej desorpcii cGMP ostane mensi oxida¢ny signal v porovnani so vzorkou sa-
motného oligonukleotidu. Oligo rG, zostali z vacSej ¢asti naadsorbované, kedy ale straty
neboli zanedbatelné. Zmes oligonukleotidu rG, spolu s 500uM ¢cGMP po premyti Twee-
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Obrézek 4.8: Voltamogramy ukazujice tbytok oligonukleotidov a cGMP po premyvani 1
minity v detergente Tween 20 (plné Giary reprezentuji vzorku len rychlo omyti v destilo-
vanej vode, ¢iarkované vzorky reprezentuji meranie po zaradenom kroku 60 s desorpcie).
V lavom hornom rohu zobrazena molekula Tweenu 20.

nom 20 vykazovali pomerne velky signal, kedy rozdiel pikov bol pravdepodobne sposobeny
odstranenim cGMP z povrchu elektrody.

ZnizZenie koncentracie Tweenu 20

Dlhsie oligonukleotidy maju silu adsorpcie dostatocne silnd, aby vydrzali premyvanie v
Tweene 20. U kratsich oligo rG4 dochddza ku stratam priblizne 30% velkosti piku. Podobne
ako s ostatnymi detergentami, znizenim koncentracie detergentu Tweenu 20 moze minima-
lizovat straty oligonukleotidov pri premyvani, kedy sa cGMP stale dostato¢ne desorbuje z
povrchu elektrédy. Na obrazku 4.9 vidiet, ze 0,1%, 0,5% a 1% Tween 20 odstranuji cGMP
z povrchu elektrédy s podobnou uc¢innostou. Desorpcia cGMP 1% Tweenom 20 je naju-
¢innejsia, kedy oxidac¢ny pik ma najnizsie hodnoty. Oligonukleotidy v zmesi st najmenej
odstrarniované z povrchu elektrody 0,1% Tweenom. Prispevok nedesorbovaného ¢cGMP je
zanedbatelny pri porovnani celkovej velkosti pikov. Premyvanie v nizsich koncentraciach
detergentu nemé zasadny vplyv na odstranovanie cGMP a oligonukleotidov, kedy sa hod-
noty premyvania naadsorbovaného cGMP a zmesnych vzoriek 0,1%, 0,5% a 1% Tweenom
zasadne neliSia. Pri nizsich koncentraciach detergentu sa menej vymyva cGMP a dochadza
naopak ku mensej desorpcii oligonukleotidov. Tieto rozdiely st zanedbatelné.
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Obrézek 4.9: Vysky pikov G°* poskytované cGMP a rG4 a rGg oligonukleotidom po pre-
myti v réznych koncentraciach roztoku detergentu Tween 20.

Limit detekcie oligonukleotidov premyvanim v Tweene 20

Pre lepsie porovnanie s ostatnymi detergentami a vzhladom k zanedbatelnym rozdielom
desorpcie cGMP a oligonukleotidov v zdvislosti na koncentracii Tweenu 20 (diskutovanym
v predchadzajicom odstavci) bol vybrany 1% Tween 20. Na obrazku 4.10 je troven LOD
naznacena priamkou, ktora bola zostrojend ako trojnasobok hodnoty smerodajnej od-
chylky desorbovaného cGMP, pripocitana ku priemernej hodnote odstranovaného cGMP
1% Tweenom (n=3).

Najnizsia experimentalne zistend koncentracia pre oba oligonukleotidy v zmesi s 500 M
cGMP, ktora sa nachadza nad stanovenym LOD je 1,25uM. Koncentracia 0,6uM oligo rGy
arGg v 500uM cGMP sa uz nachadza na trovni signalu desorbovaného cGMP. Pri pouziti
Tweenu 20 je smernica krivky koncentracnej zavislosti strmsia ako v pripade premyvania
elektrody v Tritone x-100 (obrazok 4.4) a v SDS (obrazok 4.7). Nedochadza ku velkym
stratam na velkosti piku oligonukleotidov v nizsich koncentraciach. Pri rovnakych koncen-
traciach oligonukleotidov, rG, ma vyssie hodnoty signalu oxidacie G ako v pripade rG.
Smerodajné odchylky rGy su taktiez vacsie. To moze byt sposobené priebehom adsorpcie,
kedy kratsie molekuly mo6zu rychlejsie difundovat k povrchu elektrédy a v kompeticii o
povrch elektrody s cGMP ju pokryvaju ucinejsie, ako dlhsie molekuly rGgy. Rychlejsia kine-
tika adsorpcie molekul na povrch elektrédy méze byt rovnako pric¢inou vacsej smerodatne;j
odchylky u rG, v porovnani s rGg. Smerodatna odchylka taktiez narasta s celkovou vel-
kostou pikov - preto je viac patrna v experimente s Tweenom 20 ako v pripade ostatnych
detergentov.
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Obrézek 4.10: Desorpcia roznych koncentracii oligonukleotidov rG4 (modra bodka) a rGg
(Cierny stvorec) nachadzajucich sa v zmesi s 500uM ¢cGMP 1% Tweenom. Hladina LOD
nazna¢ena ¢ervenou priamkou) (n=3).

Tween 20 je vhodnejsi na selektivnu desorpciu cGMP z povrchu elektrédy ako Tri-
ton x-100. Vdaka strmsej smernici kalibracnej krivky zavislosti na koncentracii je mozné
kvantifikovat oligonukleotidy pri nizsich koncentraciach s viac¢sou presnostou. To znamen4,
ze pri pouziti Tweenu 20 pre selektivnu desorpciu cGMP nedochadza k velkym stratdm
oligonukleotidov oproti Tritonu x-100. Z testovanych detergentov je Tween 20 je vhodnejsi
na analyzu vzoriek obsahujucich produkty neenzymatickej polymerizacie 3', 5" -cGMP.

