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[VADAS

DNR hibridizacijos aptikimo jutikliai yra vertinami dél savo specifiSkumo ir jautrumo, jie
placiai taikomi biotechnologijoje ir klinikinéje diagnostikoje. Nors buvo sukurta daug biojutikliy,
skirty hibridizacijos jvykiui nustatyti uzrasant galutinio taSko (angl. end-point) rezultata ir
daugiausia démesio skiriant aptikimo riby gerinimui, taip pat yra jdomu stebéti nukleoriig§¢iy
suriSimo kinetikg kiekybiskai realiu laiku. Hibridizacijos steb&jimas realiu laiku gali suteikti
pranasumy prie$ galutinio tasko matavimus, ypac tais atvejais, kai tikslumas ir greitis yra svarbds,
pavyzdziui, atliekant diagnostinius tyrimus ir kuriant vaistus. Stebéjimas realiuoju laiku leidzia
tiksliau jvertinti hibridizacijos kinetikg, todél pageréja tyrimo jautrumas ir specifiSkumas ir
sutrumpéja laikas nuo méginio pateikimo iki tyrimo atsakymo, palyginti su galutinio tasko
matavimais. Bioanalizinés chemijos srityje siekiama sukurti realiu laiku veikianéius hibridizacijos
stebéjimo jrenginius, kurie biity paprasti, daugkartinio naudojimo ir pigas.

Iki Siol realaus laiko hibridizacijos signaly nuskaitymo metodai daugiausia pagrjsti optiniais
(pvz. SPR, fluorescencija) arba akustiniais (QCM) metodais, o visai neseniai buvo pristatyti daug
Zadantys lauko efekto tranzistoriy jutikliai. Taciau Sie metodai daznai reikalauja didelés sudétingos
jrangos, taip pat sudétingy ir brangiy biojutikliy gamybos procediiry. Elektrocheminiai DNR
hibridizacijos signalo nuskaitymo metodai yra zinomi dél jutiklio paruoSimo paprastumo,
suderinamumo su mikrogamybos technologijomis, taip pat dél galimybés pagaminti neSiojamg
prietaisa, mazos kainos ir patikimo neskaidriy meéginiy nuskaitymo. Vis délto dabartiniai
elektrocheminiai hibridizacijos stebéjimo metodai turi ribota jautruma, laiko skiriamaja geba ir
atkartojamumg. Realaus laiko hibridizacijos signalo nuskaitymas paprastai reikalauja tam tikro
signalo stiprinimo, nes nedidelio skai¢iaus oligonukleotidy susiri§imo jvyki, net jei jie yra pazyméti,
daznai sunku aptikti. Dabartinés signalo stiprinimo strategijos daugiausia pasitelkia fermentinius
arba nanodalelémis paremtus signalo stiprinimo metodus, kurie turi tokiy trikumy kaip didelé kaina
ir mazas stabilumas. Todél reikia paprasto ir veiksmingo jrankio, kuris galéty elektrochemiskai
stebéti heterogening DNR hibridizacija realiu laiku su gera laiko skiriamaja geba, 0 tai galima

pasiekti naudojant cheming katalizg.



Siame magistro baigiamojo darbo tyrime pagrindinis démesys buvo skiriamas
elektrocheminio metodo, skirto heterogeninés DNR hibridizacijos signalo nuskaitymui realiu laiku,
vystymui. Darbo tikslas buvo sukurti veiksmingg elektrocheminj metoda, skirta stebéti chemiskai
padidintg oligonukleotidy hibridizacijos signalg realiu laiku.

UZdaviniai:

1. Pademonstruoti veiksminga elektrocheminio Zymens, prijungto prie viengrandés DNR
(vgDNR), signalo stiprinimg cheminiu badu.

2. Jvertinti gautos -elektrokatalizinés sistemos tinkamumg matuoti DNR heterogenine
hibridizacijg realiu laiku ir i§ matavimy duomeny apskaiciuoti hibridizacijos parametrus.

3. Nustatyti, ar pademonstruota elektrokataliziné sistema yra tinkama dviejy identiskos sekos
VgDNR oligonukleotidy, kuriy elektrocheminis zymuo prijungtas skirtinguose galuose,

diferencijavimui.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.Nukleoriigs¢iy hibridizacijos matavimas, jo svarba ir Siuolaikiniai matavimo
metodai

Nukleortigstys DNR ir RNR yra organizmo genetinés informacijos saugojimo ir perdavimo
molekulés, todél jy detekcija gali suteikti informacijos apie tam tikro organizmo buvimg méginyje
arba apie genomo ar metabolizmo pakitimus, lemiancius fenotipo pokycius ar patologija
(Ferapontova, 2018; Trotter et al., 2020; Thapa, Liu and Wang, 2022). Nukleortgsciy detekcija yra
pagrjsta jy nukleotidy sekos atpazinimu pasitelkiant komplementarumo principg (Kuriyan, Konforti
and Wemmer, 2012). Komplementarumg nukleortigS§tims suteikia jas sudaran¢iuose monomeruose
— nukleotiduose — esancios penkios skirtingos azotinés bazés, kuriy poros yra tarpusavyje
komplementarios: adeninas (A) yra komplementarus timinui (T) (tik DNR) ir uracilui (U) (tik
RNR), o guaninas (G) — citozinui (C). Komplementarios bazés tarpusavyje jungiasi vandeniliniais
rysiais (1.1. pav.). Dviejy viengrandziy nukleortigsciy gijy susiliejimas j dvigrandg spirale per
Watson-Crick baziy saveika yra vadinamas hibridizacija. Sio proceso detekcija yra naudojama

norint aptikti Zinomos sekos nukleortigsties buvimg méginyje.

1.1. pav. Watson-Crick baziy poros: A-T, G-C ir A-U. Storos vertikalios 11n1]05 Zymi pentozes-fosfato karkasus: zalia —
DNR, mélyna — RNR. Vandeniliniai ry$iai pazyméti mélynomis briik$ninémis linijomis. Parengta pagal (Kuriyan,
Konforti and Wemmer, 2012)

Hibridizacijos detekcijg galima vykdyti homogeniskai — kai abi DNR gijos laisvai juda tirpale
— arba heterogeniskai — kai viena i§ gijy yra imobilizuota ant pavir§iaus. Homogeniné hibridizacija
Siame darbe placiau aptariama nebus. Biojutiklinés sistemos yra sudarytos i$ specifiskumu analitei
pasizymincio receptoriaus, signalo keitiklio, kuris receptoriaus — analités atpazinimo jvyki pavercia
nuskaitomu signalu, ir elektroninés sistemos, skirtos tam signalui registruoti, stiprinti, apdoroti ir
pavaizduoti (1.2 pav.) (Gooding, 2002). Heterogeninés hibridizacijos jutikliams reikalinga ant
pavirsiaus pritvirtinti VJDNR molekule, vadinamg gaudymo zondu (angl. capture probe), kuri biity
komplementari dominanciai oligonukleotido sekai. Heterogeniné hibridizacija ir jos vyksmo
nuskaitymas siekia Southern bloto pademonstravimo laikus (Southern, 1975), ir véliau tapo
populiariu molekulinés biologijos jrankiu: heterogenine hibridizacija pagrijsta DNR mikrogardeliy
technologija buvo panaudota nuskaitant zmogaus genomg (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001)..

Taciau tokie metodai leidzia pamatyti tik galutinj rezultatg ir atsakyti j klausimg, ar hibridizacija
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jvyko. Galutinio tasko matavimai yra naudingi tiek kokybiskai nusakant tikslinés sekos buvimag
méginyje, tiek kiekybiskai, nes atlikus kalibracinius matavimus yra identifikuojama, kokj signalo
stiprumg galima sieti su kokia analités koncentracija. Ta¢iau galutinio tasko matavimai turi ir
trokumy. Vienas jy yra ilgas rezultato laukimo laikas — pilnos hibridizacijos daznai laukiama apie
valandg arba ilgiau, nejskaitant méginio apdorojimo laiko. Kita problema su galutinio tasko
matavimais yra daznas reikalavimas vykdyti hibridizacijos ir detekcijos procesus skirtingose
terpése. Terpiy keitimas, kuriam jprastai reikalingas ir papildomas plovimo zingsnis, apsunkina
detekcijos procesy automatizavimg ir pritaikymg didelio naSumo tyrimams. Dar vienas reik§mingas
galutinio tasko rezultaty nuskaitymo trilkumas yra tai, kad vieno tasko pamatavimas didina
klaidingo teigiamo arba neigiamo rezultato tikimybe, ko bent i§ dalies iSvengti padéty keliy tasky
uzregistravimas hibridizacijos metu, nes kompetentingas tyréjas galéty atskirti tikétinos
hibridizacijos reakcijos kinetikg nuo priemaiSy sukelto Zingsnio tipo signalo generavimo Kkinetikos
(Capaldo et al., 2016). Ilga detekcijos trukme ir mazg patikimuma svarbu i$spresti norint pritaikyti
hibridizacijos detekcijg aplinkos stebéjimui arba klinikinéje diagnostikoje, kur svarbus greitesnis ir
tikslesnis rezultaty gavimas. Geresni hibridizacijos detekcijos metodai pasitarnauty ir
fundamentiniam mokslui, kur jdomu gauti kuo daugiau duomeny apie proceso vyksmo dinamikg ir

juos pasitelkus kurti modelius, geriau aprasanéius gamtos veikimo principus.

'\‘\-V -LL" AR,
ﬂV" LW~ analités atpazinimo elektrinis
A/ AADA signalas signalas
~ Ve o0
Analité Receptorius Keitiklis Signalo registravimo,
(nukleortgstis) (analitei komplementari, apdorojimo, pavaizdavimo
imobilizuota nukleortigstis) sistema

1.2 pav. Apibendrinta biojutiklio dizaino schema

Hibridizacijos detekcija galima paspartinti ir patikslinti matuojant ne signala galutiniu laiko
momentu, o atliekant proceso vyksmo registravimg realiu laiku (angl. real-time). Be detekcijos
pagreitinimo ir papildomos informacijos apie jungimosi kinetikg suteikimo, realaus laiko matavimai
taip pat gali padéti pagerinti specifiSkuma, nes hibridizacijos kinetikos skirtumai pastebimi jau esant
vieno nukleotido skirtumams tarp zondo ir taikinio (Xu et al., 2017). SpecifiSkumo gerinimas
svarbus norint detektuoti mazas analités koncentracijas kompleksiniuose meéginiuose, kur dél
sgveikos su jutikliu konkuruoja mazos koncentracijos bet didelio afiniSkumo junginiai su didelés
koncentracijos bet mazo afiniSkumo priemaiSomis (Kanik et al., 2022). Hibridizacijos matavimas
realiu laiku bent i§ dalies padeda spresti ir tyrimo automatizavimo bei pritaikymo didelio naSumo
sistemoms problema, nes signalo nuskaitymas vykdomas toje pacioje terp¢je, kur vyksta

komplementarios sekos atpazinimo procesas, nereikalaujant plovimo ir terpiy keitimo zingsniy.
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Realaus laiko matavimy svarbg pagrindzia dar ir tai, kad, nors nukleortg$ciy hibridizacija yra
placiai taikoma jvairiose molekulinés biologijos srityse, heterogeniné hibridizacija dar néra pilnai
suprantama ir kartais nauji tyrimai nustebina jzvalgomis apie pusiausvyros nusistovéjimo létumag
mazos joninés jégos sglygomis, kurj reikéty jvertinti kuriant naujas detekcijos sistemas (Bielec et
al., 2019). DNR dvigubos spiralés stabilumo termodinamika priklauso nuo vandeniliniy rySiy
susidarymo ir © sgveiky (Ferapontova, 2018). Dvigrandés DNR (dgDNR) lydymosi temperatiira
(Tm), parodanti, kokioje temperatiiroje nutriiksta vandeniliniai rySiai, yra plac¢iai naudojamas
stabilumo matas. Elektrodo pavirSiuje imobilizuoty dgDNR molekuliy Tm gali biti didesné nei
gaunama atliekant skai¢iavimus pagal nukleorugsties seka, nes didzigja dal} neigiamo
pentozés—fosfato karkaso kriivio kompensuoja teigiami buferinio tirpalo jonai, todél svarbu sukurti
riSimosi stebé¢jimo sistemas su gera laikine skyra, galin¢ias padéti surinkti duomenis, reikalingus
tiksliau heterogenine hibridizacijg aprasantiems modeliams sukurti. D¢l realaus laiko hibridizacijos
matavimo privalumy lyginant su galutinio tasko nuskaitymu, yra tobulinami bei toliau kuriami
metodai tokiems tyrimams atlikti.

Norint DNR riSimasi detektuoti, hibridizacijos jvykis turi sukelti signala, kurj tyréjai galéty
nuskaityti ir taip identifikuoti taikinio atpazinimg. Heterogeninés hibridizacijos matavimy realiu
laiku signalo nuskaitymas daZniausiai biina optinis arba akustinis. AKkustinis nuskaitymas
atliekamas kvarcinio kristalo mikrobalanso metodika (angl. quartz crystal microbalance, QCM)
(Okahata et al., 1992; Caruso et al., 1997), kurios detekcijos principas pagrjstas tuo, kad jutiklyje
naudojamas kvarco kristalas keicia savo vibracijy rezonanso daznj priklausomai nuo ant pavirSiaus
adsorbuotos masés. Jau 1992-aisiais tyréjams pavyko realiu laiku stebéti specifiska pikomolinés
koncentracijos vgDNR hibridizacijg ant aukso elektrodo, padengto taikiniui komplementaria zondo
DNR (Okahata et al., 1992). Zema detekcijos riba pasiekti tikriausiai padéjo tai, kad tyréjai naudojo
didelés molekulinés masés (2,4 - 10° g mol™?) taikinj. Vélesni QCM matavimai rodé, kad atsaka
pakeisti gali ir jautraus pavirSiaus klampa, elastingumas, SiurkStumas ir panaSis veiksniai, galintys
apsunkinti DNR hibridizacijos stebéjimg sudétingose daugiakomponentése matricose (Yamaguchi
et al.,, 1993). Norint detektuoti mazas (atomolines) koncentracijas trumpy oligonukleotidy,
reikalingos signalo stiprinimo strategijos, apimancios nanomedZiagy prijungimo, fermentinés
katalizés ar nukleortig§¢iy prailginimo arba padauginimo metodikas (Liu, 2019).

Tradicin] optin] nuskaityma galima suskirstyti j fluorescencin; reikiamai paZzymétoms DNR
molekuléms ir pavirSiaus plazmony rezonanso (angl. surface plasmon resonance, SPR)
nezymétiems oligonukleotidams. SPR metodas matuoja ant metalo pavirSiaus adsorbuoty plony
sluoksniy 1Gzio indekso kitimag, kurj galima susieti su adsorbuoto sluoksnio mase ir storiu (Pattnaik,
2005). Pirmieji kiekybinj DNR heterogeninés hibridizacijos parametry vertinimg in situ ant
pasyvinty aukso pavirSiy pademonstravo (Peterlinz et al., 1997), kur buvo stebéta 0.5 UM vgDNR

9



hibridizacija su ant aukso pavirSiaus imobilizuotu alkantioliu modifikuotu gaudymo zondu. Gana
didelé vgDNR koncentracija tirpale matuojant SPR buvo reikalinga tode¢l, kad Sio metodo atsakas
auga didéjant analités molinei masei, o trumpi oligonukleotidai yra mazos molekulés. Siekdami
spresti mazos taikinio molekulinés masés problemg tyréjai gali analite arba signalinj zondg sujungti
su nanodalelémis ir taip padidinti hibridizacijos jvykio metu atsirandant] masés pokytj tirpalo —
elektrodo sandiiroje, dél kurio ir pakinta matuojamas liizio rodiklis. Tokia strategija buvo pritaikyta
prie DNR prijungus silicio dioksido nanodaleles (Delport et al., 2012). Tad su SPR galima stebéti
DNR hibridizacijg ir tirpimg realiu laiku, taciau norint pasiekti praktiskai svarbias detekcijos ribas
reikalingas signalo didinimas prie DNR prijungiant didelés molekulinés masés daleles, kurios gali
reikSmingai pakeisti darinio judruma, sulétinti detekcija, ir paversti duomenis maziau tinkamais
fundamentiniams nukleortig§¢iy heterogeninés hibridizacijos tyrimams.

Zyméty oligonukleotidy hibridizacijai stebéti skirta fluorescenciné detekcija yra ko gero
populiariausias hibridizacijos signalo nuskaitymo metodas, kuris taikomas ir placiai paplitusiose
mikrogardelése (Rao, Rodesch and Grainger, 2012; Boissinot et al., 2021). Siose sistemose
gaudymo zondai imobilizuojami ant, pavyzdziui, polistireno rutuliuky, ir hibridizuojami su taikinio
sekomis, zymétomis fluoroforais, arba pasitelkiant sumustinio strategija, kai taikinys yra dalinai
komplementarus gaudymo zondui ir dalinai — fluoroforu Zymétam signaliniam zondui. Fluorofory
skleidziami fotonai detektuojami jautriaiS sensoriais, leidzianciais pasiekti labai mazas detekcijos
ribas. Hibridizacijos stebéjimas realiu laiku pasitelkiant fluorescencinius signalus leidzia tyréjams
eksperimentiskai jvertinti kuriamy detekcijos sistemy komponenty riSimosi kinetika ir jos nulemtus
parametrus, tokius kaip detekcijos riba ar matavimui reikalingas laikas (Boissinot et al., 2021).
Eksperimentinis oligonukleotidy riSimosi vertinimas gali buti reikalingas todél, kad heterogeniné
hibridizacija yra prasCiau suprantama uz homogening, naudojami matematiniai modeliai gali
nukrypti nuo eksperimentiniy rezultaty, todél ne visada uztenka sumodeliuoti sistema in silico prie§
ja taikant laboratorijoje. PavyzdZiui, skirtingi taikiniai gali sudaryti jvairias 3D struktiiras, kuriy
sgveikg su pavirSiuje imobilizuotais gaudymo zondais sunku nuspéti, ir gali bati tiksliau ir
efektyviau tiesiog pamatuoti. Fluorescencinio signalo stebéjimas registruojant hibridizacija realiu
laiku buvo jvardintas kaip buidas greitai atrinkti galimas nukleorfigstis, kurias siekiama taikyti,
pavyzdziui, HIV-1 detekcijai (Schwille, Oehlenschlager and Walter, 1996). Be kinetikos parametry
vertinimo, hibridizacijos stebéjimas fluorescencisSkai buvo pademonstruotas kaip biidas detektuoti
vieno nukleotido polimorfizma, o tai svarbu jvairiy genetiniy ir véziniy sutrikimy diagnostikoje
(Peter et al., 2001, Boissinot et al., 2021). Galiausiai, $is signalo nuskaitymo metodas geba nustatyti
patogeny buvima meéginyje: buvo pademonstruota bakterinio uzkrato detekcija per 5-15 min. i$

tikslinés bakterijos genetinés medziagos amplikono (Boissinot et al., 2021).
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ApraSytiems metodams taikyti reikalinga sudétinga laboratoriné jranga. Optiné detekcija
reikalauja Sviesos $altiniy, filtry, veidrodziy ir lgSiy, o QCM biitina akustiniy signaly registravimo
aparatiira. Tuo tarpu elektrocheminiy jutikliy taikymui reikalinga aparatiira daznai buna
paprastesné, nes elektriniai signalai yra generuojami tiesiai ant jutiklio elektrodo taip palengvinant
integracija su likusia prietaiso elektronika ir duomeny apdorojimu. Elektrocheminiai detekcijos
prietaisai yra suderinami su mikrogamybos technologijomis ir todé¢l lengvai miniatitirizuojami. Dél
mazo dydzio elektrocheminiai detekcijos prietaisai yra patraukliis taikymui poreikio vietoje (angl.
point-of-need) uzkre¢iamyjy ligy diagnostikai, tinkamo gydymo parinkimui, veterinarijai ir maisto
saugai (Trotter et al., 2020). Dél iSvardinty prieZasc¢iy, elektrocheminiai jutikliai gali biti palyginti
pigis, ir turi potencialo uz mazesne¢ kaing pasiekti tokias pat zemas detekcijos ribas bei tokig pat
gerg laiking skyra kaip tradiciniai metodai.

1.2 Elektrocheminiai metodai heterogeninei nukleoriigs¢iy hibridizacijai matuoti realiu

laiku

Nukleortigséiy elektrocheminés detekcijos istorija prasidéjo nuo Emil Palecek oscilografinés
polarografijos matavimy ant gyvsidabrio elektrody (Palecek, 1960), o véliau buvo pereita prie
tiesioginés nukleobaziy redukcijos arba oksidacijos ant elektrody pavir§iaus matavimy (Palecek et
al., 1993). Siuolaikinius biidus matuoti heterogening nukleoriigd¢iy hibridizacija elektrochemiskai
galima suskirstyti j dvi pagrindines grupes: nezyméty ir zyméty oligonukleotidy detekcija (1.3 pav.)
(Gooding, 2002; Ferapontova, 2018; Trotter et al., 2020). Pirmoji grupé apima metodus, kuriuose
oligonukleotidai néra pazymeéti oksidaciniu-redukciniu (redokso) aktyvumu pasizymincia molekule
(1.3 pav. A). Tokiu atveju, nenaudojant papildomy reagenty, galima matuoti elektrodo pavirSiaus
ar difuzinio sluoksnio pakitimus arba nukleotidy oksidacijos signalus. | matavimo tirpalg pridéjus
papildomy reagenty, atsiranda galimybé matuoti su hibridizacija susijusj jy redokso signalo
did¢jima arba mazéjima. Antrajai metody grupei priklauso oligonukleotidy, sujungty su redokso
Zymeniu, matavimai (1.3 pav. B). Tokius matavimus vél galima atlikti be papildomy reagenty
tirpale arba jy pridéjus siekiant signalo stiprinimo. Abiejy strategijy elektrocheminiai jutikliai gali

bti taikomi realaus laiko hibridizacijos matavimams.

A ) (i) B (i) * i)

/ e’ e’
G\f‘ G
BECCEELEeee CEELEeet((i((q SO OSSR (S CCE(((S

Elektrodas Elektrodas Elektrodas

1.3 pav. Elektrocheminiy hibridizacijos detekcijos metody pavyzdinés schemos. A. Nezyméty oligonukleotidy
detekcija: (i) — be papildomy reagenty; (ii) — su papildomais reagentais. B. Oligonukleotidy su elektrocheminiu Zymeniu
detekcija: (i) — be papildomy reagenty; (ii) — su papildomais reagentais. Parengta pagal (Ferapontova, 2018)
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Detekcijos metodai, kurie nereikalauja oligonukleotidy pazyméjimo ir papildomy reagenty
yra patraukliis dél savo pigumo ir paprastumo, taciau pasizymi Zemais absoliuciais signalais bei jy
nespecifiSskumu. Nezymétos DNR detekcijai dazniausiai naudojamas elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodas. Pritaikant elektrocheminio impedanso spektroskopijg sistemai, kurioje ant
auksinio elektrodo imobilizuotas gaudymo zondas ir matuojant dvigubo sluoksnio talpg (Capaldo et
al., 2016), buvo pasiektas 1 pM detekcijos limitas zondui komplementariai vgDNR matavimus
atlickant buferiniame tirpale, ir nanomolinés eilés detekcijos limitas, kai sukurta sistema buvo
pritaikyta detektuojant zondui komplementarig miRNR sudétingesnéje matricoje — skiestoje
7zmogaus kraujo plazmoje. Tyrimo metu maksimali pademonstruota laikiné skyra buvo 15 s. Kitas
daug zadantis budas stebéti nezyméty oligonukleotidy hibridizacija be papildomy reagenty yra
lauko efekto tranzistoriais pagrjsti jutikliai. Jy veikimas paremtas tuo, kad prie elektrodo pavirSiaus
jungiantis kriivi turin¢ioms molekuléms, jos pakeicia kriiviy pasiskirstymg elektrode, pasikeicia
potencialas tarp elektrodo pavir§iaus ir elektrolito (Fritz et al., 2002). Sj potencialo pokytj galima
uzregistruoti kaip pokycius laidume arba talpoje ir susieti su kriivj turin¢ios analités, pavyzdziui
DNR, riSimosi prie pavirSiaus kinetika ir koncentracija tirpale. Buvo pademonstruotas grafenu
dengtas lauko efekto tranzistorius, su kuriuo biojutikliu buvo pasiekta 10 pM detekcijos riba DNR
hibridizacijai, pademonstruotas DNR riS§imosi stebéjimas realiu laiku, gautas signalas buvo
priklausomas nuo koncentracijos (Xu et al., 2017). Be to, apraSyta sistema gebéjo aptikti vieno
nukleotido polimorfizmus DNR sekoje. Tyrimo autoriai teigia, kad tokia ir panasios sistemos galéty
ateityje biiti potencialiai taikomos ekonomiSkai efektyviai didelio naSumo vaisty kandidaty,
genetiniy variacijy ir ligy biozymeny atrankai naudojant grafeno DNR gardele. Regenty pridéjimas
1 tirpala, kuriame detektuojami neZyméti oligonukleotidai leidzia padidinti matuojamus absoliucius
signalus. Tyréjams yra pavyke realiu laiku stebéti nezymétos DNR hibridizacija, kai elektrocheminj
signalg registruoti leido [Ru(NH3)s]®* jonai, kurie saveikauja su DNR elektrostatiskai, todél didesnis
ju kiekis sukaupiamas elektrodo pavirsiuje, kai ant jo yra dgDNR, palyginus su vgDNR (Guo et al.,
2013). Amperometrinio matavimo metu tyréjai teigia stebéje 10 pM koncentracijos hibridizacija.
Taciau signalas, nors ir mazesnis, buvo generuojamas ir jvedus nepilnai komplementarig DNR, tad
specifiSkumo triilkumo problema nebuvo pilnai iSsprgsta. Be to, tyrime srovés kilimo pradzia
stebima tik praéjus mazdaug 25 min. po analités jvedimo | tirpala, tad rezultatai kelia klausimy apie
pritaikomumg hibridizacijos Kinetikos modeliavimui. Nezyméty oligonukleotidy hibridizacijos
detekcija elektrochemiSkai yra problematiSka dél mazo generuojamo signalo ir todél kylanciy
sunkumy matuojant mazy koncentracijy nukleortigs¢iy hibridizacija. Nors yra publikacijy apie
jutiklius nezymétiems oligonukleotidams su dideliu jautrumu, jis daznai tampa trikumu sistema
bandant pritaikyti matavimams biologiniuose méginiuose. Kompleksinése matricose yra jvairiy
lasteliy, baltymy, iStirpusiy organiniy ir neorganiniy junginiy, ir visi Sic komponentai gali sukelti
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reikSmingus triuk§mus kai nespecifiSkai adsorbuojasi ant elektrodo pavirSiaus. Nors lauko efekto
tranzistoriai yra daug zadanti sritis biojutikliy atei¢iai, jy gamyba vis dar brangi ir jutiklio kaina
tampa maza tik gaminant didelius Kiekius, arba sukiirus protokolus efektyviai regeneruoti pavirsiy
taip jgalinant pernaudoti jutiklj kelis kartus ir sumazinti vieno matavimo kaing.

Manoma, kad geresnj signalo/triuk§mo santykj kompleksiniuose méginiuose gali padéti
pasiekti metodai, kuriy metu matuojamas farad¢jinis signalas, gaunamas i§ elektrocheminio
Zymens, prijungto prie taikinio arba signalinio zondo. Tam dazniausiai pasitelkiami signalo
skenavimo reikalaujantys elektrocheminiai metodai, tokie kaip kvadratinés bangos
voltamperometrija arba cikliné voltamperometrija. Joninés jégos jtakos oligonukleotidy
hibridizacijos grei¢io tyrimams mokslininkai yra pritaik¢ kvadratinés bangos voltamperometrijos
matavimus su 5 min. laikine skyra, kai sieké stebéti 100 nM koncentracijos MB zyméto taikinio
hibridizacija jvairios joninés jégos tirpaluose (Khuda et al., 2023). Darbo autorei su tyrimy grupe
(Serapinas et al., 2022) pavyko stebéti DNR oligonukleotidy hibridizacijg realiu laiku, kai kas 5
minutes buvo registruojamos ciklinés voltamperogramos. Sukurta sistema galéjo detektuoti
nanomolines zyméty oligonukleotidy koncentracijas ir buvo pritaikyta vertinant nukleaziniu
veikimu pasizymin¢iy fermenty aktyvumg jvairiuose laboratoriniuose skysCiuose ir zmogaus
seilese. Nors Zymeny naudojimas padidina matavimo kaing, signalo specifiSkumas biojutikliuose
Iprastai buina to vertas. Norint farad¢jinémis reakcijomis pagristais biojutikliais pasiekti mazesnes
detekcijos ribas ir geresn¢ laiking skyrg reikalingas signalo stiprinimas, pavyzdziui, jvedant
papildomy reagenty (Furst, Hill and Barton, 2014). Papildomy reagenty naudojimas dar padidina
tyrimo kaing ir kai kuriais atvejais gali apsunkinti metodo automatizavima dél reikalingy plovimy,

taCiau jmanoma sukurti sistemas, jgalinancias signalg stiprinti matavimy metu realiu laiku.

1.3.Elektrocheminés sistemos, skirtos nukleoriig§éiy hibridizacijos matavimui, kiirimas

Elektrocheminiy DNR biojutikliy veikimas pagrjstas analitei komplementarios DNR sekos
(zondo) imobilizavimu ant elektrodo pavirSiaus, ir analités — zondo saveikos detekcija
elektrocheminiais metodais. Hibridizacijos grei¢iui svarbus tiek zondo, tiek taikinio DNR dydis
(ilgis bazémis), maiSymas, zondo tankis ant elektrodo pavirSiaus (Chan, Graves and McKenzie,
1995). Siekiant efektyvesnés hibridizacijos ir didesnio signalo, jutikliy dizainus galima tobulinti
keiciant ant elektrodo pavirSiaus imobilizuoto zondo molekuliy tankj, parenkant optimalig
blokuojancio sluoksnio sudétj bei pazymint taikinj arba signalinj zonda tinkamu elektrocheminiu
zymekliu. Siame skyriuje bus i§ eilés aptariama visy i§vardinty parametry svarba efektyvaus

hibridizacijos jutiklio kiirimui.
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1.3.1. Gaudymo zondo imobilizavimas

Analités receptoriumi nukleortig§¢iy hibridizacijos jutikliuose dazniausiai biina vVgDNR arba
jos DNR analogai, tokie kaip surakinta nukleortigstis (angl. locked nucleic acid, LNA) ar peptidiné
nukleoraigstis (angl. peptide nucleic acid, PNA). NukleortigStys yra patrauklis zondai afiniskumu
pagristiems jutikliams (Zhang et al., 2022), nes pasizymi dideliu specifiSkumu atpaZzinti
komplementarias sekas ir kitas analites (baltymus ar net visas lagsteles), nukleoriigi¢iy molekulés
yra atsparios temperatiiry svyravimams, jy struktiira aiski ir lengvai programuojama, todél galima
paprastai ir patikimai masiSkai gaminti komponentus elektrocheminiams jutikliams. Be to,
nukleortigstis lengva modifikuoti jvairiomis molekulémis ir funkcinémis grupémis, padedanciomis
oligonukleotidg pritvirtinti prie elektrodo arba galinCiomis elgtis kaip redokso zymenys.

Detekcija vyksta zondo DNR atpazjstant taikinio nukleortigstj. Heterogeninés hibridizacijos
efektyvumui didele itaka turi ant elektrodo imobilizuoto DNR sluoksnio kokybé, kurig apibtidina
tankumas, homogeniskumas ir DNR molekuliy orientacija elektrodo atzvilgiu (Ferapontova, 2018).
imobilizavimo ant elektrodo pavirSiaus strategija.

Paprasc¢iausias zondo imobilizavimo budas yra fizikiné adsorbcija (1.4 pav. A). Jis
nereikalauja nukleortigd¢iy modifikavimo, todél yra pigus ir greitas. Po adsorbcijos DNR molekulés
ant elektrodo pavirsiaus i$sidésto ploksc¢iai. Tokioje konformacijoje galima analizuoti DNR per
tiesioging jos baziy oksidacija arba redukcija, arba pasitelkiant redokso indikatorius (Ferapontova,
2011). Siekiant geresnés DNR adsorbcijos kontrolés, elektrodo pavirSiy galima modifikuoti
polikatijoniniais polimerais, kurie elektrostatiSkai sgveikauty su anijoniniu DNR fosfato karkasu
(Lemeshko et al., 2001). Taciau adsorbuota DNR pasizymi maziau specifine, silpnesne

hibridizacija, triukSmingu signalu, didesniu elektrodo uZterStumu ir silpnu signalu.