Odstranovanie oligonukleotidov rG, a rGy

Pri pouziti 1% roztoku detergentu tween 20 po dobu 1 mintty, je pozorovana skoro iplné
desorpcia cGMP z povrchu elektrody, zatial ¢o oligonukleotidy pri koncentracii 10uM rGg
a rGy ostali z vicSej Casti naadsorbované (obrazok 4.8). Z tohto dévodu bola prevedena
analyza koncentracnej rady oligonukleotidov bez cGMP, pre lepsie zobrazenie neziadicej
desorpcie oligonukleotidov pri premyvani povrchu elektrédy 1% Tweenom.

Na obrazku 4.11 s ukazané straty oligonukleotidu rGg pri réznych koncentraciach
sposobenych vymyvanim povrchu elektrody PGE v 1% Tweene 20. Je vidiet linedrny
narast pridu so zvysujucou koncentraciou odstranovaného a neodstranovaného oligonuk-
leotidu rGg. Pri vyssich koncentraciach je strata oligonukleotidu rGg zanedbatelna. Od
koncentracie 2,5uM sa desorbuje priblizne polovica oligonukleotidu z povrchu elektrody,
ale nedochédza k tuplnej desorpcii. Hodnota signdlu pri koncentraciach 0,6uM sa blizi
hodnote pridu ¢cGMP vymyvaného 1% Tweenom. Toto sa zhoduje so skor popisanym zis-
tenim, ze vzorky ktoré maji mensiu koncentraciu ako 1,25uM v roztoku cGMP, nie sme
schopni rozlisit od hodnoty nespecifického piku cGMP po premyti elektrédy v Tweene.
Na obréazku 4.11 je aj ukazané, ze zvolena elektrochemicka analyza je schopné rozlisit uz
0, 3uM koncentraciu oligonukleotidov rGg bez desorpcného kroku v 1% Tweene 20.
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Obréazek 4.11: Premyvanie réznych koncentrécii oligonukleotidov rGg v destilovanej vode
(modré bodka) a rGg premyvanych v detergente 1% Tweene (¢erveny stvorec) s ukdzanou
priamkou predstavujicu priemerni hodnotu desorbovaného 500uM ¢cGMP v 1% Tweene.
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Obréazek 4.12: Premyvanie réznych koncentrécii oligonukleotidov rGy v destilovanej vode
(modré bodka) a rGg premyvanych v detergente 1% Tweene (¢erveny Stvorec) s ukdzanou
priamkou predstavujicu hodnotu desorbovaného 500uM ¢cGMP v 1% Tweene.

Na obrézku 4.12 je ukdzané desorpcia oligonukleotidu rG, zapri¢inend vymyvanim 1%
Tweenom 20. Hodnoty prudov linedrne narastaji v zavislosti na zvysujuicich sa koncent-
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raciou oligonukleotidov rGy, ale ako uz bolo diskutované vyssie, variabilita pikov poskyto-
vanych oligonukleotidmi rGy bola vyssia. Straty kratsich oligonukleotidov st v porovnani
s Gy vécsie. Uz pri koncentracii 10uM dochédza k poklesu signalu po vymyvani povrchu
1% Tweenom pocas 1 min na polovicu. Rovnako hodnoty do 0,6uM nie st rozoznatelné
od vzorky ¢cGMP premyvaného 1% Tweenom, kedy dochddza k prekryvu tychto bodov.
Premyvanie ¢istych oligonukleotidov sa opéat zhoduje s predchéddzajicim zistenim, ze tato
technika nie je vhodna pre analyzu oligonukleotidov pod 1, 25uM koncentraciu, kedze zis-
kané vysky pikov sa pri tejto koncentracii blizia hodnotdam nespecifického signalu cGMP
a teda LOD.

4.3. Odstranovanie cGMP zapornym potencialom

4.3.1. Selektivne odstranovanie cGMP pomocou zaporného po-
tencialu

Okrem techniky zalozenej na selektivnej desorpcii cGMP pomocou detergentu, sme sa
rozhodli vyskusat desorbovat cGMP vlozenim zaporného potencidlu na elektrédu. Vysli
sme z predpokladu, Ze tento postup zalozeny na elektrostatickom odpudzovani, by mohol
viest ku selektivnej desorpcii cGMP z povrchu elektrédy, ktory sa na elektrédu adsorbuje
slabsie ako oligonukleotidy.
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Obrazek 4.13: Vplyv vlozeného zaporného potencialu —0,5V, —1V a —1,5V na desorpciu
500uM ¢GMP z povrchu elektrédy v acetatovom pufre o pH 5 pocas roznych casov.

Na obrazku 4.13 je ukazané odstranovanie 500uM ¢cGMP z povrchu zdporne nabitej
elektrédy. Odpudzovanie bolo prevadzané v 0,2M acetatovom pufre o pH 5, v ktorom
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prebehlo aj nasledné meranie. Boli vyskisané rézne vlozené zaporné potencialy na elek-
trédu na ktorej bol naadsorbovany cGMP pocas 30, 60 a 120 sekind. Na obrazku 4.13
je ukdzany ucinok vlozeného zaporného potencidlu na elektrodu na desorpciu ¢cGMP.
Pri vlozeni —0,5V dochédza pre vsetky casy k poklesu hodnoty signalu oxidacie na po-
odstranovanie cGMP z povrchu elektrody, kedy sa signal pohybuje okolo jednej hodnoty
prudu. V pripade vlozenia —1V az pri 120 sekundach dochadza k véic¢siemu poklesu sig-
nalu asi na jednu tretinu povodnej hodnoty. Desorpcia cGMP pre tieto dva potencidly
nie je dostato¢na pre analyzu oligonukleotidov v roztoku ¢cGMP. Pri vlozeni zdporného
potencidlu —1,5V dochadza po 60 sekundéach k vyraznému poklesu, kedy oxidacny signal
je minimalny. V potencidle —1,5V dochédza ku redukcii guaninu na 7, 8-dihydroguanin
[91]. Redukciou guaninu dochadza k poklesu oxidacného signdlu v oblasti 1,1V, kedy
nedochadza ku odstranovaniu cGMP z povrchu elektrody, ale len jeho elektrochemickej
premene.