A B biotinilintas C

avidinas zondas

18

Elektrodas

su alkantioliu
sujungtas zondas

zondas

N APPSR i,

Elektrodas Elektrodas

1.4 pav. Gaudymo zondo imobilizavimo biidai. A. Fizikiné adsorbcija. B. Biotino — avidino/streptavidino sgveika. C.
Kovalentinis prijungimas. Parengta pagal (Thapa, Liu and Wang, 2022)

Kita pavirSiaus modifikavimo DNR strategija yra biotino — adivino/streptavidino rysio, vienos
stipriausiy nekovalentiniy sgveiky gamtoje, panaudojimas (Liu et al., 2008) (1.4 pav. B). Biotinas
yra tinkamas DNR modifikavimui dél savo mazo dydzio, stabilumo ir todél, kad netrukdo kuriamo
jutiklio zondo - taikinio sgveikai (Thapa, Liu and Wang, 2022). Elektrodo padengimas

avidinu/streptavidinu leidZia ant pavirSiaus imobilizuoti biotinilinta DNR greitai sudarant rysj, kuris
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stabilus jvairiuose pH, temperatiirose, organiniuose tirpikliuose. Taciau imobilizacijai tinkamy
DNR-biotino hibridy sintezé bei pavirsiaus dengimas reikalauja daugiazingsniy cheminiy reakcijy,
papildomo pavirsiaus blokavimo, taip gamybos procesas apsunkinamas ir prailginamas.

Dar viena efektyvi ir daZnai naudojama DNR imobilizacijos procediira yra kovalentinis
prijungimas (1.4 pav. C) (Thapa, Liu and Wang, 2022). Viena vgDNR grandinés pusé (3¢ arba 5°)
modifikuojama dazniausiai tiolio (—-SH) (Serapinas et al., 2022) arba amino (—NH2) grupe (Xu et
al., 2015), galincia sudaryti kovalentinius rySius su specifinémis funkcinémis grupémis, kuriomis
padengiamas elektrodo pavirSius (pvz. karboksilinémis, aldehidinémis, izotiocianato,
epoksidinémis), arba paciu metaliniu elektrodu. Be kovalentiniam pririSimui btidingo stiprumo ir
stabilumo, tioliy — metalo (bitent aukso) rySys dar Zinomas dél lengvo paruosimo. Sios savybés
lémé didelj tioliais modifikuoty DNR grandiniy populiarumg ruoSiant hibridizacijos detekcijai
skirtus pavir§ius. DNR modifikavimui reikalingos daugiazingsnés cheminés reakcijos, be to,
elektrodo pavirSiy dazniausiai reikia papildomai blokuoti siekiant i§vengti nespecifiniy sgveiky.
Taciau gauti savitvarkiai monosluoksniai ant elektrody pavirSiy pasizymi paprastu ir gerai
atsikartojanCiu paruo$imu, geru taikinio suri§imu ir stabilumu, kuris uZtikrina itin menkg aktyvaus
sluoksnio desorbcijg matavimy metu.

DNR savitvarkiai monosluoksniai ant aukso yra iSsamiai charakterizuoti. DNR
monosluoksniai, imobilizuoti per alkantiolius yra elektrochemiskai stabiltis nuo —0,6 V iki +0,6 V.
Redukcinéje puséje stabilumg riboja tioliy desorbcija — ties —1,3 V (vs. Ag/AgCI) prie 7 pH jie
visiskai desorbuojasi nuo pavirSiaus (Wang et al., 1999). Tuo tarpu esant per dideliam teigiamam
potencialui yra oksiduojami guaninai (Ferapontova and Dominguez, 2003) ir tioliai (Lai et al.,
2006). DNR imobilizuojant per ditiolines jungtis potencialo ruoza, kuriame savitvarkis
monosluoksnis yra stabilus, galima iSplésti, taciau ilgalaikio stabilumo problemos, susijusios su
aukso pavirSiaus korozija deguonies turin¢iuose tirpaluose, islicka (Ferapontova, 2018).

IStyrinéta, kaip imobilizacijos salygos veikia oligonukleotidy pavirSiaus tankj, hibridizacijos
savybes bei geometrijg ir orientacijg pavirSiaus atzvilgiu. Palaikant neigiama elektrodo potencialg,
per 5° galg imobilizuota alkantioliu modifikuota dgDNR biina stati pavirSiui, kai tuo tarpu
imobilizavimas per 3° galg lemia 33° palinkima pavirSiaus statmens atzvilgiu (Farjami, Campos and
Ferapontova, 2012). Tokj orientacijy skirtumg lemia DNR fosfodiesteriniy rySiy asimetrija
pentozés—fosfato karkase. Skirtinga orientacija po imobilizacijos daro jtakg ir elektrony pernasai
tarp elektrodo ir elektrocheminio zymens ant oligonukleotido. Elektrodui taikant teigiama
potencialag, dgDNR pasvirimas link pavirSiaus didéja dél elektrostatinés sgveikos. MazZzo tankumo
savitvarkiuose monosluoksniuose dgDNR gali pasvirti net 70° statmens pavirSiui atzvilgiu, o
tankiuose sluoksniuose Sis posvyris sumazéja iki 45° (Kelley et al., 1998; Rant et al., 2006).

Statesné zondo konformacija gali biiti naudinga didinant Sio oligonukleotido prieinamuma taikiniui,
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todél magistro baigiamojo darbo metu buvo pasirinkta naudoti zondus, imobilizuojamus per 5° galg.
Atsizvelgiant | elektrodo potencialo jtaka DNR posvyriui, buvo renkamasis elektrochemiSkai
aktyvus Zymuo, kuriam nebiity reikalinga detekcija taikant teigiamg potencialg.

Imobilizacijos metu naudojamo tirpalo joniné jéga taip pat turi jtakos zondo tankiui (Herne
and Tarlov, 1997). Didesnéje joninéje jégoje daugiau alkantiolinty zondo molekuliy prisijungia prie
auksinio elektrodo paviriaus. Siame tyrime joniné¢ jéga buvo kei¢iama didinant KH2PO4
koncentracijg nuo 0 iki 1 M, ties 0.4 M stebétas pavirSiaus jsotinimas zondu. Vélesnése studijose
tapo populiaru zondo tankj ant pavirSiaus kontroliuoti kei¢iant MgCl, koncentracijg. Palyginus
CaClz, MgClz, KH,POs, K2HPO4, KCI ir NaCl buvo parodyta, kad 100 MM Mg*? jonai turéjo
didziausig jtakag elektrodo pavirSiaus padengimui DNR zondu (Petrovykh et al., 2003). Todél

baigiamojo darbo metu zondo imobilizavimo tirpalo sudétyje buvo MgClo.

1.3.2. Laisvo elektrodo pavirSiaus blokavimas

Stipraus S—Au rysio nepakanka optimaliam jutiklio pavirSiaus dizainui. Pradiniai bandymai
matuoti elektrocheminius signalus DNR, imobilizuotos ant elektrodo per 5° galg parodé, kad jy
hibridizacijos efektyvumas tesieké 10 % (Levicky et al., 1998), dar prastesni rezultatai gauti atlikus
ne elektrocheminius, 0 QCM matavimus (Lao et al., 2005), kuriy metu ant pavirS$iaus imobilizavus
vien DNR nepavyko stebéti net 1 M analités hibridizacijos. Tai 1émé mazas zondo prieinamumas
taikinio molekuléms: neutrony atspindzio tyrimai parode, kad zondas, dél azotiniy baziy sgveikos
su auksu, guléjo ant elektrodo pavirSiaus ploks¢ioje konformacijoje (Levicky et al., 1998).
Imobilizuotos DNR molekulés gali per fosfatinj karkasa arba azotines bazes nespecifiskai
sgveikauti su elektrodo pavirSiumi taip sumazinant hibridizacijos su taikiniu efektyvuma. Be to,
imobilizacijos metu ant pavirSiaus fizikinémis sgveikomis adsorbuotos zondy dalys matavimy metu
gali nuo elektrodo atsitraukti ir palikti pavirSiy atvirg nespecifinéms sgveikoms su matavimo
buferio ir méginio komponentais, kurie gali sukelti reikSmingus triuk§mus, trukdancius detektuoti
mazus specifinius signalus.

Siy problemy sprendimui Herne ir Tarlov (1997) aukso pavir§iy padengé misriu savitvarkiu
sluoksniu i§ SH-DNR ir merkaptoheksanolio (MCH) (1.5 pav.). Pritaikius $ig strategijg tyréjai teigé
pasieke 100 % hibridizacijos efektyvumg elektrocheminiy matavimy metu (Levicky et al., 1998)
bei pademonstravo hibridizacijos stebéjimg QCM (Lao et al., 2005). Nukleoriigstys atliko taikinio
atpazinimo, o MCH - pavirSiaus blokavimo funkcijg. MCH tiolinés grupés stiprus afiniSkumas
auksui nukonkuravo nespecifiskai ant jo adsorbuotas DNR bazes. Be to, neigiamu dipolio momentu
pasizyminti hidroksi grupé kitame MCH gale padéjo elektrostatiskai atstumi imobilizuota DNR nuo
elektrodo pavirSiaus ir suteikti jai statesng, palankesne hibridizacijai konformacija. SH-DNR ir

MCH koncentracijy santykio keitimas leidzia kontroliuoti DNR zondy tankj ant pavirSiaus, padeda
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jiems palaikyti stacig konformacija bei sumazina nespecifing DNR ir kity molekuliy adsorbcijg ant
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1.5 pav. vgDNR zondu padengto auksinio elektrodo pavirSiaus papildomas blokavimas merkaptoheksanoliu. Parengta
pagal (Herne and Tarlov, 1997; Levicky et al., 1998)

Véliau tyréjai iSbandé jvairaus ilgio ir funkciniy grupiy tiolius DNR modifikuoty elektrody
jautriy sluoksniy atskiedimui siekiant geresniy detekcijos riby, didesnio jutikliy stabilumo ir
specifiskumo (Takenaka et al., 2000). Isbandzius amintioliy savitvarkius monosluoksnius paaiskéjo,
kad amino grupiy jgaunamas teigiamas kriivis sgveikauja su DNR karkasu, jj pritraukia ir suprastina
hibridizacijos efektyvuma (Chan et al., 1997). Todél patartina naudoti hibdroksigrupes ar kitas
neigiamu kriviu pasizymincias grupes kai renkamasi molekulé blokuojanciam sluoksniui. Keiciant
alkantiolio ilgj, arba naudojant ditiotreitolj, galima reguliuoti gaunamo savitvarkio monosluoksnio
elektring varzg ir stabiluma (Ferapontova, 2018). Skirtingo ilgio alkantioliy sluoksniy, prisijungusiy
prie auksinio elektrodo pavirSiaus, elektrocheminiai tyrimai parodé, kad didesnio ilgio alkantioliai
suformuoja tvarkingesnius, tankesnius ir geriau elektrony pernasg blokuojancius sluoksnius (Shen
et al., 1997). Tokius rezultatus patvirtina ir optiniai elipsometriniai bei infraraudonosios
spektroskopijos matavimai (Porter et al., 1987). Trumpy alkantioliy sluoksniai pasizymi didesne 2D
difuzija ir gali elgtis kaip skys¢iai, padidinti elektrody pavirSiaus nestabilumg. Manoma, kad ilgos
grandinés alkantioliams stabilumg suteikia tarp elektrodo pavirSiuje imobilizuoty molekuliy
veikiancios van der Waals‘o jégos. Elektrocheminiai matavimai indikavo, kad ilgos alkantioliy
grandinés uztikrina geresne elektrony pernasos varza, maziau skyluciy sluoksnyje, ir todél mazesng
tikimybe leisti paSaliniams jonams ir kitoms medziagoms sgveikauti su elektrodu (Porter et al.,
1987). Svarbu jvertinti, ar pasirinkto blokuojancio tiolio ilgis neblokuos elektrony pernasos tarp
analités elektrocheminio zymens ir elektrodo. Vis dar dazniausiai pavirSiaus blokavimui DNR
jutikliuose, paremtuose aukso elektrodais, naudojama molekulé yra MCH: vidutinio ilgio molekulé
uztikrina pakankamg sluoksnio stabiluma ir neblokuoja elektrony pernasos iS taikinio
elektrocheminio Zymens; be to, neigiamas hidroksigrupés dipolio momentas padeda zondui jgauti

hibridizacijai palankig konformacija.
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1.3.3. Metileno mélis kaip DNR Zymuo
Nukleortigs¢iy hibridizacijos detekcijai galima rasti jvairiy elektrochemiskai aktyviy
molekuliy, galin¢iy su oligonukleotidais sgveikauti elektrostatiskai, ristis prie DNR grioveliy, ar
net interkaliuoti j dvigubg spiral¢ (Ferapontova, 2011). Visgi kone populiariausiu indikatoriumi yra
metileno mélis (MB) (1.6 pav.).

|
SN N/ - 2H+ -2e HSC\N s NH/C
Y - L, R
MB,, (mélynas) MB, 4 (bespalvis)

1.6 pav. Metileno mélio oksiduota ir redukuota formos. Parengta pagal (Barou et al., 2012; Garcia-Gonzélez and
Fernandez Abedul, 2020)

Si molekulé dél savo teigiamo kriivio gali sgveikauti su nukleoriigtimis elektrostatidkai, bet
taip pat geba ir interkaliuoti j dvigubg spirale (Pheeney and Barton, 2012). MB yra populiarus dél
savo gebéjimo generuoti gerai atskiriamus signalus kai sgveikauja su vgDNR ir dgDNR. Be to, jo
signalg galima matuoti Zemame potenciale (nuo 0,1 V iki —0,4 V), kur maziau pasaliniy medziagy
kuria triuk§mingus signalus, ir gaudymo zondas néra pritraukiamas prie elektrodo pavirSiaus. Taip
pat MB yra netoksiSkas ir pigus, o tai palengvina tyréjy darba bei sumaZina galima aplinkos
uzterStumg. KovalentiSkai prie DNR pririStas MB tyr¢jams leido detektuoti baziy nesutapimus DNR
ir buvo geresnis elektrocheminis Zymuo uz kartu iSbandytg Nilo mélj (Pheeney and Barton, 2012).
Dél isvardinty priezas¢iy ir dél to, kad kovalentiskai MB modifikuoti oligonukleotidai yra lengvai

prieinami jsigijimui, biitent $is zymuo buvo naudotas baigiamajame darbe.

1.4. Signalo stiprinimas

Signalo stiprinimas ypac¢ svarbus siekiant heterogening hibridizacija su Zymeétais
oligonukleotidais stebéti realiu laiku: be signalo stiprinimo, vieng karta nuskai€ius signalg i§ prie
elektrodo pavirSiaus atsidiirusio Zymens, tas zymuo tampa elektrochemiskai nereaktyvus, jei néra
ciklinamas elektrodo potencialas. Elektrodo potencialo ciklinimo siekiama iSvengti tod¢l, kad tokie
matavimai suprastina laiking skyra, ir skatina jautraus pavirSiaus degradacija. Taigi, norint
kiekvieno signalo nuskaitymo metu gauti informacija apie visus ant elektrodo pavirSiaus
prisijjungusius elektrochemiskai aktyviu Zymeniu pazymeétus oligonukleotidus, o ne tik tuos, kurie
spejo prisijungti per laika, pra¢jusi nuo paskutinio nuskaitymo, reikia tg3 zZymenj regeneruoti ]
buisena, kuri galéty vél keistis elektronais su elektrodu. Toks procesas vadinamas elektrokataliziniu
signalo stiprinimu. Elektrokataliziniame cikle signalo stipriklio vaidmen;j gali atlikti fermentai,

nanodalelés arba cheminés medziagos (Zhou et al., 2022) (1.7 pav.).
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1.7 pav. Signalo stiprinimo schemos. A. Fermentinis signalo stiprinimas. S — substratas, P — produktas, M —
mediatorius, M” - aktyvuotas mediatorius. B. Nefermentinis signalo stiprinimas. Violetiné Zzvaigzdé — amplifikatorius,
kuris gali buti, pvz., nanodalelé arba cheminé medZziaga. Parengta pagal (Ferapontova, 2018)

Fermentinis signalo stiprinimas dazniausiai taikomas sumustinio tipo metodikose, kuriomis
paremty prietaisai jau yra pasieke komercinio pricinamumo lygj (Trotter et al., 2020). Fermentas
perdirba daug substrato molekuliy ir taip padidina signala (1.7 pav. A). Komercializuoty sistemy
pavyzdziai  yra  Combimatrix/CustomArray  ir  GeneFluidics  sukurti produktai.
Combimatrix/CustomArray prietaisas ElectraSense® sudarytas i§ 12544 elektrody matricos (angl.
array), ant kuriy imobilizuotas zondas (Rodrigo et al., 2014). Taikinio nukleortigstis, pazyméta
biotinu, hibridizuojasi su zondu, o prie hibrido per streptavidino-biotino saveika prijungiama krieny
peroksidazé (HRP angl. horse radish peroxidase). HRP buvimas prie elektrodo pavirSiaus
detektuojamas, nes terpé¢je esant HoO, fermentas oksiduoja 3,3°,5,5‘-tetrametilbenzideng (TMB),
kuris elektrodo pavir§iuje redukuojamas ir sukuria amperometrinj signalg. Siam prietaisui
reikalingas méginio paruoSimas ir plovimo bei buferiy keitimo Zingsniai atliekami rankomis, taciau
signalo nuskaitymas itin spartus — rezultatai i§ visy 12544 elektrody gaunami per 30 s. GeneFluidics
taip pat naudoja HRP signalo stiprinimui, tafiau jy metode pazyméta ne taikinio nukleoriigstis, o
detektoriaus zondas (angl. detector probe) (Liao et al., 2006). Detektoriaus zondas sujungtas su
fluoresceinu ir komplementarus taikiniui. Taikinio hibridas su detektoriaus zondu per laisva taikinio
dalj jungiasi prie elektrodo pavirSiuje imobilizuoto zondo. Tuomet per fluoresceing prijungiama
antifluoresceino antikiinu Zymeéta HRP, kuri katalizuoja elektrochemiSkai aktyvaus TMB oksidacija.
Prietaisas taikomas mikroorganizmy atpaZinimui detektuojant jy 16S rRNR. Iprasta analize
uztrunka apie 50 min., jskaitant laika, reikalinga lasteliy lizavimui, hibridizacijai ir HRP
prijungimui. GeneFluidics prietaisas taikomas Slapimo taky infekcijy atpazinimui ir jautrumo
antimikrobinéms medziagoms tikrinimui, sukurtas produktas UtiMax™ gavo CE Zyme
2017-aisiais. Produktas kol kas tinkamas tik detekcijai, méginio paruo§imo automatizavimas néra
jgyvendintas. Nors komerciSkai pritaikomi, tokie metodai, dél reikalaujamy plovimo zinginiy, yra
sunkiai adaptuojami hibridizacijos stebéjimui realiu laiku. Be to, fermentai yra brangiis ir pasizymi
nestabilumu ilgalaikio saugojimo metu bei reikalauja grieztai kontroliuojamy matavimo salygy
optimalaus veikimo uZtikrinimui.

Nanodalelémis pagrijstas elektrokatalizinis signalo stiprinimas yra tiriamas kaip alternatyva

nestabiliems fermentams (1.7 pav. B). Buvo pademonstruota, kad magnetinés Fe3Os dalelés
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pasizymi kataliziniu aktyvumu, kurj dar labiau sustiprinti gali sujungimas su metaliniais
nanonarvais (Zheng et al., 2014). Nors Siame tyrime buvo pademonstruotas Igsteliy jutiklio signalo
didinimas, faktas, kad tirta nanomedziaga gali amplifikuoti metileno mélio signala leidzia manyti,
kad strategija biity sékmingai pritaikoma ir DNR jutikliuose, paremtuose biitent MB Zymeklio
signalo nuskaitymu. Svarbu paminéti, kad Fe3O4 pasiZzyméjo geresniu stabilumu jvairiuose pH ir
skirtingose temperatiirose lyginant su HRP/H202 signalo stiprinimo schema. Nanodalelés, sudarytos
i§ kity metaly, pavyzdziui aukso ar sidabro, taip pat yra tiriamos taikymams elektrokataliziniam
signalo didinimui nukleortigs¢iy elektrocheminiuose jutikliuose ir gali padéti pasiekti pikomolines
ar net atomolines detekcijos ribas (Islam et al., 2018; Tian et al., 2019). Tac¢iau nanodaleliy gamyba
daznai biina sudétinga ir brangi, o pacios medziagos linke agreguoti didelés joninés jégos
salygomis, kurios kaip tik turéty uztikrinti efektyvesng DNR hibridizacija.

Todé¢l cheminé elektrokatalizé yra patraukli alternatyva, nes signalo stiprinimui galima
pasitelkti palyginti pigias ir stabilias medziagas (1.7 pav. B) (Boon et al., 2000). Cheminé
elektrokatalizé DNR jutikliy signalo stiprinimui pradéta vystyti tyréjams pastebéjus, kad elektrodus
padengus tvarkingais, tankiais dgDNR sluoksniais ir matuojant elektrony pernasg i$
elektrochemiskai aktyviy Zzymekliy i elektroda galima detektuoti DNR nekomplementarias
nukleotidy poras (Furst, Hill and Barton, 2014). Rezultatai rodo, kad elektrony pernasa per dqgDNR
beveik iSnyksta atsiradus bent vienos bazés nesutapimui. Pradiniuose tyrimuose signalg ribojo,
pasak tyréjy, mazas kiekis dgDNR molekuliy, kurios telpa ant jprastinio elektrodo pavirSiaus.
Laikant, kad dgDNR diametras yra 2 nm, o tipinio aukso darbinio elektrodo — 2 mm, vienas
darbinis elektrodas gali talpinti iki pikomolinio kiekio dgDNR. Pagal matavimy rezultatus, su viena
dgDNR molekule sgveikauja viena MB molekulé (Ferapontova, 2011), o iS tiek elektrochemiskai
aktyviy zymekliy gaunamas signalas yra mazas. Signalui padidinti buvo nusprgsta pasitelkti
elektrokatalizinj cikla. Efektyvi sistema buvo mikromolinés MB koncentracijos derinimas su
milimoline Fe(CN)e¢> koncentracija, nes Fe(CN)s> efektyviai redukuojamas j Fe(CN)s*
sgveikaujant su MByred. Tvarkingu dgDNR monosluoksniu padengty elektrody pavirSiuje vyksta
tokie procesai: MB interkaliuoja ; dgDNR ir darbiniam elektrodui suteikiant redukcinj potencialg
yra redukuojamas | MBred; MBreg yra maziau afiniskas dgDNR, disasocijuoja nuo jos ir patenka j
tirpala, kuriame reakcijos su Fe(CN)e*> metu yra oksiduojamas j MBox, galintj vél interkaliuoti j
nukleortig§¢iy monosluoksnj ir dalyvauti elektrony perdavime darbiniam elektrodui. Toks
katalizinis ciklas leido padidinti registruojamas sroves mazdaug viena eile (Kelley et al., 1999).
Sukurta elektrokataliziné sistema chronokulonometriniy matavimy metu leido detektuoti visus
jmanomus baziy pory nesutapimus ir Kkitas pazaidas (bebazes vietas, 8-okso-adenina, 5,6-
hidroksitiming, deoksiuracilg), galéjo nustatyti zmogaus p53 geno mutacijas, randamas véziniy
lasteliy linijose (Boon et al., 2000). Ta¢iau MB/Fe(CN)s® pasizyméjo geru veikimu (diskriminacija
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tarp pilno komplementarumo ir vieno nesutapimo) tik tuo atveju, kai darbinio elektrodo pavirsius
buvo gerai izoliuotas nuo nespecifinés sgveikos su elektrochemiskai aktyviomis molekulémis — tam
reikéjo didelio tankio dgDNR sluoksnio, kuris yra netinkamas hibridizacijos matavimams realiu
laiku. Siai problemai spresti MB buvo kovalentiskai pritvirtintas prie imobilizuotos DNR taip, kad
saito ilgio uztekty leisti MBred disasocijuoti nuo DNR ir tirpale saveikauti su Fe(CN)g>", bet ne tokio
ilgio, kad leisty redokso molekulei biiti redukuojamai tiesiai ant elektrodo pavirSiaus (Pheeney and
Barton, 2012, 2013). Kita problema — tiesioginé Fe(CN)s> redukcija ant elektrodo, buvo isspresta
kaip elektrony kriaukle panaudojant metaloproteina hemoglobina. Sis baltymas buvo pasirinktas dél
to, kad katalizés metu negeneruoja reaktyviy deguonies formy, galin¢iy pazeisti DNR, kai tuo tarpu
placiai naudojami redokso aktyvumu pasizymintys fermentai HRP arba gliukozés oksidazé jas
kuria. Hemoglobino Serdyje esanti gelezis gali dalyvauti katalizinéje reakcijoje su MB, o aplink
esancios baltymo aminoriigStys veikia kaip izoliatorius, neleidZiantis vykti tiesioginei elektrony
pernasai tarp gelezies jony ir darbinio elektrodo pavirSiaus (Pheeney, Guerra and Barton, 2012).
Fe(CN)s*> naudojimas signalo stiprinimui reikalauja nuskaitymo redukciniame potenciale,
zemesniame uz —0,25 V, kai DNR zyméta MB ir matuojama neutraliame pH. Toks potencialas
artéja prie alkantiolintos DNR zondy desorbcijos ribos (Ferapontova, 2018), o jautraus sluoksnio
degradacija lemia triuk§my padidéjimg signale ir suprastina gebéjima detektuoti nedideliy kiekiy
DNR adsorbcijg. Norint iSvengti jutiklio elektrodo jautraus pavirSiaus degradacijos, realaus laiko
hibridizacijos matavimus galima atlikti labiau teigiamame potenciale. Tokiu atveju signalo
stiprinimui reikéty reduktoriaus, kuris MB redukuoty j MByeq, 0 $is biity oksiduojamas ant elektrodo
sukuriant elektrokatalizinj ciklg. Gerai zinomas MB reduktorius yra L-askorbo riigstis (Snehalatha,
Rajanna and Saiprakash, 1997; Mowry and Ogren, 1999). Si reakcija yra pritaikoma, pavyzdziui,
askorbo ragsties elektrocheminiuose jutikliuose (Yogeswaran and Chen, 2008). Galima rasti vieng
bandyma §ig reakcijg pritaikyti nukleortigs¢iy jutiklyje, kai buvo pademonstruotas MB oksidacijos
signalo stiprinimas galutinio tasko nuskaitymo metu taikant diferencialinio impulso
voltamperometrija (Ma et al., 2021). Siame tyrime buvo pasiekta 86 aM miRNR detekcijos riba ne
tik dél MB saveikos su askorbo rtigStimi, bet ir d¢l elektroaktyvaus polimero panaudojimo, bei
pasitelktos grandinés pakeitimo amplifikacijos reakcijos, leidZiancios elektrodo pavirSiuje sukaupti
daugiau MB molekuliy. D¢l jvairiy signalo stiprinimo strategijy naudojimo ir todél, kad signala
generavo ne pacios tikslinés miRNR adsorbcija ant elektrodo, o dél amplifikacijos sistemos ten
susiformuojanti dgDNR, tokios sistemos neiSeity pritaikyti hibridizacijos steb&jimui realiu laiku.
Dar vienas aprasytas metileno mélio reduktorius yra tiocianato jonas (Pande et al., 2006).
Nepavyko rasti pavyzdziy, kad tiocianatas biity pritaikytas stiprinant signala MB, pritvirtinto prie
nukleoriigsties, o L-askorbo rugstis dar nebuvo pritaikyta DNR, Zymétos MB, hibridizacijos signalo

stiprinimui realiu laiku.
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1.Iranga

Magistro darbe elektrocheminiams matavimams buvo naudotas Reference 600+
potenciostatas i§ Gamry Instruments, §viesos sugerties matavimams — BioDrop DUO ir Evolution™
300 spektrofotometrai.

Taip pat buvo naudota kita standartiné laboratoriné jranga: jvairaus tlirio reguliuojamos
pipetés, analitinés svarstyklés, magnetiné maiSykle, termostatuojama purtykle, termostatas,
ultragarso vonelé¢, pH matuoklis, centrifuga, jvairiis laboratoriniai indai, aukso, platinos ir
palyginamasis Ag/AgCl (3 M KCI) elektrodai.

2.2.Medziagos ir reagentai

Vanduo be nukleaziy, L-askorbo rtigstis, Tris(2-karboksietil) fosfino hidrochloridas (TCEP),
6-merkapto-1-heksanolis, natrio hidroksidas (NaOH), acto riigstis (CH3COOH) ir boro riigstis
(H3sBO4) buvo jsigyti i§ Sigma-Aldrich. Natrio divandenilio fosfatas (NaH2PO.) ir dinatrio
vandenilio fosfatas (Na;HPOs) buvo pirkti Reachen Slovakia. Magnio chlorido heksahidratas
(MgCl2-6H20), sieros rigstis (H2SO4), fosforo rugstis (HsPOs) ir metileno mélis buvo jsigyti i§
Merck. Natrio chloridas (NaCl) ir Tris pirkti Roth. Visi naudoti reagentai buvo analitinés klasés.
Oligonukleotidy tirpinimui ir saugojimui skirti tirpalai buvo paruosti naudojant vandenj be
nukleaziy, kiti tirpalai buvo ruosiami su dejonizuotu vandeniu (18 MQ-cm).

Oligonukleotidai buvo jsigyti i§ Metabion AG. Naudoty oligonukleotidy sekos pateikiamos
2.1. lenteléje. Lenteléje pazyméta, kad taikinio vgDNR yra sujungtos su AttoMB2 Zzymeniu.
AttoMB2 zymuo yra MB darinys, o jy elektrocheminis elgesys 1§ esmés identiskas, tad paprastumo
délei AttoMB2 zymuo toliau tekste bus vadinama MB. Gauti liofilizuoti oligonukleotidai buvo
iStirpinti 10 mM Tris buferiniame tirpale, kurio pH 8,00. Zondy oligonukleotidy (z1, z2) pradiniy
tirpaly koncentracija buvo 800 UM, kity oligonukleotidy (t1-MB, t2-MB3, t2-MB5) — 400 uM. Visi
pradiniai tirpalai buvo saugomi $aldiklyje, —20 °C temperattroje. Imobilizavimui skirtas zondo
tirpalas buvo pavadintas darbiniu zondo tirpalu (DZT) ir ruoSiamas taip: pradinis zondo tirpalas
penkis kartus praskiestas TCEP tirpalu (20 mM TCEP, 10 mM Tris, 100 mM MgCly, pH 7,2). Toks
miSinys valandg inkubuotas tamsioje vietoje kambario temperatiroje. Ivykus redukcijai,
oligonukleotidai praskiesti iki galutinés 1 pM koncentracijos naudojant imobilizacijos buferinj

tirpala (10 mM Tris, 100 mM MgCla, pH 7,2).
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2.1. lentelé. Darbe naudoty oligonukleotidy sekos

Tm, °C
Nukleotidy seka (5¢ — 3¢) Tm, °C” (patikslintas pagal
[NaCl] HBT)*

Oligonukleotido

pavadinimas

Thiol-C6 CAG GTG GAA CCT CAT
Zondasl (z1)

CAG GAG ATG C
Taikinys1, Zymétas AttoMB2 GCA TCT CCT GAT GAG oLO %80
(t1-MB) GTTCCACCTG
Thiol-C6 AGC TGA GTA TTC TAC
Zondas?2 (z2)
AGA GCT GGC G
Taikinys2, zymétas 5°  AttoMB2 CGC CAG CTC TGT AGA 570 %69
(t2-MB5) ATACTCAGCT
Taikinys2, zymétas 3° CGC CAG CTC TGT AGA ATACTC
(t2-MB3) AGC T AttoMB2

*apskai¢iuota naudojant internete esantj jrankj OligoCalc (Kibbe, 2007).

Magistro baigiamajame darbe matavimams daugiausiai buvo naudojama fosfatiniy buferiniy
tirpaly (FBT), kurie buvo ruosiami tirpinant drusky Na>HPO4 ir NaH2PO4 kiekius, reikalingus
norimam pH pasiekti. Joninés jégos reguliavimui | FBT buvo papildomai pridedama reikiama
koncentracija NaCl. Esant poreikiui, FBT pH prie reikiamos vertés buvo privedama naudojant
koncentruotu NaOH arba HzPOs tirpalus. Hibridizacijai naudojamos FBT variacijos tekste bus
minimos daZnai, tod¢l joms suteikti trumpi pavadinimai: hibridizacijos buferinis tirpalas (HBT,
S0 mM FBT su 3M NaCl, pH 7,0) ir hibridizacijos buferinis tirpalas su askorbo rtgstimi
(HBT/AA, 50 mM FBT su 3 M NaCl ir 30 mM askorbo ragsties, pH 7,0).