Selektivne odstranovanie cGMP pomocou zaporného potencialu v bazickom
prostredi

Jedna z moznosti selektivneho odstranenia cGMP z povrchu elektrédy je pomocou vloze-
ného zaporného néaboja na elektrodu, ktord je ponorend v bazickom médiu. V bazickom
prostredi sa mo6zu negativne nabijat nukleové béze guaninu (pKa 9,2) a OH skupina
pritomné na ribéze [89]. Tymto sa zviacsSuje celkovy negativny ndboj molekuly, ¢im doché-
dza k silnejsiemu elektrostatickému odpudzovaniu s povrchom elektrody. Odpudzovanie
v potencidloch —0,5V a —1V prebiehalo vo fosfatovom pufre o pH 12 pocas jednej mi-
nuty, kedy sa ocistena elektréda premiestnila do acetatového pufru o pH 5, kde prebehlo
samotné meranie. Potencial —1,5V uz nebol dalej skiisany, kedze dochadzalo k inym elek-
trochemickym javom ako desorpcii cGMP.

Na obrazku 4.14 je vidiet vplyv odpudzovania v bazickom prostredi medzi ¢cGMP
alebo oligonukleotidmi a negativne nabitej uhlikovej elektrode pri vlozenom potencidle
—0,5V a —1V. Signél oxidacie 500uM c¢cGMP v pH 12 po vlozeni zaporného potencialu
vyznamne klesa, kedy vacsina cGMP je z povrchu elektrody desorbovana. V alkalickom
prostredi pri vlozeni dostatocénych negativnych potencidlov nie je adsorpéna sila cGMP
na povrch elektrody dostatocne silnd a dochadza ku jeho desorpcii. Pouzitie potencialu
—1V je Ucinejsie na odstranenie cGMP. Pri odpudzovani oligonukleotidov rGg je patrny
len maly rozdiel, kedy dochadza pri pouziti oboch zapornych potencidlov ku rovnakym
stratam. Oligonukleotidy rGg st dostatoc¢ne silno naadsorbované, aby vydrzali podmienky
za ktorych dochadza k desorpcii cGMP elektrickym nabojom a vymenu média. Oligo rGy
st adsorbované slabsie a pri vlozenom potencidle na elektrédu odstranovanie, klesla vyska
piku pod jednu polovicu. Vlozeny zdporny potencial —1 V ma vicsi vplyv na odstranovanie
oligonukleotidov rGy.

Pre dalsiu optimalizaciu techniky desorpcie cGMP vlozZenim negativneho potencidlu
bola prevedend analyza koncentracnej rady oligonukleotidov 1G4 a rGg na zistenie LOD.

Na obrazku 4.15 vidief hodnoty signdlov réznych koncentracii zmesnych vzoriek oli-
gonukleotidov v roztoku 500uM cGMP pri vlozenom zapornom potencidle —0,5V na
elektrodu. Z merani zobrazenych na obrazku 4.14 vyplyvalo, Zze nedochadza ku velkym
stratam oligonukleotidov a cGMP nie je z elektrody odstranené uplne. Tento predpoklad
aj dokazuju vysoké hodnoty priudov oxidac¢nych pikov guaninu. Experimentalne zistené
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Obrazek 4.14: Odstranovanie cGMP a oligonukleotidov zapornym potencidlom —0,5V a
—1V vlozenym na uhlikovi elektrodu v fosfatovom pufre o pH 12 pocas jednej minuty. Na
obrazku st zobrazené Voltamogramy ukazujtce oxidacne signal G po baseline korekcii.

data ukazuju, ze kratsie oligonukleotidy rG,4 v roztoku 500uM ¢GMP st od 1, 25uM kon-
centracie nad hladinou LOD. Dlhsie oligonukleotidy rGg st nad hladinou LOD od 2, 5uM
koncentracie, kedy nizsie hodnoty sa nedaju rozlisit od pozadia nedosorbovaného cGMP.
Toto poukazuje na zlozité chovanie desorpcie pri vloZzenom zapornom potencidle adsor-
bovanych vzoriek oligonukleotidov v zmesi cGMP. Dochadza k vacsiemu odstranovaniu
nabitej elektrody, kedy dochadza ku ich desorpcii. Relativne nizka ic¢innost odstranovania
c¢GMP vlozenym zapornym potencidlom znepresnuje analyzy oligonukleotidov v porovnani
s pouzitim desorpcie prostrednictvom detergentov. Kratsie oligonukleotidy maju linedrny
narast pridu so zmenou koncentracie. Dlhsie oligonukleotidy nemaju narast pridu v za-
vilosti na koncentracii az taky vyrazny, kedy sa od 2, 5uM pohybuji okolo jednej hodnoty
vysky piku. Malé odchylky od linedrneho trendu mohli byt sposobené aj chybou merania
alebo nepresnou pripravou vzorkou.