Matavimams, kuriy metu buvo tiriama pH jtaka signalui buvo naudotas universalus
Britton-Robinson buferinis tirpalas (Britton and Robinson, 1931) su askorbo rtgstimi (UBT/AA):
20 mM askorbo ragsties, 40 mM H3BO4, 40 mM CH3COOH ir 40 mM H3zPOsa.

2.3.Elektrody paruosimas

Darbo metu jutikliams paruosti buvo naudoti auksinio disko elektrodai (@ 2 mm), pirkti i$
BASi. Elektrody ruosimas susidéjo i§ mechaninio ir elektrocheminio valymy, po kuriy atlikta zondo
imobilizacija ir pavirSiaus blokavimas. Mechaninis valymas atliktas dejonizuotu vandeniu nuplauta
elektrody pavirSiy poliruojant ant mikroS§luostés su 0.3 um diametro aliuminio oksido milteliy
suspensija dejonizuotame vandenyje. Po to elektrodai 10 min. valyti ultragarso voneléje.
Elektrocheminis valymas susidéjo i§ redukcinio ir oksidacinio valymy. Redukcinio valymo metu
aukso elektrodai buvo merkiami j elektrocheming cele (3 elektrody sistema: aukso darbinis
elektrodas, platinos pagalbinis elektrodas ir Ag/AgCl (3M KCI) palyginamasis elektrodas),

uzpildyta 50 mM KOH tirpalu. 30 ciklinés voltamperometrijos cikly buvo jvykdyti skleidziant
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potencialg tarp 0 V ir —2,6 V 300 mV s skleidimo grei¢iu. Oksidacinis valymas atliktas 500 mM
H2SO; tirpale skleidziant potencialg tarp —0,2 V ir 1,75V 30 cikly, 300 mV s? skleidimo greiciu.
ElektrochemiSkai nuvalyti elektrodai buvo kruops¢iai nuplauti dejonizuotu vandeniu ir toliau
padengti oligonukleotidais arba kita reikiama medziaga.

Dengimui Zondu, Au elektrodai buvo merkiami j DZT ir Saldytuve (+ 4 °C) laikomi per naktj.
Tada, vél kruopsciai nuplovus dejonizuotu vandeniu, elektrodai buvo perkeliami ;| 4 mM
koncentracijos MCH tirpala, kuriame kambario temperatiroje inkubuojami 3 valandas. Po laisvo
pavirSiaus blokavimo elektrodai buvo perkeliami j HBT ir jame palickami kambario temperatiiroje

20 arba daugiau valandy. Taip paruosti elektrodai naudoti elektrocheminiuose matavimuose.
2.4.Metodai

2.4.1. Metileno mélio redukcijos matavimas spektrofotometru
MB yra vandenyje tirpus katijoninis dazas, pasizymintis regimosios Sviesos sugertimi, kuri
yra maksimali ties mazdaug 665 nm S$viesos bangos ilgiu (Mowry and Ogren, 1999). MBox
redukcija pavercia ji bespalve forma MBred (1), todél reakcijos efektyvuma pasirinkta chemine
medziaga galima jvertinti spektrofotometriSkai: vykstant redukcijai matomas MBox sugerties piky
nykimas, kol galiausiai tirpalo sugertis pasiekia foninio signalo lygj.

MB )y (metynas) T reduktorius,.q = MB,qqepespaivis) T reduktorius,, (1)

I MB tirpalg pridéjus reduktoriaus pertekliy, redokso reakcijg galima apraSyti pirmos eilés
Kinetika (2).

i
dt - exp[ ] (2)

[MB] = [MB]e kexrt
Cia [MB] — MB koncentracija, kexp — eksponentinio MB sugerties nykimo konstanta, [MB]o —
pradin¢ MB koncentracija kiuvetéje.

Sugerties matavimams naudotas BioDrop DUO spektrofotometras, o sugerties nykimo
kinetika registruota Evolution™ 300 spektrofotometru. Sugerties spektrai matuoti nuo 400 nm iki
750 nm bangos ilgio, o sugerties nykimo kinetikos kreivés — ties Amax = 665 nm. Matavimai atlikti
kambario temperattiroje, netermostatuojant, 1 cm ilgio stiklinéje kiuvetéje, iSskyrus matavimus su
MB zymétu taikinio oligonukleotidu (tMB), kurie, taupant reagentus, matuoti 10 pL tario lase,
kuriame S$viesos kelias 1=5 um. Medziagos tirpintos 20 mM fosfatiniame buferiniame tirpale
(FBT) su 10 mM NaCl, pH 7,00.

2.4.2. Elektrocheminiai metodai
Darbo metu elektrocheminiai matavimams atlikti buvo naudojama trijy elektrody schema:

Ag/AgCI (3 M KCI) palyginamasis elektrodas, Pt pagalbinis elektrodas ir reikiamai modifikuotas

24



Au darbinis elektrodas. Magistrinio darbo metu buvo naudoti du elektrocheminiai metodai: cikliné

voltamperometrija ir chronoamperometrija.

2.4.2.1.Cikliné voltamperometrija
Cikliné voltamperometrija (CV) yra taikoma oksidaciniy ir redukciniy procesy tyrimui.
Matavimo metu darbinio elektrodo potencialas yra kei¢iamas pastoviu greiciu tarp dviejy reikSmiy
(2.1 pav. A), ir matuojamas nuo potencialo priklausancios srovés stipris (2.1 pav. B). Atliekami du
skleidimai — j teigiamas potencialo reikSmes (anodinis) ir j neigiamas potencialo reikSmes

(katodinis) (Bard, Faulkner and White, 2022).

A B

E, IpOx

N\

> <
) - —

E,

Tomeat fﬁg ad*Esen)2
E; Epred Epox Ey
ts E,V

2.1 pav. Cikliné voltamperometrija. A. Darbinio elektrodo potencialo keitimas laike. B. Matuojamo srovés stiprio
priklausomybé nuo darbinio elektrodo potencialo

CV matavimy metu gaunami duomenys leidzia nustatyti tokius elektrochemingés sistemos
parametrus kaip maksimali redukciné ir oksidaciné srovés (atitinkamai lpred i Ipox), redukcinés ir
oksidacinés sroviy piky potencialo reik§més (atitinkamai Epreq It Epox) ir skirtumas tarp jy (4Ep).
lpred i lpox reikS8més indikuoja elektrochemiSkai aktyvios medZziagos koncentracijg tirpale arba
kiekj, adsorbuotg ant elektrodo pavirSiaus. Tuo tarpu Epred it Epox parametrai leidzia spresti, kokia
energija yra reikalinga priversti vykti elektrocheming reakcija viena ar kita kryptimi, Sios reikSmes
glaudziai susijusios su molekuliy struktiira bei matavimo terpés savybémis. 4Ep dydis gerai
koreliuoja su elektrony pernaSos varza — kuo didesnis Sis parametras, tuo didesne elektrony
pernasos varza pasizymi tiriama sistema. Maza elektrony pernasos varza gali biiti susijusi su gera
analités adsorbcija ant elektrodo pavirSiaus ir mazu atstumu nuo jo.

Magistro baigiamojo darbo metu CV buvo taikoma dviem skirtingiems tikslams: (1) ruoSiamy
elektrody pavirSiui jvertinti ir (2) MB Zymeéto taikinio hibridizacijai su ant pavirSiaus imobilizuotu
zondu matuoti.

Elektrody pavirSiaus vertinimui matavimai buvo atliekami 10 mL tirio cel¢je. Potencialg
skleidziant tarp dviejy skirtingy reikSmiy esant vienodoms salygoms, matomi skirtumai tarp srovés
stiprio, matuojamo skirtingai padengus elektrodo pavir$iy. Tokie matavimai leidzia atskleisti, ar
matavimy buferiniuose tirpaluose néra paSaliniy redokso aktyvumu pasizyminciy cheminiy
medziagy, galinCiy daryti jtakg signalui. Taip pat Sie matavimai parodo, kad i§ foninio signalo
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i8siskiriantys sroves pikai atsiranda tik pavirSiuje esant specifinei redokso aktyvumu pasizyminciai
medziagai, kuri Sio darbo atveju yra MB (laisvai tirpale judantis arba kovalentiskai prijungtas prie
DNR).

CV metodas buvo panaudotas ir realaus laiko hibridizacijos matavimams pasitelkiant Siek tiek
modifikuotg publikuotame straipsnyje naudotg metodika (Serapinas et al., 2022). Eksperimentai
buvo atliekami 10 mL tario celéje, uzpildytoje reikiamu buferiniu tirpalu, termostatuojant +25 °C
temperatiroje. | tirpalg iSkart (prie$ pradedant matavima) pridéta reikiama tMB koncentracija. CV
skleidimai atlikti tarp +0,1V ir —0,4V 0,05V s skleidimo grei¢iu, pradedant nuo katodinio
skleidimo. Voltamperogramos uzrasytos kas 3 arba 5 minutes, tarp CV registravimo jjungtas tirpalo
maiSymas magnetine maiSykle 1500 rmp grei¢iu. Voltamperogramos buvo glaudinamos j modelj
(3), leidziantj i§ oksidacinés srovés piko nustatyti ant elektrodo pavirSiaus adsorbuoto MB kiekj
(Serapinas et al., 2022). Sis MB kiekis sutampa su MB Zymétos DNR kiekiu, nes prie vieno

oligonukleotido kovalentiSkai pritvirtintas vienas Zymuo.
nr
n2F2y ztMB eRTE~Fo)

I(E) = — _
RT (1 + eﬁ(E‘Eo))

+ag+ ay(E — Ey) + ay(E — Eg)? + a3(E — Ey)3 3)
Cia | — srovés stipris (A), n — elektrony, dalyvaujanéiy vienoje zymens oksidacijos reakcijoje,
skai¢ius (2), F — Faradéjaus konstanta (96485 C mol™?), v — elektrocheminio potencialo skleidimo
greitis (0,05 V s?), R — dujy konstanta (8,3145JK™* mol?), T — temperatiira (298,15 K), E —
elektrodo elektrocheminis potencialas (V), Eo — MB standartinis redokso potencialas
(V vs. Ag/AgCI (3 M KCI)), ao — as — foninés srovés stiprio koeficientai, ztMB — MB zymétos DNR
hibrido su jai komplementariu zondu kiekis ant elektrodo pavirsiaus (mol). Lygties i§vedimg galima
rasti autorés kartu su kolegomis publikuotame straipsnyje (Serapinas et al., 2022). 1§ kiekvienos
uzregistruotos voltamperogramos gautas tuo laiko momentu ant elektrodo pavirsiaus esancio tMB ir
zondo hibrido kiekis.
2.4.2.2.Chronoamperometrija

Chronoamperometrijos (CA) metu matuojamas srovés stiprio kitimas laike esant diskreciai
potencialo vertei (Pellitero, Shaver and Arroyo-Curras, 2020; Bard, Faulkner and White, 2022) (2.2
pav.). Baigiamojo darbo metu CA buvo taikoma charakterizuojant MB elektrocheminio signalo

stiprinimo schema bei matuojant tMB hibridizacija esant jvairioms eksperimento saglygoms.
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2.2 pav. Chronoamperometrija. A. Darbinio elektrodo potencialo keitimas laike. B. Matuojamo srovés stiprio kitimas
laike

CA matavimai atlikti 10 mL tdrio celéje, reikiamame buferiniame tirpale, termostatuojant
+25 °C temperatiiroje ir maiSant magnetine maiSykle 1500 rpm grei¢iu viso matavimo metu.

Visiems hibridizacijos matavimams sroveés verté pazyméto taikinio jvedimo momentu (1500 s
visuose CA hibridizacijos matavimuose) buvo nustatyta kaip | = 0 (gautos srovés vertés pazymétos
Al), ir 8is laiko momentas laikytas t = 0. Hibridizacijos matavimy realiu laiku duomenys buvo
apdoroti panaikinant foninés srovés signalg. Norint i§ duomeny atimti bazinés srovés dreifg, su
kiekvienu naudotu elektrodu buvo atlikti 3 matavimai esant 0 nM [tMB]. Siy 3 matavimy 41 vertés
buvo suvidurkintos ir atimtos i§ duomeny, gauty naudojant atitinkamus elektrodus esant kitoms
tikslinéms koncentracijoms arba kitai joninei jégai. Tokie duomenys buvo naudojami Kkuriant

grafikus ir glaudinimui j modelius.

2.4.3. Statistiniai metodai

Atlikti eksperimentai buvo pakartoti tris kartus ir grafikuose pateikiama reprezentacinis trijy
matavimy vaizdas arba apskai¢iuoty parametry vidurkiai + standartinis nuokrypis (¢). Duomenys
apdoroti ir skai¢iavimai atlikti Wolfram Mathematica 11.2.

Duomenis glaudinant darbe apraSytais modeliais, jy atitikimo jvertinimui buvo skaic¢iuojamas
determinacijos koeficientas R?. Skirtingy salygy efektams jvertinti matavimai tomis salygomis buvo
atlickami naudojant tuos pacius elektrodus. Todél rezultaty pory lyginimui buvo naudojamas
suporuotas t kriterijus (angl. paired t-test). Sio kriterijaus naudojimas duomenims su mazu imties
dydziu yra pagristas, kai tie duomenys nenukrypsta nuo normalaus pasiskirstymo ir tikimasi didelio
efekto (de Winter, 2019). PrieS pory palyginimg duomeny normalumas buvo patikrintas
Shapiro-Wilk kriterijumi, visi tikrinti duomenys nuo normalumo nebuvo nukrype. Pasirinktas
reikSmingumo lygmuo a = 0,05, todél, kai tekste raSoma, kad rezultatai skyrési reikSmingai, jy

palyginimo metu gauta p < 0,05.
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3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

3.1.Elektrody pavirSiaus paruosimas DNR hibridizacijos matavimams

Darbo metu pirmiausia buvo parengta auksinio disko elektrody paruoS$imo metodologija,
skirta DNR hibridizacijos matavimams. Ant auksinio pavirSiaus per Au-S jungtj buvo kovalentiskai
imobilizuoti vgDNR zondai, komplementaris véliau hibridizacijai naudotam taikino vgDNR
oligonukleotidui. Elektrody modifikacijos rezultaty pateikime bus iliustruojamos siekiant aptarimui
suteikti aiSkumo, iliustracijoms naudojamy pagrindiniy simboliy legenda pateikiama (3.1 pav. A).