Na druhom obrazku 4.16 je ukazané selektivne odstranovanie cGMP z povrchu PGE
zo zmesi vzoriek oligonukleotidov a 500uM ¢GMP pri vlozeni zaporného potencidlu —1V
elektrodu. Odstranovanie cGMP pri vlozenom napéati —1V umoznuje analyzovat oligo-
nukleotidy rGy aj rGg az do koncentracie 1,25uM. Tento potencial —1V je vyhodnejsi na
analyzu nizsich koncentracii oligonukleotidov nachadzajtcich sa v roztoku 500uM ¢cGMP.
Smerodajné odchylky v pripade —1V boli ovela vacsie, kedze pravdepodobne dochadza k
rozliénému a zlozitejsiemu chovaniu desorpcie pri vlozenom napati —1 V. Na obrazku 4.16
vidiet linedrny narast hodnot prudu v zavislosti so zvysujicou koncentraciou oligonukleo-
tidov. To taktiez poukazuje, ze za oxidacny signal zodpovedaju guaniny oligonukleotidov.
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Obrézek 4.15: Desorpcia cGMP zo zmesnych vzoriek réznych koncentracii oligonukleoti-
dov rGy4 (modré bodka) a rGg (¢ierny Stvorec) nachadzajicich sa v roztoku 500uM cGMP
pomocou vlozeného zdporného potencidlu —0,5V na PGE vo fosfatovom pufre o pH 12.
Meranie nasledne prebiehalo v 0,2M acetatovom pufre o pH 5. Naznaceny je limit detekcie

(LOD-cervend priamka)(n=3).
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Obrézek 4.16: Desorpcia cGMP zo zmesnych vzoriek roznych koncentracii oligonukleoti-
dov rG4 (modré bodka) a rGg (¢ierny Stvorec) nachadzajicich sa v roztoku 500uM cGMP
pomocou vlozeného zaporného potencialu —1V na PGE vo fosfaitovom pufre o pH 12.
Meranie nésledne prebiehalo v acetatovom pufre o pH 5. Naznaceny je limit detekcie

(LOD-cervend priamka)(n=3).
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Selektivna desorpcia cGMP pomocou zaporného potencialu a SDS v bazickom
prostredi

Ako bolo ukazané na obrazku 4.15, cGMP sa pri vlozeni zaporného potencidlu neodstra-
nuje uplne, ¢o znemoznuje elektrochemickt analyzu nizkych koncentracii oligonukleotidov
nachadzajuicich sa v 500uM ¢cGMP. Odstranovanie cGMP z povrchu elektrody prebiehalo
najefektivnejsie pri pouziti detergentu SDS. Kombinéciou vlozeného zdporného potencidlu
na elektréodu a premyvania povrchu elektrédy v detergente, moze byt dalSsou moznostou
selektivneho odstranovania slabo adsorbujicich molekil cGMP z povrchu PGE.

3

® G4+500uM cGMP/ -1V +0,01% SDS
E B G9+500uM cGMP/ -1V +0,01% SDS

] E s
([ J
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Obrazek 4.17: Selektivna desorpcia cGMP zo zmesnych vzoriek roznych koncentracii oli-
gonukleotidov rG4 (modrd bodka) a rGg (Cierny Stvorec) nachddzajicich sa v roztoku
500uM ¢GMP pomocou premyvania zdporne nabitej elektrédy pri —1V v 0,01% SDS v
bazickom prostredi pri pH 12. Meranie nasledne prebiehalo v acetatovom elektrolyte o pH

5. Naznaceny je limit detekcie (LOD-Cervend priamka)(n=3).

I [MA]

Pre analyzu oligonukleotidov nachadzajucich sa v roztoku 500uM sa vybral ako naj-
vhodnejsi vlozeny zaporny potencidl —1V na elektrédu a 0,01% SDS, ktory sa nachédzal
v roztoku fosfatového pufru o pH 12, kedy dochédzalo k najvacsej desorpcii cGMP. Sa-
motné meranie prebiehalo v0,2M acetatovom pufre o pH 5. Vplyvom zdporného potencidlu
na elektrodu dochédza ku odpudzovaniu nabojov a reorientacii naadsorbovanych molekul
cGMP a oligonukleotidov na povrchu PGE. Pri vlozeni zdporného potencialu na eleke-
tréodu sila adsorpcie cGMP a oligonukleotidov na povrch jej klesa, kedy uz pri pouziti
0,01% SDS dochadza k dplnému odstraneniu ¢cGMP. Vyska piku G°* na obrazku 4.17 pre
zmesné vzorky oligonukleotidov 1G4 a rGg nachadzajucich sa v roztoku 500uM ¢cGMP
ukazuje, ze oligonukleotidy ostavajui naadsorbované. Experimentalne zistené data uka-
zuju, ze zvoleny postup selektivneho odstranovania cGMP pre analyzu oligonukleotidov
je vhodna do koncentracie 1,25uM pre rGg a 2, 5uM pre kratsie oligo rGy, kedy sa hod-
noty pikov nachadzaji nad hladinou LOD. Oligonukleotidy rG, st viac desorbované z
povrchu elektrédy v porovnani s dlhsimi oligo rGg. Desorpciu detergentom dlhsich oligo-
nukleotidov rGgy pravdepodobne neovplyvinuje vlozeny zaporny potencial tak silno, ako v
pripade oligonukleotidov rGy, kedy uz pri pouziti 0,01% SDS dochédza ku velkym stra-
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tam. Hodnoty pikov oxidéacie oligo 1G4 sa uz v pripade 10uM koncentracie nachadzaji

blizko hodnote LOD.

4.3.2. Selektivna desorpcia cGMP pomocou SDS v bazickom pro-
stredi na kladne nabitom povrchu

Pri selektivnej desorpcii cGMP u zmesnych vzoriek v detergente, dochadza ku velkym
stratdm signalu oligonukleotidov. Sila adsorpcie nie je dostatoéné, aby vydrzali oligonuk-
leotidy naadsorbované na povrchu uhlikovej elektrédy pri premyvani v roztoku detergentu.
Vlozenim kladného potencidlu na elektrodu v bazickom prostredi, dochadza k nielen hyd-
rofébnym interakciam s povrchom PGE a zaporne nabitymi molekulami cGMP a oli-
gonukleotidmi, ale aj ku pritazlivej sile vdaka elektrostatickej interakcii medzi ndbojmi.
Vychadzame z predpokladu, ze vlozenim kladného potencialu na elektrédu zvysime silu
adsorpcie, ktord moze byt v pripade oligonukleotidov natolko silnd, Zze vydrzi premytie
elektrody v roztoku detergentu v bazickom prostredi a moze zvysit presnost analyzy menej
koncentrovanych oligonukleotidov nachadzajucich sa v roztoku cGMP.