Auksiniy elektrody pavirSiai modifikuoti trimis  skirtingais sluoksniais  siekiant
pademonstruoti naudojamy komponenty biitinumg kuriant jutiklio elektrodus, ant kuriy pavirSiaus
vgDNR gali hibridizuotis specifiskai ir sukelti kuo didesnj signalg. Pirmojo dizaino elektrodas,
AU/MCH, buvo padengtas tik MCH sluoksniu, antrajam dizainui ant aukso pavirSiaus buvo
imobilizuotas tik z1 (2.1. lentelé) ir elektrodas pavadintas Au/zl, o treCiuoju atveju z1 padengta
elektrodo pavirSiy dar uzblokavus MCH buvo gautas Au/z1/MCH elektrodas. Su visy dizainy
elektrodais CV matavimai buvo atlikti HBT. Au/MCH elektrodas pasizymi beveik identiSkomis
voltamperogramomis nepriklausomai nuo to, ar buvo inkubuotas su MB zymétais oligonukleotidais,
ar ne (3.1 pav. B). Elektrodo pavirSiy padengus z1 oligonukleotidais (Au/zl ir Au/zl/MCH) ir
inkubavus su 100 nM komplementaraus MB Zyméto taikinio (t1-MB), CV rezultatuose atsiranda
oksidaciniai ir redukciniai srovés pikai (3.1 pav. C ir D). Kai laisvas elektrodo pavir$ius néra
papildomai blokuotas MCH (Au/zl elektrodo atveju), oksidacinio ir redukcinio piky vertés yra
atitinkamai —0.213 V ir —0.257 V, o skirtumas tarp jy — 44 mV. Su Au/z1/MCH elektrodais, kai
pavirSius yra papildomai uzblokuotas MCH, 8iy piky reikSmés yra atitinkamai —0.223V ir
—0.243 V, skirtumas tarp juy — 20 mV. Sios reik§més yra artimos ankséiau aprasytoms literatiiroje
(Pheeney and Barton, 2012; Serapinas et al., 2022). Mazesnis skirtumas tarp oksidacijos —
redukcijos piky Au/zZ1/MCH atveju gali reiksti, kad prie tokio pavirSiaus prisihibridizave
oligonukleotidai keiCiasi elektronais su darbiniu elektrodu lengviau (mazesn¢ elektrony pernasos
varza). Literatiiros apzvalgos 1.3.2. skyriuje nurodyta, kad be pavirSiaus blokavimo MCH tyréjai
negaléjo detektuoti hibridizacijos (Levicky et al., 1998), kai tuo tarpu baigiamojo darbo metu tirtoje
sistemoje uzteko elektroda palaikyti DZT ir jau buvo stebimas hibridizacijos signalas. Manoma, kad
§i rezultata galima paaiskinti tuo, jog baigiamojo darbo tyrimy metu buvo dirbama su zondo
oligonukleotidais, kurie tiekéjy pristatomi formoje, kur tiolin¢ jungtis yra uzblokuota prie jos
prijungus MCH (gaunamas tokios formos darinys: C6-S-S-C6-zondas). DZT ruosimo metu siekiant
aktyvuoti zondo sieros atomg sgveikai su aukso elektrodu, S-S rysys tarp zondo oligonukleotido ir
blokuojan¢io MCH yra redukuojamas pasitelkiant TCEP, ko pasekoje DZT tirpale gaunamas
ekvimolinis zondo ir MCH Kkiekis. Kadangi DZT tirpalas néra papildomai valomas, MCH gali

dengti pavirsiy jau zondo imobilizacijos metu ir taip padéti pamatyti MB signalg po vieno elektrodo
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pavirSiaus modifikacijos zingsnio. Taciau, kaip rodo rezultatai, papildomas pavirSiaus blokavimas
MCH yra reikalingas, nes padeda iSryskinti MB signalg. Dar vienas skirtumas tarp
voltamperogramy su Au/zl ir Au/z1/MCH elektrodais yra registruojamy sroviy dydziai. Per
potencialo skenavimg nuo 0.1V iki —0.4V ir atgal, Au/zl elektrodo srovés pasiekia beveik
—250 nA redukcinio skleidimo metu ir +100 nA oksidacinio skleidimo metu, kai tuo tarpu su
AuU/zIMCH elektrodu $ios reikSmés yra atitinkamai —100 nA ir +50 nA. Didesnés registruojamos
srovés tuo atveju, kai pavirSius néra papildomai blokuotas MCH, rodo, kad toks elektrodas yra
jautrus pasaliniams, su DNR hibridizacija nesusijusiems procesams ir yra linkes reaguoti | deguonj
ar kitus tirpalo komponentus. Tuo tarpu Au/z1l/MCH dizaino elektrodo foninés srovés yra mazos,
todél su juo pasiekiamas didesnis signalo/triuk§mo santykis matuojant specifinj VgDNR taikinio
elektrocheminio Zzymens signalag. Su Au/z1/MCH elektrodu taip pat buvo atliktas matavimas
hibridizacijos detekcijos specifiSkumui patikrinti. Vietoje ant pavirSiaus imobilizuotam z1
komplementaraus oligonukleotido, elektrodas buvo inkubuotas su t2-MB5, kuris komplementarumu
su z1 nepasizymi (3.1 pav. C (ii)). Po tokios inkubacijos matuojant CV nebuvo uzregistruoti MB
redokso pikai taip parodant, kad prie elektrodo pavirSiuje esancio zondo gali jungtis tik jam
komplementari seka. Dél signalo specifiSkumo ir atsparumo triuk§mams, Au/z1l/MCH elektrodali

buvo pasirinkti tolimesniems matavimams.
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3.1 pav. Jvairiai padengty Au elektrody CV matavimy rezultatai. A. Iliustracijose naudojamo Zenklinimo legenda,
aktuali visiems rezultaty dalies paveikslams. B. Au/MCH elektrodas, matuotas pries§ inkubacijg su oligonukleotidais (i),
bei po inkubacijos su t2-MBS5 (ii) ir t1-MB (iii). C. Au/z1 elektrodas prie§ inkubacija su oligonukleotidais (i) ir po
inkubacijos su t1-MB (ii). D. Au/z1/MCH elektrodas pries inkubacija su oligonukleotidais (i), bei po inkubacijos su
t2-MBS5 (ii) ir t1-MB (iii). Inkubacijos su oligonukleotidais protokolas: elektrodai buvo pamerkti j 300 pL HBT su
100 nM t2-MBS5 arba t1-MB ir 7 min. laikyti 50 °C purtykléje mai$ant 300 rpm greiciu, véliau 20 min. vésinti kambario
temperatiiroje, prie§ matavimus nuplauti 20 mM FBT su 10 mM NaCl nespecifiskai adsorbuotoms molekuléms
pasalinti. Matavimo salygos: HBT. Salia kiekvienos paveikslélio dalies pateiktos iliustracijos, schematiskai
pavaizduojancios matuojamo elektrodo pavirsiy.
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Su Au/z1/MCH elektrodais buvo matuojama DNR hibridizacija realiu laiku naudojant CV,
nes $is metodas leidzia aiSkiai 1§ fono i$skirti MB oksidacijos-redukcijos pikus, bei regeneruoja
DNR zymenj kiekvieno matavimo metu. CV matavimai buvo atliekami kas 5 minutes celéje,
uzpildytoje HBT, pridéjus 100 nM t1-MB. Prie§ pridedant komplementarios VJDNR, kaip jau
parodyta anksciau, elektrodo atsake nematyti srovés piky, kurie rodyty reikSmingg elektrocheming
reakcijg (3.2 pav. kairé). Taciau ilgéjant inkubacijos laikui maiSomame tirpale su t1-MB, ima

ryskéti charakteringi MB pikai, kurie didéja ilgéjant hibridizacijos trukmei (3.2 pav., desing).
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3.2 pav. DNR hibridizacijos matavimas realiu laiku naudojant CV. Voltamperogramos prie$ | HBT pridedant taikinio
(kair¢je) ir inkubavus su 100 nM t1-MB 10, 25 ir 60 min (deSinéje). Istisinés kreivés Zymi uZregistruotas
voltamperogramas, o Zalios bruk$ninés linijos — duomeny glaudinimg j modelj (3). DeSinés pusés intarpe vaizduojami
i8didinti MB oksidaciniai pikai. Grafiky deSinéje, apacioje jterptos iliustracijos schemati§kai pavaizduoja Au/z1/MCH
elektrodo pavirsiy.

IS uZregistruoty voltamperogramy galima apskaiciuoti ant elektrodo pavirSiaus esanc¢ios MB
zymétos DNR kiekj pagal (3) lygti. Kiekvienu laiko momentu gauty voltamperogramy oksidacinius
pikus suglaudinus (3) lygtimi gautas grafikas, parodantis t1-MB kiekio didéjima ant elektrodo
pavirSiaus didéjant hibridizacijos laikui (3.3 pav.). Eksperimento pradzioje $is kiekis buvo 0 pmol,
po 5 minué¢iy HBT maiSymo padidéjo iki 0.013 pmol, o po valandg trukusios hibridizacijos ant

elektrodo pavirsiaus buvo jau 0.056 pmol t1-MB.
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3.3 pav. Ant pavirsiaus adsorbuoto t1-MB kiekio priklausomybé nuo laiko. Skrituliai Zymi apskaiciuota tMB-1 kieki,
skirtingi mélyni atspalviai indikuoja su kokia koncentracija t1-MB buvo atliekami CV matavimai. Duomenims su
100 nM t1-MB padidinti spalvoti skrituliai rodo taskus, gautus j (3) modelj glaudinant duomenis i$ atitinkamos spalvos
voltamperogramy 3.2 pav. Briik$niné linija parodo rezultata, gauta pavirSiaus padengimo priklausomybés nuo laiko
duomenis glaudinant (7) lygtimi.

Heterogeninés hibridizacijos kinetika gali buti aprasyta pagal tinkamai pasirinktu modeliu.
Aprasomy eksperimenty metu matavimai buvo atlikti didelés joninés jégos fiziologinio pH tirpale
(HBT), kuriame, naudojantis internete prieinamu jrankiu OligoCalc (Kibbe, 2007), paskai¢iuota T
z1 — t1-MB oligonukleotidy porai buvo +98,6 °C, kai tuo tarpu matavimai atlikti +25 °C
temperatroje. Toks didelis skirtumas tarp lydymosi ir matavimo temperatiiros leidzia daryti
prielaida, kad eksperimentinémis salygomis ant elektrodo suformuotos dgDNR lydymasis nevyks —
bus stebimas negrjztamas risimosi procesas (Su, Vogt and Noll, 2018) ir reakcija galima aprasyti
(4) lygtimi:

z+tMB kg zZtMB 4)
¢ia z — gaudymo zondas, tMB - taikinio oligonukleotidas, kovalentiskai sujungtas su MB, ztMB —
zymeéto taikinio ir gaudymo zondo hibridas, kon — hibridizacijos grei¢io konstanta.

Heterogeninés hibridizacijos proceso greitis aprasomas kaip ztMB kiekio didéjimas ant

elektrodo pavirSiaus:

dztMB,
T = kon[tMB]Z (5)

Kur z, ztMBy ir [tMB] yra atitinkamai zondo kiekis ant elektrodo pavirSiaus, zondo-taikinio hibrido
kiekis ant elektrodo pavirSiaus ir Zyméto taikinio koncentracija tirpale. Laikant, kad bendras
hibridizacijai prieinamo zondo kiekis ztMBmax eksperimento metu yra nekintantis ir sudarytas i$
dviejy populiacijy: laisvo zondo z ir uzimto zondo ztMB, gauname:

z = ZtM B g — ZtMB, (6)
ISsprendus (5) analitiskai ir j sprendinj jstacius iSraiska (6) gaunama lygtis (7), kuri apraso zondo ir
zymeéto taikinio kiekio ant elektrodo pavirSiaus kitimg laike..
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Gauta (7) lygtis buvo pritaikyta glaudinant CV realaus laiko hibridizacijos matavimy metu
gautus duomenis (3.3 pav.). Glaudinimo metu gautas maksimalus hibrido kiekis ant elektrodo
pavirSiaus 0,057 pmol. ztMBmax padalinus i§ elektrodo ploto gautas maksimalus pavirSiaus
padengimas dgDNR, zyméta MB, buvo 1,77 pmol cm™, §is skaicius patenka j ribas literatiiroje
nurodomy parametro veréiy (1,6 — 6,5 pmol cm™) (Steel, Herne and Tarlov, 1998; Zhang et al.,
2007).

Kuriant elektrocheminj DNR signalo jutiklj dirbta su daugkartinio naudojimo elektrodais.
Norint gauti geriau atsikartojan¢ius rezultatus yra patogu po hibridizacijos matavimo susidariusia
dgDNR islydyti ir taip regeneruoti pavirsiy kitam matavimui. Kad lydymo procesas efektyvus buvo
jsitikinta su trimis nepriklausomai paruostais elektrodais atlikus 7 hibridizacijos ciklus (3.4 pav.),
tarp kuriy Au/z1/MCH elektrodo pavirSius buvo regeneruotas elektroda 90 min. palaikius +50 °C
dejonizuotame vandenyje purtykléje maisant 300 rpm greiciu (3.4 pav. A). Po kiekvieno plovimo
pradéjus nauja hibridizacijos matavimg uzraSyta pirmoji cikliné neturédavo oksidacijos ir
redukcijos piky. Sias voltamperogramas suglaudinus (3) lygtimi gauti rezultatai parodé, kad net po
6 plovimy elektrodo pavirSius sékmingai regeneruojamas (lyginant MB kiekj ant elektrodo
pavirSiaus po kiekvieno plovimo su kiekiu, apskai¢iuotu i§ hibridizacijai dar nepanaudoto elektrodo
voltamperogramy, gautos p > 0,05) (3.4 pav. B). Todél paruosti Au/z1/MCH elektrodai gali biti

s¢kmingai naudojami keliems hibridizacijos matavimams i$ eilés.
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3.4 pav. Elektrodo pavirsiaus regeneravimas nuplaunant prisihibridizavusj taikinj. A. CV prie§ pirmajj hibridizacijos
matavimg, po 60 min. inkubacijos su 100 nM komplementaraus MB Zymeéto taikinio, ir po elektrodo palaikymo Siltame
dejonizuotame vandenyje. Grafiky deSinéje, apacioje jterptos iliustracijos schematiskai pavaizduoja Au/z1/MCH
elektrodo pavirSiy B. Apskaiciuotas MB Zyméto taikinio kiekis ant elektrodo pavirSiaus po kiekvieno plovimo ciklo.
Atlikti eksperimentai su trimis nepriklausomai paruostais elektrodais, pateikiamas matavimy vidurkis + o.
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Kaip matyti i§ 3.3 pav., matuojant hibridizacijg realiu laiku pasitelkiant CV, pasiekiama tik
ganétinai prasta matavimo laikiné skyra. Naudotam potencialo skleidimo grei¢iui — 50 mV st —
geriausia jmanoma CV registravimo, taigi ir ztMB kiekio ant elektrodo pavirSiaus suzinojimo,
laikin¢ skyra biity 20 s. Taciau tokiu atveju hibridizacijos greitis tikriausiai biity létas, ribojamas
difuzijos, nes CV registravimo metu siekiant kuo mazesniy triukSmy turi biti iSjungiamas tirpalo
maiSymas. Taciau, net taikant didesnius CV skenavimo greiCius ir jvairius filtrus, skirtus
magnetinés maiSyklés keliamiems triukSmams panaikinti, iSlikty kita problema — CV matavimy
metu darbinio elektrodo potencialas yra skleidziamas iki reikSmiy, sickianéiy —0.4 V. DNR
savitvarkiai monosluoksniai, imobilizuoti ant aukso per alkantiolines jungtis, yra stabiliis potencialy
ruoze nuo 0,6 V iki +0,6 V fiziologiniame pH. Prie neigiamy potencialo reikSmiy vyksta
alkantiolintos DNR desorbcija nuo elektrodo pavirSiaus (Wang et al., 1999). Todél neigiamo
potencialo suteikimas darbiniam elektrodui padidina tikimybe, kad dalis gaudymo zondo arba MCH
atlips nuo pavirSiaus, atidengs auksa sgveikoms su tirpalo komponentais, ir jy sukeliamas
elektrocheminis atsakas sumazins norimo matuoti hibridizacijos proceso signalo/triukSmo santykj.
D¢l $iy su CV susijusiy trukumy buvo pradétas kurti alternatyvus elektrocheminis metodas realiu
laiku stebéti heterogening DNR hibridizacija.

Tolesnio tyrimo metu buvo siekta sukurti analizés protokola, leidziant] padidinti elektrony,
gauty 1§ vienos Zymeétos DNR molekulés, skaiCiy. Tai leisty pagerinti hibridizacijos stebéjimo
laiking skyra, nes per trumpesnj laiko vienetg galétume tikétis gauti elektrony skaiciy, kurj galima
atskirti nuo triukSmy. Be to, teisingai parinkus matavimo parametrus, biity galima iSvengti
alkantiolintos DNR desorbcijos nuo elektrodo pavirsiaus. Siems tikslams pasiekti tinkamas
elektrocheminis metodas yra CA, nes tipiskai matuojama 1 s laikine skyra, ir galima parinkti
potenciala, tinkant] elektrodo pavirSiaus saugojimui. Elektrochemiskai aktyvus DNR Zymuo MB
yra tiekiamas oksiduotos formos, todél, norint tiesiog matuoti srove, sukelta zymeétos DNR
hibridizacijos, reikéty taikyti neigiamus potencialus (3.2 pav. atveju zemesnius nei —0,265 V),
kuriuose jau gali prasidéti jautraus pavirSiaus degradacija. Visgi didesné problema tokio matavimo
atveju buty ribotas elektrony kiekis, gaunamas i$ vieno hibridizacijos jvykio. Su baigiamojo darbo
metu tirta sistema atliekamiems CA matavimams HBT +25 °C temperatiiroje su nuolatiniu
maiSymu, matuojamy sroveés stiprio ver¢iy standartinis nuokrypis o yra 16,1 pA. Norint
uzregistruoti srovés stiprj, kurj galétume atskirti nuo triukSmo (3 - o =48,3 pA), ant elektrodo
pavirSiaus turéty bati 0,25 fmol prisihibridizavusio t1-MB. Tirpale esant 100 nM taikinio, kai
hibridizacija vyksta palyginti greitai, tokiam kiekiui pasiekti reikéty mazdaug 6 s, o atliekant
matavimus su mazesnémis koncentracijomis — dar daugiau. Pavyzdziui, 10 nM t1-MB pradinis
hibridizacijos greitis yra 3 amol s, tad signalo nuskaityma reikéty atlikti ne dazniau kaip kas 78 s.