- ® G4+500uM cGMP/0,5 V +0,01% SDS

| [WA]

. B  GO9+500uM cGMP/0,5 V +0,01% SDS

of#'#"'l-"'l-"'l-"'l--

0 2 4 6 8 10

c [uM]
Obrézek 4.18: Selektivna desorpcia cGMP zo zmesnych vzoriek roznych koncentracii oli-
gonukleotidov rGy (modra bodka) a rGgy (Cierny stvorec) nachadzajucich sa v roztoku
500uM ¢GMP pomocou premyvania kladne nabitej elektrody pri 0,5V v 0,01% SDS v
bazickom prostredi pri pH 12. Meranie nasledne prebiehalo v acetatovom elektrolyte o pH
5. Naznaceny je limit detekcie (LOD-¢ervena priamka)(n=3).

Na obrazku 4.18 je ukazany vplyv vlozeného kladného potencidlu na premyvana elek-
trodu roztokom 0,01% SDS vo fosfatovom pufre o pH 12 na selektivnu desorpciu ¢cGMP
zo vzorkou obsahujucich oligonukleotidy v zmesi s 500uM ¢GMP. Ako kladny potencial
sa zvolil 0,5V, kedy este nedochadza ku oxidacii guaninu a je dostatoc¢ne velky aby mohol
ovplyvnit adsorpciu oligonukleotidov. Pre oligonukleotidy rGy4 a rGg v zmesi s 500uM
cGMP bola experimentalne zistend hodnota LOD. Samotné cGMP sa po premyvani elek-
trody 0,01% SDS tuplne desorbuje. Podla nameranych dat desorpciu ¢cGMP z povrchu
elektrédy neovplyvniuje vlozeny kladny potencidl. Pre oligonukleotidy rGg experimentalne
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zistend minimélna koncentracia, ktora sa nachadza nad hladinou LOD, je uz 0,6uM. Krat-
sie oligonukleotidy, sa daju s presnostou urcit od 1, 25uM, kedy tato hodnota koncentracie
sa nachadza nad hladinou LOD. Strmsia smernica priamky koncentracnej rady oligonuk-
leotidu rGgy poukazuje na vplyv vlozeného kladného potencialu na silu adsorpcie dlhsich
oligonukleotidov na povrch elektrody. Prifazliva sila medzi nabojmi zmensuje straty a
desorpciu oligo rGg. Efekt pritazlivej sily je mensi v pripade kratsich oligonukleotidov
rGy, o poukazuju aj mensie hodnoty maxim pikov G°* a aj najnizsia mozna koncentracia
nachadzajuca sa nad hladinou LOD. V porovnani selektivnej desorpcii v ¢istom SDS (ob-
razok 4.7) hodnota piku G pre 10uM rGy stiipla skoro dvojnasobne. Taktiez minimélna,
koncentracia oligonukleotidov rGg, ktort sme schopni kvantifikovat je v pripade vlozeného
kladného potencialu a pouzitia menej koncentrovaného roztoku SDS v bazickom prostredi
mensia (0,6pM), ako v pripade desorpcie len 1% roztokom SDS (1,25uM).

Zvoleny postup vlozeného kladného potencialu moze byt vhodny na zniZenie strat oli-
gonukleotidov pri premyvani elektrédy 0,01% roztokom SDS. Kombindcia kladného poten-
cidlu a selektivnej desorpcie cGMP pomocou detergentu SDS pri porovnani s ostatnymi
postupmi a pouzitiami detergentu sa zda byt najvhodnejsia pri analyze oligonukleoti-
dov nachadzajucich sa v roztoku 500uM cGMP vznikajucich za podmienok modelujtcich
prebiotické prostredie.

4.4. Analyza produktov spontannej neenzymatickej po-
lymerizacie 3°,5° -cGMP

4.4.1. Priprava vzoriek

Neenzymaticka polymerizacia prebiehala pri 80°C v suchom stave, ImM vzorky 150 ul
3',5-cGMP boli najskor vysusené vo vakuu a potom nasledovala neenzymaticka poly-
merizacia pri 80°C v suchom stave po rozne dlhi dobu - od 2 do 96 hodin. Vysledok
tohto experimentu bol s neobvykle nizkym vytazkom (v porovnani s predchadzajicimi
experimentami [2], pravdepodobne kvoli nedostatoénému vysuseniu vzoriek pred poly-
merizaciou. Pre nasledntu elektroforeticki analyzu boli vzorky rozpustené v miliQ) vode,
naznacené **P-ATP (Nastavenie elektroforézy je uvedené v Casti 3.2.1.).

4.4.2. Analyza oligonukleotidov pomocou gélovej elektroforézy

Produkty polymerizacie 3, 5" -cGMP za prebiotickych podmienok sa charakterizuji hlavne
denatura¢nou PAGE. Analyza denatura¢nou PAGE znacenych oligonukleotidov 5’ 32P je
aspon o jeden rad citlivejsia ako iné detekéné techniky (vratane hmotnostnej spektrome-
trie) [2]. Denatura¢né podmienky gélu zarucujui, ze stackované struktiry neovplyvnuji
hodnotenie polymeriza¢nych produktov.