Be to, tokio matavimo metu kiekvieng kartg nuskaitant sroveés stiprj biity negrjztamai redukuojamas
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MB,€ nes, kitaip nei CV atveju, Zymuo néra regeneruojamas, todel kitu signalo nuskaitymo momentu
gautume informacija ne apie visg ant pavirSiaus esancig dgDNR-MB, bet tik apie naujai ten
atsiradusiy molekuliy nuo praeito signalo nuskaitymo kiekj. Todél reikia didinti kiekj elektrony,
kurj galima iSgauti i§ vieno hibridizacijos ivykio, o tai galima padaryti pasitelkiant elektrokatalizinj
cikla. Galima ieskoti molekuliy, kurios regeneruoty oksiduotos formos MB (MBox) po to, kai §is
buvo suredukuotas ant elektrodo pavirSiaus, taciau tokiu atveju reikéty taikyti neigiamg matavimo
potencialg taip rizikuojant destabilizuoti jautraus elektrodo pavirSiy. PavirSiaus saugojimui
uztikrinti labiau tinkama yra reduktoriaus paieska, nes §i medZziaga DNR Zzymenj paversty i
redukuotg forma (MBreg), kurig tada biity galima oksiduoti palaikant teigiamesnj jautraus elektrodo
potencialg ir registruoti §] padidinta signalg. Todé¢l kitame skyriuje bus aprasyti keli skirtingi MB
reduktoriaus variantai ir jy reakcijos jvertinimas spektrofotometru.

3.2.Tinkamo metileno mélio reduktoriaus paieSka

Metileno mélio (MB) signala galima stiprinti pasitelkiant cheming signalo amplifikacija.
Parinkus tinkama junginj, jis turéty perduoti elektronus MB ir paversti ji redukuotu MByeq. Tokia
reakcija galima atlikti su jvairiais reduktoriais. Tirpalo spalvos iSnykimas reakcijos metu leidzia
MB redukcijg stebéti pasitelkiant regimosios Sviesos spektrofotometrija.

Darbo metu buvo iSbandyti keturi skirtingi potencialiis MB reduktoriai: L-askorbo riigstis,
natrio tiosulfatas (Na>S203), kalio tiocianatas (KSCN) ir amonio tiocianatas (NH4SCN). Matavimo
metu, siekiant uZtikrinti reduktoriaus pertekling koncentracija ir pasiekti eksponentinj oksiduoto
MB nykimg, buvo naudojami 5 M MB tirpalai, | kuriuos pridéta 40 mM reduktoriaus
(IMB] : [reduktorius] =1 : 8000). 3.5 pav. pavaizduoti matavimy rezultatai atskleidzia, kad i$
iSbandyty reduktoriy efektyviai MB redukavo tik askorbo riigstis. Pridéjus pertekliy Na»>S»03,
KSCN ir NH4SCN (3.5 pav. A, B, C), MB sugertis akimirksniu sumazéjo mazdaug 0,01 optiniy
vienety dél tirpalo praskiedimo, ta¢iau toliau nesikeité¢ matavimus atlikus net po 10 min. Atitinkami
rezultatai gauti matuojant MB redukcijg Siomis medziagomis kinetiniame rezime (rezultatai
nepateikiami). Tuo tarpu j 5 UM MB tirpalg pridéjus 40 mM askorbo ragsties (3.5 pav. D), tirpalo
sugertis émé kristi ir per kelias minutes tirpalas i§ mélyno tapo bespalviu. Matavimai kinetiniame
rezime atskleidé, kad MB redukcija askorbo rtigsties pertekliumi gerai sutampa su pirmos eilés

reakcijos kinetiniu modeliu (2), j kurj suglaudinus duomenis gauta exp = 0,039 s2.
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3.5 pav. Spektrofotometriniai metileno mélio redukcijos jvairiomis medziagomis matavimai. A — 40 mM KSCN; B —
40 mM NH4SCN; C — 40 mM Na,S;03; D — 40 mM askorbo riigsties. t — o zyméjimas indikuoja, kad nurodyta spalvy
keitimosi kryptimi didéja laiko tarpas nuo reduktoriaus pridéjimo j kiuvetg. D dalies intarpas rodo MB redukcijos
kinetikos matavima: askorbo riigsties pridéta ties 0 s, mélyna linija — matavimo duomenys, raudona linija — duomeny
glaudinimo eksponentinio modeliu (2) rezultatas, kurio lygtis su R? reikime nurodytos grafike, MBg — pradiné MB
koncentracija (5 pM). Matavimo salygos: 20 mM FBT su 10 mM NaCl (pH 7,0), 5 puM MB, kambario temperatiira,
I=1cm.

Parodzius s¢kmingg MB redukcijg panaudojant askorbo rtigstj, buvo jdomu pamatyti, ar Sis
reduktorius taip pat sgveikauja su MB, kovalentiskai suriStu su vgDNR. Taupant reagentus Sie
matavimai buvo atlikti ne 1 cm ilgio kiuvetéje, o 10 pUL tario laSe (Sviesos kelias 5 um). Lase |
20 mM FBT su 10 mM NaCl (pH 7,0) pridéjus 10 uM t1-MB ir 100 mM askorbo rtgsties (3.6 pav.)
gauti rezultatai analogiski laisvo MB redukcijos rezultatams — redokso zymuo per kelias minutes

yra pilnai suredukuojamas.
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3.6 pav. Spektrofotometrinis vgDNR-MB redukcijos askorbo ragstimi matavimas. t — oo Zyméjimas indikuoja, kad
nurodyta spalvy keitimosi kryptimi didéja laiko tarpas nuo reduktoriaus pridéjimo i kiuvete. Matavimo salygos: 20 mM
FBT su 10 mM NaCl (pH 7,0), 10 uM t1-MB ir 100 mM askorbo ragsties, kambario temperatira, 1 = 5 um
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Spektrofotometriniai matavimai parodé, kad askorbo ragstis yra tinkamas ir efektyvus MB
reduktorius. Greita redukcija uztikrina, kad MBred nebus oksiduojamas atgal | MBox tirpale
iStirpusiu deguonimi greiciau, nei turéty perduoti elektronus darbiniam elektrodui elektrocheminiy

matavimy metu.

3.3.Metileno mélio elektrocheminio signalo stiprinimas askorbo rigstimi

Ankstesniuose skyriuose buvo pademonstruoti du svarbas dalykai: (1) tinkamai paruosti
auksiniai elektrodai tinka matuoti tMB hibridizacijg su ant elektrodo imobilizuotu zondu ir (2)
askorbo rigstis efektyviai redukuoja metileno meélj. Siame skyriuje bus pademonstruota, ar MB ir
askorbo ruigsties sgveika galima stebéti elektrocheminiais metodais bei pritaikyti didinant signala
MB, kovalentiskai pritvirtinto prie DNR oligonukleotido.

Pirmiausia atlikome matavimus su laisvu MB tirpale. | buferinj tirpalg su 1 UM MB arba be jo
buvo pridedama didéjanti askorbo riigSties koncentracija. Kai MB buvo pridéta  tirpalg pries
askorbo riigstj (3.7 pav., mélyna kreivé), didinant askorbo rugsties koncentracijg tirpale matomi
srovés stiprio pakilimai, proporcingi pridétai signalo stipriklio koncentracijai (3.7 pav., intarpas).
Srovés pokytis tampa atskiriamas nuo foninés srovés (p < 0,05) pridéjus 3 mM askorbo ragsties ir
daugiau. Didinant askorbo ruigsties koncentracija vis didéjo registruojama srové, taciau 30 mM
stipriklio pridéjimas lémé ir triukSmy padid€jimg matavimo metu, todél vélesniems matavimams su
laisvu MB didziausia naudota askorbo rigsties koncentracija buvo 20 mM. Kontrolinis
eksperimentas, kai askorbo rigstis buvo pridedama | tirpala be MB (3.7 pav., raudona kreiveé)
parodé, kad iki 30 mM stipriklio koncentracija ties taikytu elektrodo potencialu nesukelia
elektrocheminio atsako, kurj biity galima atskirti nuo foninés srovés dreifo. Sio matavimo pabaigoje
pridéjus 1 UM MB, stebimas 9,4 nA amplitudés oksidacinés srovés Suolis per 15 s. Sie rezultatai
pademonstravo, kad matuojant ties —0.1 V potencialu buferiniame tirpale, kurio pH 7,0, MBreq yra
lengvai oksiduojamas, o tuo tarpu askorbo riigstis milimolinémis koncentracijomis nesukelia

elektrocheminio atsako, todél MBreq oksidacinj signalg galima stiprinti askorbo rigstimi.
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3.7 pav. CA matavimai, skirti pademonstruoti MB-askorbo ragsties elektrokatalizinj cikla. Au/z1/MCH elektrodo
srovés atsakas | didinamga askorbo rtigSties koncentracija. Oranzinés rodyklés zymi askorbo riigsties koncentracijos
padidinimo momentus (100 pM, 300 pM, 1 mM, 3 mM, 10 mM, 20 mM, ir 30 mM). Mélynos rodyklés zymi 1 pM MB
pridéjima. Iliustracijos Salia grafiko schematiskai pavaizduoja elektrodo pavirsiui artimg aplinka matavimy metu tarp
100 s ir 900 s. Intarpai rodo srovés pokycio priklausomybe nuo askorbo riigsties koncentracijos tirpale, pateikiamas trijy
matavimy vidurkis * ¢. Matavimai atlikti palaikant —0,1 V potencialg, 0,2 M FBT su 10 mM NaCl (pH 7,0).

Buvo jvertintas MBreq Oksidacijos signalo stiprinimas palaikant skirtingus darbinio elektrodo
potencialus (3.8 pav.). ISbandyti septyni skirtingi darbinio elektrodo potencialai: —0,100 V,
-0,075V, -0,050V, —0,025V, 0,000V, 0,025V ir 0,050 V. Eksperimenty metu buvo 100 S
palaukta srovés nusistovéjimo ir tada | tirpalg pridéta 1 uM MB, $is laiko momentas grafike
pazymeétas kaip O ir tuo metu registruota srovés stiprio reikSmé atimta i§ viso eksperimento
duomeny taip panaikinant foninj signalg ir padedant grafiSkai pavaizduoti skirtumus tarp MBreq
oksidacinio signalo stiprinimo askorbo riig§timi esant skirtingiems potencialams. Matavimai atlikti
tirpale, kuriame iSkart buvo askorbo riigsties, todel nebuvo jvertintas askorbo riigsties atsako
pasikeitimas keiCiant potencialg. Taciau su visomis iSbandytomis potencialo reikSmémis buvo
sékmingai uzregistruotas oksidacinés srovés iSaugimas pridéjus 1 WM MB. Didinant darbinio
elektrodo potencialg nuo —0,100 V iki 0,000 V nematomas reikSmingas skirtumas tarp signalo
stiprinimo. Didinant potencialg toliau, srovés skirtumo po ir prieS MB pridé¢jima vidurkis ima
reikSmingai mazéti. Tolesniems matavimams pasirinktas —0,100 V potencialas siekiant kuo labiau

sumazinti tiesioginés askorbo riigties oksidacijos ant elektrodo pavirSiaus tikimybe.
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3.8 pav. Darbinio elektrodo potencialo jtaka MB oksidacinio signalo stiprinimui askorbo riigstimi. Pavaizduoti
duomenys atémus foning srove. Mélyna rodyklé zymi laiko momenta, kai j tirpala pridétas 1 pM MB. Skirtingy spalvy
grafikai rodo matavimus esant skirtingam potencialui (legenda paveikslo apacioje, desinéje). Intarpe — skirtumas tarp
nusistovéjusios foninés srovés stiprio ir maksimalios srovés po MB pridéjimo. Grafike pateikiami vieno i$ trijy
eksperimenty, atlikty su nepriklausomai paruostais elektrodais, vaizdai. Intarpe pateikiami srovés poky¢io vidurkiai * o.
Matavimo salygos: HBT/AA.

MB oksidacijos-redukcijos reakcijoje dalyvauja du elektronai ir du protonai, todél reakcija yra
priklausoma nuo pH. Tyrimo metu atlikome eksperimentus universaliame buferiniame tirpale, kurio
pH buvo privestas prie 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 arba 9,0. Tokios pH reikSmés pasirinktos todél, kad Siame
ruoze DNR molekulés turéty buti stabilios. Universalus buferinis tirpalas Siems matavimams buvo
pasirinktas vietoje vienos i§ ankséiau naudoty FBT kombinacijy todél, kad bty iSlaikytos tirpalo
buferinés savybés esant visiems pH, kuriuose noréta atlikti matavimus. Kadangi reakcijos vyksmas
yra priklausomas ir nuo pH, ir nuo potencialo, siekiant tirti tik pH jtakg buvo atlikti CV matavimai
(3.9 pav. A), pagal kuriuose matomy MB oksidacinés srovés piky reik§mes buvo nustatomas CA

matavimo potencialas. Tikslios Epox reik§més nurodytos 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Potencialo parinkimas atliekant matavimus skirtingo pH buferiniuose tirpaluose

pH Epox, V ECA*, V Eca — Epox, V
5,0 -0,111 -0,011 0,100
6,0 -0,170 -0,070 0,100
7,0 -0,200 -0,100 0,100
8,0 -0,225 -0,125 0,100
9,0 —0,254 -0,154 0,100

*Eca — darbinio elektrodo potencialas, palaikytas CA matavimy metu.

CA matavimy metu srové nusistovéjo per 100 s ir tuomet buvo pridéta 1 pM MB (3.9 pav. B).
Sis laiko momentas pazymétas kaip t=0, ir jo metu uzfiksuotas srovés stipris atimtas i§ viso
eksperimento metu uzregistruoty sroves stiprio reikSmiy, taip palengvinant grafinj palyginima
oksidacinés sroves iSaugimo, kurj lemia MB prid¢jimas ] tirpalg, kuriame yra askorbo rugsties. IS
grafiky matyti, kad kei¢iant pH reikSmingai nesikei¢ia MBred oksidacijos signalo stiprinimas, todél

tolesni matavimai buvo atlikti ties pH 7,0 remiantis tuo, kad $i verté artimiausia fiziologiniam pH ir
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todé¢l biity jdomu istirti hibridizacijos procesus joje, tikintis ateityje sistema iSbandyti zmogaus

fiziologiniuose skysciuose.
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3.9 pav. CV ir CA matavimai jvairaus pH buferiniuose tirpaluose. A. CV matavimai UBT/AA su 1 uM MB, kai pH
kinta nuo 5,0 iki 9,0 kas 1 pH vienetg. Pateikiamas trijy matavimy su nepriklausomai paruostais elektrodais
reprezentacinis vaizdas. B. CA matavimai skirtingo pH UBT/AA. Mélyna rodyklé Zymi laiko momentg, kai buvo
pridétas 1 UM MB. Intarpe pavaizduota srovés stiprio po ir prie$ MB pridéjima j buferinj tirpalg skirtumo vidurkis * o,
duomenys gauti i$§ eksperimenty su trimis nepriklausomai paruostais elektrodais. Matavimy salygos: legendoje nurodyto
pH UBT/AA, CA matavimy metu palaikytos potencialo vertés nurodytos 3.1 lenteléje.

Toliau noréta jsitikinti, kad MB-askorbo rigsties elektrokatalizinis ciklas yra tinkamas
stiprinti signala MB, kuris kovalenti§kai prijungtas prie taikinio oligonukleotido. Buvo atlikti
eksperimentai su Au/z1/MCH elektrodais ir véliau juos hibridizavus su t1-MB (3.10 pav.). Kai
elektrodas buvo padengtas dgDNR-MB (3.10 pav., mélyna kreivé), pridedant askorbo riigsties
didéjo oksidaciné srove, ir, pridéjus 30 mM stipriklio matavimo triukSmas nepadidéjo, todél $i
koncentracija buvo didinama ir toliau, iki 219 mM. Kiekvieng kartg padidinus askorbo riigsties
koncentracija matomas staigus oksidacinés srovés Suolis, ir S$ie padidéjimai nejsisotinO
panaudotame stipriklio koncentracijy intervale. Kai matavimas buvo atliktas su Au/z1/MCH
elektrodu be prihibridizuotos vgDNR-MB (3.10 pav., raudona kreivé), pradiniai askorbo riigsties
pridéjimai atsako nesukélé, taciau padidinus jos koncentracijg iki 90 mM ir daugiau jau galima
matyti srovés Suolius, i8siskiriancius i§ foninés srovés dreifo. 50 mM askorbo riigSties pridéjimas
sukele sroves pokyty, kurio p reikSmé buvo artima 0,05, todél, siekiant vélesniy hibridizacijos
matavimy metu iSvengti oksidacinio signalo, nesusijusio su VgDNR-MB prisiriSimu prie elektrodo

pavirSiaus, tolesniems eksperimentams su MB zyméta DNR buvo pasirinkta 30 mM askorbo

rugsties koncentracija.
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3.10 pav. Prie DNR kovalentiskai pritvirtinto MB elektrocheminio signalo stiprinimas askorbo raigstimi. CA metu
matuotos srovés atsakas j askorbo riig§ties koncentracijos didinimg su Au/z1/MCH elektrodu prie$ (raudona kreivé) ir
po (mélyna kreivé) hibridizacijos su t1-MB. Oranzinés rodyklés zymi askorbo riig§ties koncentracijos padidinimo
momentus (3 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 90 mM, 164 mM, 219 mM). Iliustracijos Salia grafiko
schematiskai pavaizduoja elektrodo pavirSiui artimg aplinka matavimy metu. Pavaizduotos kreivés reprezentuoja
matavimus, atliktus su trimis nepriklausomai paruostais elektrodais. Intarpas rodo srovés pokycio priklausomybe nuo
askorbo riigSties koncentracijos tirpale, pateikiamas trijy matavimy vidurkis * ¢. Matavimai atlikti palaikant —0,1 VV
potencialg, 0,2 M FBT su 10 mM NaCl (pH 7,0).