Na obrazku 4.19 je ukdzana analyza PAGE preliminarnych vzoriek produktov polyme-
rizacie cGMP. Starty 1, 9 a 20 zodpovedaji za vzorku ¢stého *P-ATP, ktory poskytuje
len jeden band (pruh). Okrajové Starty 1 a 20 st pokrivené vplyvom blizkosti krajov gélu.
Start 8 predstavuje vzorku Gastocne degradovaného modelového oligomeru rGyg, ktord
pravdepodobne obsahovala aj dlhsie produkty, vzniklé pri samotnej vyrobe. Pre tieto
vzorky predstavujice polymerizacné produkty vidiet, ze najdlhsi vzniknuty oligonukle-
otid po 96 hodinach pri 80°C je o dlZke 5 nukleotidov, kratsi ako ocakdvané produkty
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Obrézek 4.19: Denatura¢nd PAGE polymerizacnych produktov 3',5 -cGMP. Na 20% po-
lyakrylamidovy gél st vynesené aj kontrolné vzorky blanku Cistého 3?P-ATP (Start 1,9
a 20) a kontrolnd modelova vzorka 3uM oligonukleotidov rGy (Start 8). Ostatné starty
predstavuju vzorky produktov neenzymatickej polymerizacie cGMP, kedy syntéza pre-
biehala pocas roznych uvedenych ¢asov. Cisla bandov ukazané vpravo a okolo Startu 8,

predstavuju pocet jednotiek oligonukleotidu a bandy ,a“ a ,,b“ predstavuju degradacné
produkty.

v skor prevedenych experimentoch [2]. Intenzita bandov vzniknutych oligonukleotidov sa
zvysuje s predlzujicocu sa dobou priebehu syntézy. Tento efekt vidiet aj na postupnej
klesajicej intenzite 3?P-ATP pri znaceni produktov dlhsich priebehov polymerizicie, ¢o
dokumentuje ze polymerizacia prebiehala, aj ked so suboptimalnym vytazkom. Bandy ,a*“
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a ,,b“ vyskytujice medzi bandami oligonukleotidov, predstavuji pravdepodobne teplotne
zévislé degradacné produkty [2].

Analyza vzoriek spontannej neenzymatickej polymerizacie cGMP bola prevedena na
PAGE, pre porovnanie s nasou vyvinutou elektrochemickou metédou. Ako vidief, gélova
elektroforéza dokéze rozlisit oligonukleotidy podla ich dizky ligiacich sa o 1 nukleotid, ako
aj degradacné produkty. Nevyhodou gélovej elektroforézy je casova narocnost analyzy
a praca s radioaktivne znacenymi vzorkami. Taktiez pri pouziti gélovej elektroforézy je
zlozitejsia kvantitativna analyza.

4.4.3. Analyza oligonukleotidov pomocou elektrochemickej me-
tody

Analyza produktov spontannej neenzymatickej polymerizacie 3’5" -cGMP (uvedené v
Casti 4.4.1.) bola prevedend aj nami vyvinutou metédou, ktora zahrnovala selektivne;j
desorpcie cGMP pomocou 0,01% SDS v bazickom prostredi na kladne nabitom povrchu
PGE a néslednou LSV analyzou v acetatovom pufre. Boli pouzité rovnaké vzorky ako v
pripade analyzy na PAGE. Vzorky boli nariedené na vysledn koncentraciu 500uM ¢cGMP
(p6vodné 3mM) v roztoku 0,3M NaCl, kedy samotné meranie prebehlo v 0,2M acetdtovom
pufre pH 5.

0.08—
0.06—
LOD
i 0.04—
= { @® oligo+500uM cGMP/ 0,5 V+0,01% SDS
0.02— I {
-éj—O—. T elektrolyt
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Obrazek 4.20: Analyza produktov spontannej neenzymatickej polymerizécie 3', 5 -cGMP
pomocou selektivnej desorpcie ¢cGMP 0,01% roztokom SDS v bazickom prostredi na
kladne nabitom povrchu PGE. Vynesena je zavislost vysky piku G°* na case priebehu
polymerizacie. Zobrazend priamka LOD (&ervend ¢iara), ako aj zodpovedajica priamka
pre signal pozadia - elektrolytu (zelena ¢iara)(n=3).

Na obrazku 4.20 st vynesené hodnoty maxim pikov G°* v zavislosti na case pocas
ktorého prebiehala syntéza. Z grafu vyplyva, ze vsetky namerané hodnoty G pikov po-
lymerizaénych produktov sa nachadzaji pod LOD (zostrojeny ako trojndsobok smerodaj-
nej odchylky pripocitany k priemeru samotného desorbovaného cGMP). Vzorky sa nedaji

44



rozlisit od nespecifického signélu vzorky samotného desorbovaného cGMP, kedy hodnoty
pikov a ich rozdielov st malé a v tychto hodnotéch zatazené Sumom (obrazok 4.21) (fi-
alova krivka vs. zelend). Je patrny maly narast hodnoty piku, kedy pri 96 hodindch ma
najvyssie hodnotu. Hodnoty pikov po 24 hodinach sa nachadzaji uz nad hodnotami elek-
trolytu, kedy elektrochemické signaly koreluju s vysledkami z PAGE, Ze s narastajicim
casom sa zvysuje koncentracia oligonukleotidov. Z analyzy produktov pomocou PAGE
dalej vyplyva, Ze nami analyzované vzorky obsahovali menej nez na PAGE detekovatelné
mnozstvo oligonukleotidov dlhsich ako rGs. Nasa metoda v pripade kratsich oligonuk-
leotidov rGy, nie je schopné rozlisit pod 1,25uM koncentraciu. Vzorky neenzymatickej
polymerizacie po nariedeni teda museli mat nizsiu koncentraciu, ktori metéda uz nie je
schopna s istotou urcit.
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Obrazek 4.21: Voltamogramy produktov spontdnnej neenzymatickej polymerizacie 3',5'
-cGMP (po 2h a 96 h priebehu syntézy) pomocou metody zalozenej na selektivnej desorp-
cii cGMP 0,01% roztokom SDS v bazickom prostredi na kladne nabitom povrchu PGE.

Pomocou nasej elektrochemickej metédy je mozné previest rychli kvantitativnu ana-
Iyzu, ktord je limitovana pre oligonukleotidy rGg 0,64M koncentraciou a pre oligonukleo-
tidy rGy4 1,25uM. Pri nizsom obsahu oligonukleotidov nie je mozné odlisit tento signal od
nespecifického signalu nedesorbovaného cGMP, alebo Sumu pozadia. Pomocou denaturac-
ného PAGE radioaktivne znacenych oligonukleotidov je mozné urc¢it aj nizsie koncentra-
cie. Je mozné dalej urcit zastipenie jednotlivych dizok oligonukleotidov. Naga vyvijans
metoda by zrejme mohla sliuzit ako paralélna technika pre semi-kvantitativnu analyzu
vznikajucich oligonukleotidov u vzoriek, kde polymerizacia cGMP prebehla tispesne a ich
koncentracia je nad nami stanovenym limitom detekcie.
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5. Zaver

Predlozena diplomova praca sa zaobera optimalizaciou elektrochemicej metody na
analyzu vzoriek neenzymatickej polymerizacie cyklickych nukleosid monofosfatov. Neen-
zymatickd polymerizacia v podmienkach modelujticich prebiotické prostredie je stucastou
formamidovej tedrie vzniku zivota. Optimalizacia bola prevedena na modelovom systéme
oligonukleotidov nachadzajtcich sa v roztoku cGMP technikou AdTS LSV. Z dévodu
prekryvu piku oxidacie G poskytovaného cGMP a piku poskytovaného oligonukleotidmi
je nutné selektivne desorbovat cGMP z povrchu PGE pred prevedenim elektrochemicke;j
analyzy. Prva cast bola zamerand na selektivnu desorpciu ¢cGMP pomocou premyvania
detergentov.

Premyvanim elektrédy 1% Tritonom x-100 dochddzalo k skoro tiplnej desorpcii cGMP,
zatial ¢o G pik oligonukleotidovych retazcov rG4 a rGg klesol o % svojej povodnej hod-
noty . Znizenim koncentracie roztoku Tritonu x-100 bolo sledované, ze desorpcia cGMP
nie je uplnd, ¢o znepresnuje merania zmesi s oligonukleotidmi. Najnizsia experimentalne
zistend koncentracia oligonukleotidov nachadzajucich sa v roztoku 500uM cGMP nad
LOD bola 1,25uM pre kratsi aj dlhsi oligonukleotid pri premyvani povrchu elektrody v
1% Tritone x-100. Vyska G°* piku nebola linearne zavisla na koncentracii. G pik prudko
klesol uz pri koncentracii 5uM oligonukleotidu, ¢o komplikuje kvantitativnu analyzu oligo-
nukleotidov nachadzajucich sa v roztoku cGMP. Samotny Triton x-100 vykazoval navyse
oxida¢ny pik v oblasti 1,5V.

Premyvanim elektrédy v roztoku 1% SDS dochadzalo k tplnej desorpcii cGMP. U sa-
motnych oligonukleotidov klesla hodnota piku G°* podobne ako v pripade Tritonu x-100,
tiez o % Pri premyvani elektrédy 0,01% SDS doslo k narastu hodnot pikov olgionukleo-
tidov, ale cGMP nebolo tplne desorbované. Najnizsa experimentalne stanovena koncent-
racia pre oba oligonukleotidy nachadzajicich sa v 500uM ¢GMP nad LOD bola 1,25uM
pri premyvani elektrédy v 1% roztoku SDS. Zavislost koncentracnej rady na velkosti pi-
kov bola ovela strmsia ako v pripade Tritonu x-100, kedy SDS je vhodnejsi detergent na
analyzu oligonukleotidov nachadzajucich sa v ¢cGMP, ako Triton x-100.

Posledny testovany detergent pre selektivnu desorpciu cGMP bol pouzity Tween 20.
V roztoku 1% Tweenu 20 dochddzalo k skoro uplnej desorpcii cGMP z povrchu PGE.
Oxidacny pik oligonukleotidov rGg po premyvani 1% Tweenom 20 mal rovnakid hodnotu
ako v pripade nepremyvaného povrchu elektrédy. U samotnych kratsich oligonukleotidov
dochadzalo uz k miernej desorpcii asi na % povodnej hodnoty Gozx. 0,1%, 0,5% a 1%
Tween desorbuje cGMP s podobnou tc¢innostou. Oligonukleotidy nachadzajtce sa v zmesi
st najmenej odstranované z povrchu elektrédy 0,1% Tweenom. Najnizsia experimentédlne
zistend koncentracia oligonukleotidov nachadzajucich sa v roztoku 500uM cGMP nad
LOD bola 1,25uM pre kratsi aj dlhsi oligonukleotid pri premyvani povrchu elektrody v
1% Tweene 20. Vysky G°® pikov poskytovanymi oligonukleotidmi zo zmesi 500uM ¢cGMP
po osetreni elektrody Tweenom 20 mal linedrnu zavislost koncentrac¢nej rady a jej smernica
bola strmsia. Tween 20 je najvhodnejsim detergentom selektivnej desorpcie cGMP, Jeho
vyuzitie umoznuje kvantitativnhu analyzu produktov neenzymatickej polymerizacie 3', 5
-cGMP od 1,25uM koncentrécie.

Okrem techniky zalozenej na selektivnej desorpcii cGMP pomocou detergentu, bola
vysktusand desorbcia ¢cGMP vlozenim zaporného potencidlu na elektrédu. Pri vlozeni
—0,5V a —1V na elektrodu v 0,2M acetatovom pufre o pH 5 dochadza ku desorpcii cGMP
vplyvom elektrostatického odpudzovania, kedy hodnota piku G°* klesla oproti kontrolnej
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nedesorbovanej vzorke asi na polovicu. Tato selektivna desorpcia nie je dostatocna, na
analyzu oligonukleotidov nachadzajicich sa v roztoku ¢cGMP.

Dalsia z testovanych moznost{ selektivnej desorpcie cGMP bola prevedend pomocou
vlozenia zadporného potencidlu na elektrédu vo fosfatovom pufre o pH 12. Tento expe-
riment bol prevedeny na zaklade predpokladu, podla ktorého sa v bazickom prostredi
nabijaju nukleové baze zaporne, ¢im sa zvysuje elektrostatické odpudzovanie medzi elek-
trédou a ¢cGMP, alebo elektrodou a RNA. Uz pri vlozeni —0,5V dochadza ku desorpcii
cGMP, kedy pri vlozeni —1V dochadza skoro k uplnému odstraneniu cGMP z povrchu
elektrédy. Oligonukleotidy rGg ostavaju z vicsej Casti naadsorbované, kedy u kratsich oli-
gonukleotidov rG4 dochadza ku poklesu G°* asi na % hodnoty oproti kontrole. Hodnoty
G pikov pre vlozeny zaporny potencidal —0,5V a —1V na elektrédu mali rddovo vyssiu
hodnotu ako v pripade premyvania elektrédy detergentom. Uéinok vlozeného potencidlu
—0,5V nebol dostatoény na desorpciu cGMP, kedy experimentalne zistené hodnoty kon-
centracii nad LOD boli 2,5uM pre kratke oligonukleotidy rG4 a pre dlhsie oligonukleotidy
rGg 1,25uM. Pri vlozenom zapornom potencidle —1V bola hodnota koncentracie nad
LOD 1,25uM pre oba oligonukleotidy, kedy dochadzalo k ucinejsej desorpcii cGMP.

Dalsiou vyskii$ana metéda bola kombinécia vloZeného zaporného potencidlu —1V na
elektrédu, premyvanou v 0,01% SDS v bazickom prostredi, kedy experimentédlne zistené
hodnoty nad LOD boli pre oligo r1Gg 1,25uM a pre kratsie oligo 1G4 2,5uM.

Posledna vyskusana metdda bola selektivna desorpcia ¢cGMP pomocou 0,01% SDS v
bazickom prostredi na kladne nabitom povrchu. Toto experimentalne nastavenie vycha-
dzalo z predpokladu, ze pritazliva elektrostaticka sila medzi zaporne nabitym analytom
a kladne nabitym povrchom elektrody povedie ku znizeniu ztrat oligonukleotidov, zatial
¢o desorpcia cGMP bude stéale dostatocne uc¢inna. Detergent SDS bol zvoleny, lebo vdaka
jeho posobeniu dochadzalo k tplnej desorbcii cGMP z povrchu elektrody. Bol zisteny
ucinok kladného potencidlu na znizenie strat dlhsich oligonukleotidov rGg, kedy expe-
rimentalne zistena hodnota LOD bola 0,6uM pre rGg a 1,25uM pre rGy. Tato metdda
bola uréena z hladiska analyzy oligonukleotidov vzniklych polymerizaciou cGMP ako naj-
vhodnejsia, vdaka najnizsiemu LOD, tplnému odstraneniu cGMP z povrchu elektrody a
linedrnosti zavislosti vysky pikov na koncentracii.

Po optimalizacii metody na modelovej zmesi cGMP a syntetickych oligonukleotidov
bola prevedend analyza produktov spontdnnej neenzymatickej polymerizacie 3', 5" ¢cGMP
pomocou denaturacnej PAGE. Bolo zistené, ze vzorky po priebehu syntézy pocas 96 ho-
din obsahovali najdlhsie oligonukleotidy o dizke 5 nukleotidov. Celkovy vytazok a ziskané
dlzky oligonukleotidov boli zrejme z dévodov nedokonalého vysuSenia vzorkou pred poly-
merizaciou podstatne nizsie, ako v skor prevedenych experimentov [2]. Tieto vzorky boli
analyzované rovnako pomocou nami vyvinutej elektrochemickej metédy zahrnujtc selek-
tivnu desorpciu ¢cGMP pomocou 0,01% SDS v bazickom prostredi na kladne nabitom
povrchu. Ani po 96 hodinach priebehu syntézy nedosahoval pik hodnoty nad LOD. Cez
neuspech analyzy preliminarnych vzoriek ¢cGMP polymerizacie je pravdepodobné, ze u
vzoriek, kde neenzymaticka polymerizacia prebehne s ocakavanou tc¢innostou, bude moct
byt nasa metéda vyuzita pre stanovenie obsahu RNA oligonukleotidov. Elektrochemické
stanovenie moze v budicnosti pomdct s optimalizaciou podmienok prebiotickej polyme-
rizacie cyklickych monofosfatovych nukleobazi. Nase vysledky poukazuju na nedostatky
metdédy v porovnani s gélovou elektroforézou - predovsetkym celkova nizsia citlivost a
nemoznost zistenia distribicie dizkok. Na druhu stranu nami vyvinuté technika moze byt
pouzitd ako paralelna metdda dokazujica priebeh polymerizacie a ako pre rychlu a ne-
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nakladnt semi-kvantitativnu analyzu retazcov RNA. Narozdiel od gélovej elektroforézy
moze byt tato technika pouzitda k uréeniu obsahu bazi [77] v experimentoch zahrnujice
polymerizaciu ostatnych cyklickych nukleosid monofosfatov a ich zmesi [2, 69, 92].

Okrem vyuzitia metody pre analyzu produktov neenzymatickej polymerizacie moze
byt nami vyvinuta metdéda pouzitda pre analyzu produktov enzymatickych reakcii, pre
detekciu DNA hybridizacie alebo zistovanie poskodenia DNA [93].
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