Pademonstruota, kad askorbo riigstis yra tinkama stiprinti elektrocheminiam MB signalui, kai
elektrodas padengtas dgDNR-MB sluoksniu. Tai leido manyti, kad jmanoma MB-askorbo riigsties
saveika pasitelkti hibridizacijos stebé&jimui realiu laiku. Parinktos optimalios signalo stiprinimo
salygos: 30 mM askorbo rtgties, buferinio tirpalo pH 7,0, CA matavimai atliekami palaikant -0,1 V
potencialg.

3.4.Metileno méliu Zymétos DNR hibridizacijos signalo didinimas askorbo riugstimi

Gavus rezultatus, kurie demonstruoja, kad askorbo raigstis didina tiek laisvai judancio, tiek
prie DNR priristo MB signala, buvo tirta, ar galima stebéti ant elektrodo pavirSiaus imobilizuoto
zondo hibridizacijg su tirpale esan¢ia komplementaria tMB realiu laiku.

Buvo atlikti CA matavimai siekiant pademonstruoti, kad registruojamas signalas yra
specifiskas zondui komplementariai sekai ir reikalauja MB-askorbo riigsties elektrokatalizinio
ciklo. Pirmo CA matavimo metu | HBT/AA tirpalg buvo nepridéta nei kiek t1-MB, antro — i HBT
pridéta 100 nM t1-MB, taciau tirpale nebuvo signalo stipriklio, o tre¢io — ;] HBT buvo pridéta
100 nM oligonukleotido t2-MB5, kuris yra nekomplementarus ant elektrodo pavirSiaus
imobilizuotam z1 (3.11 pav. atitinkamai raudona, Sviesiai mélyna ir geltona spalvos). Visy
kontroliniy matavimy metu uZregistruota srové atitinka nulinj signalg. Po aprasyty CA
eksperimenty, kurie truko 90 min., buvo atlikti ir CV matavimai (3.11 pav. B). Jie parodo, kad
tirpale esant nekomplementariam oligonukleotidui (3.11 pav. B, geltona kreivé) arba i§vis nesant
jokio oligonukleotido (3.11 pav. B, raudona kreivé), hibridizacija nevyksta, MB redokso pikai
neisrySkéja. Taciau kai | tirpalg be askorbo riigsties buvo pridéta z1 giminingo t1-MB (3.11 pav. B,
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Sviesiai mélyna), CV aiskiai matomi MB elektrocheminj aktyvuma indikuojantys pikai, kurie
reiSkia, kad hibridizacija jvyko, taciau be stipriklio jos signalo nebuvo galima stebéti CA matavimo
metu. Panaudojus pilng signalo amplifikacijos sistemg j HBT/AA buvo pridéta 100 nM z1
komplementaraus t1-MB (3.11 pav. C, violetiné kreivé) ir srovés stipris iSkart émé greitai augti ir

véliau artéjo link jsisotinimo.
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3.11 pav. Heterogeninés hibridizacijos CA matavimai yra specifiski ir jiems biitinas MB-askorbo riigsties
elektrokatalizinis ciklas. A. Lentel¢, pavaizduojanti skirtingas salygas, kuriomis buvo atlickami pradiniai CA
hibridizacijos stebéjimo matavimai. Cia naudojama spalvy legenda aktuali ir kitose paveikslélio dalyse. B. CV
rezultatai, gauti po C dalyje pavaizduoty CA matavimy. C. CA matavimai stebint heterogenine MB zymétos vgDNR
hibridizacija realiu laiku. Zalia briik§niné linija — violetinés kreivés glaudinimo (12) lygtimi rezultatas. Intarpas parodo
pradinj hibridizacijos greitj visomis matavimy saglygomis. Matavimy salygos: —0,1 V, HBT/AA (i$skyrus geltong
kreive, ten HBT be askorbo riigsties).

Gauti duomenys parodo, kaip srovés stipris kinta ant elektrodo pavirSiaus atsirandant daugiau
MB zyméto taikinio molekuliy. Siam procesui apradyti reikia modelio, kuris galéty srovés stiprio
kitima laike susieti su elektrodo pavirSiaus padengimo tI-MB kitimu laike. Negrjztamai
hibridizacijai aprasyti buvo naudota (4) lygtis. Elektrodu registruojama srové yra kriivis, pratekantis
per laiko vieneta (I = Q/t). Kravis, kuris atitenka elektrodui i§ ant jo pavirSiaus adsorbuotos
elektrochemiskai aktyvios medziagos aprasomas (Bard, Faulkner and White, 2022):
Q =nF ztMB; (8)
Eksperimentuose laikiné matavimy skyra buvo 1 s, 0 signalas buvo padidintas elektrokatalizés
metu, jos efektyvumga apraso amplifikacijos konstanta Kiat. Siuos parametrus jstacius j (8) lygtj ir
iSvedus srovés priklausomybe nuo ant elektrodo pavirSiaus esancio ztMB kiekio gauname:
It = kgt n F ztMB, (9)
Istacius (7) i (9):
It = kiqe N F 2EMBigy (1 — e~ FonltMBIE) (10)
PrieSeksponentinj narj galima pakeisti:
Imax = Kiae N F 2tMByy gy (11)
Ir taip gaunama paprasta israiSka, tinkama glaudinti srovés kitimo laike duomenis:

Iy = Ipax(1 - e_kon[tMB]t) (12)
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Matavimus atlikus su 100 nM t1-MB gautos pilnos pavirSiaus jsotinimo taikiniu hibridizacijos
kreivés, kurios buvo tinkamos glaudinti (12) lygtimi. Oligonukleotidy porai z1 — t1-MB gauti
heterogeninés hibridizacijos parametrai buvo Imax = (2,64 £ 0,102) nA ir
Kon = (8,24 + 1,216) - 103 Mt sL,

Pertvarkius (11) lygtj galima gauti Kkat iSraiska:

Kiae = —mex 2 Kep (13)
nF ztMBy,e 1

Su tais paciais elektrodais, su kuriais buvo atlikti eksperimentai, i§ kuriy paskaiciuoti Imax ir
kon parametrai z1 — t1-MB porai, buvo atlikti ir hibridizacijos stebéjimo matavimai naudojant CV.
Siuos duomenis suglaudinus (7) lygtimi, gauta, kad ztMBmax = (2,70 + 0,951) - 10"** mol. Gautas
vertes jstadius j (13) lygtj, apskai¢iuojama Kea verté yra apie 0,51 st. Sj skai¢iy padauginus i§
dviejy gaunamas elektrony pernaSos konstantos parametras kep =1,02s?, kuris parodo kiek
elektrony per sekunde galima iSgauti i§ vieno MB Zymétos DNR hibridizacijos jvykio. Taigi
MB-askorbo rugsties elektrokatalizés ciklas suteikia galimybe ilginant matavimo laikg i§ vienos
analités molekulés iSgauti vis daugiau elektrony ir taip potencialiai jgalinti detekcijos limito
sumazinimg kiekybiniam DNR koncentracijos nustatymui.

Registruojamo srovés stiprio kitimo laike signalas buvo proporcingas i tirpalg pridétai t1-MB
koncentracijai (3.12 pav.). Matavimai buvo atlikti su 0, 1, 5, 10, 30 ir 100 nM t1-MB ir pirmyjy
keturiy matavimy kreivés per 90 min., kurias truko eksperimentas, nepasieke jsisotinimo, tod¢l jy
glaudinimas (12) lygtimi suteikty netikslius rezultatus (3.12 pav. A). Norint apskai¢iuoti kinetinius
parametrus matavimams su mazomis VJDNR koncentracijomis biity galima prailginti eksperimenty
laikg pakankamai, kad biity stebimas srovés stiprio jsisotinimas. Taciau §io tyrimo ribose buvo
nuspresta tirpale esancios koncentracijos nustatymui naudoti pradinj hibridizacijos greitj;. Kaip
matyti i§ grafiky, pirmas 5 matavimo minutes (300S) su visomis iSbandytomis t1-MB
koncentracijomis srovés stiprio didéjimas laike gali buti gerai aproksimuojamas tiesés lygtimi (3.12
pav. C). Glaudinant eksperimenty pirmyjy 300 S duomenis tiesés lygtimi gaunamas nuolinkio
koeficientas atitinka pradinj hibridizacijos greitj (Vpr). O nM koncentracijos t1-MB tirpale
apskaiiuotas pradinis hibridizacijos greitis buvo ~0nA h™, ir 1 nM atsakas nebuvo statistiskai
reikSmingai skirtingas nuo 0 NM vp. Taciau padidinus t1-MB koncentracija iki 5, 10, 30 ir 100 nM
buvo gautos atitinkamai tokios vpr vertés: (0,69 +0,464) nAh?t, (1,17 +£0,154) nA h?,
(2,65 +0,393) nA h? and (7,17 + 1,270) nA h*! (3.12 pav. B). Galimybé nustatyti oligonukleotido
koncentracijg tirpale per trumpg laikg gali pasitarnauti trumpinant nukleoriig§¢iy biojutikliy atsako
laikus (Zhang et al., 2022).
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3.12 pav. CA matavimai stebint heterogening DNR hibridizacijg realiu laiku esant skirtingoms t1-MB koncentracijoms.
A. Pilnos CA kreivés, ties 0 s buvo pridéta 0 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 30 nM, arba 100 nM t1-MB. B. v,
priklausomybé nuo t1-MB koncentracijos, pateikiami n = 3 matavimy vidurkiai + ¢. C. I8ryskintos pirmos 350 s
matavimy, pavaizduoty A dalyje. Zalia briik$niné linija — pirmy 300 s duomeny glaudinimas tiesiniu modeliu. A ir C
dalims: kiekvienai tirtai koncentracijai pateikiamas reprezentacinis vaizdas i$ trijy eksperimenty, atlikty su
nepriklausomai paruostais elektrodais. Matavimy salygos: 0,1 V, HBT/AA.

Toliau siekta pademonstruoti, kad sistema, skirta heterogeninés DNR hibridizacijos
stebéjimui realiu laiku gali bati pritaikoma vertinant matavimo salygy jtaka hibridizacijos
parametrams. Kaip pavyzdinis hibridizacijos kinetikai jtakg darantis parametras buvo pasirinkta
hibridizacijos matavimui naudojamo tirpalo joniné jéga. DNR karkase yra fosfato liekany, kurios
fiziologiniame pH turi neigiama krtivj. Todél oligonukleotidai turi savybe atstumti vienas kitg dél
elektrostatinés sgveikos tarp to paties zenklo kriiviy. Tirpalo joninés jégos didinimas padeda geriau
ekranuoti oligonukleotidy karkaso neigiamg kriivi, sumazina stimos jégas tarp jy ir
komplementartis oligonukleotidai gali lengviau hibridizuotis (Khuda et al., 2023). Toks efektas
buvo stebétas ir §io darbo metu atlikus CA matavimus § 50 mM FBT su 30 mM askorbo riigsties
tirpalg pridéjus 100 nM t1-MB ir keiciant tirpale esan¢io NaCl koncentracija, taigi ir joning jéga
(pH visur buvo privestas prie 7,0) (3.13 pav.). Gauti duomenys buvo glaudinti (12) lygtimi darant
prielaida, kad visiems matavimams Imax Yra vienodas, nes naudojama vienoda t1-MB koncentracija.
Buferiniuose tirpaluose su 0,01 M ir 0,1 M NacCl hibridizacija nebuvo detektuota. Taciau padidinus
[NaCl] iki 05M, 1M ir 3M gautos kon reikSmés atitinkamai (1,45 £ 0,317) - 102 M1st
(2,53 +0,780) - 103 Mt stir (8,07 +2,518) - 103 Mt s,
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3.13 pav. CA matavimai stebint 100 nM t1-MB heterogening hibridizacija realiu laiku esant skirtingoms buferinio
tirpalo joninéms jégoms. Ties 0 s buvo pridéta 100 nM t1-MB. Matavimai atlikti buferiniame tirpale esant 0,01 M,
0,1 M, 0,5 M, 1 M arba 3 M NaCl. Kiekvienai tirtai NaCl koncentracijai pateikiamas reprezentacinis vaizdas i§ trijy
eksperimenty, atlikty su nepriklausomai paruostais elektrodais. Intarpe pateikiama Kon priklausomybé nuo NaCl
koncentracijos, pateikiami 3 matavimy vidurkiai + o. Matavimy salygos: —0,1 V, 50 mM FBT su 30 mM askorbo
rugsties ir nurodyta NaCl koncentracija.

Buvo pademonstruota, kad MB-askorbo rugsties elektrokatalizinis ciklas yra bitinas norint
CA matavimo metu stebéti heterogening DNR hibridizacijg realiu laiku. Gaunamas signalas yra
specifiskai pavirSiuje imobilizuotam zondui komplementariai sekai ir priklauso nuo taikinio
koncentracijos. Maziausia koncentracija, kurios hibridizacijos signalg pavyko stebéti realiu laiku
buvo 5 nM. Taip pat CA matavimy metu buvo patvirtinta, kad didinant buferio jonin¢ jéga didéja
hibridizacijos greitis. Todél pademonstruota MB-askorbo riigsties sgveika yra tinkama
oligonukleotidy hibridizacijos kinetikai vertinti ir gali buti pritaitkoma taikinio koncentracijos
nustatymui.

3.5.Metileno mélio lokalizacijos jtaka signalui

Patvirtinus, kad MB-askorbo riigsties elektrokataliziné sistema buvo veiksminga
hibridizacijos signalui sustiprinti, buvo jdomu istirti, kaip elektroaktyvaus Zymens padétis jutiklio
elektrodo pavirSiaus atzvilgiu veikia signalg. Tokios zinios biity svarbios labiau informuotam,
ismintingesniam hibridizacijos reakcijos stebéjimui skirty zondy ir taikiniy pory kirimui. Siam
tyrimui buvo naudoti auksiniai elektrodai, ant kuriy imobilizuotas z2 zondas (Au/z2/MCH
elektrodai), kurio seka skiriasi nuo ankstesniuose skyriuose naudoto z1 (2.1. lentel¢). Taikiniai buvo
z2 komplementariis oligonukleotidai t2-MB5 ir t2-MB3, kuriy sekos yra identiskos, taciau skiriasi
elektroaktyvaus zymens lokalizacija — 5¢ arba 3° gale, kaip indikuoja paskutinis skaitmuo
oligonukleotidui suteiktame pavadinime. IStirti du krastiniai atvejai, kai po hibridizacijos jvykio
MB Zymuo atsiranda taip arti elektrodo, kaip leidZia auksa blokuojancio sluoksnio storis (t2-MB3
atveju) arba taip toli nuo pavirsiaus, kaip leidzia suformuotos dgDNR ilgis (t2-MB5 atveju) (3.15

pav. A). Darant prielaidg, kad vienos baziy poros ilgis yra 0,34 nm, didZiausias jmanomas atstumo
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skirtumas tarp naudojamy taikiniy zymeny biity 8,5 nm. Buvo atlikti hibridizacijos stebéjimo realiu
laiku matavimai ] HBT/AA pridéjus 100 nM t2-MB?5 arba t2-MB3 naudojant tiek CV, tiek CA.

CV rezultatuose yra matomi skirtumai tarp rezultaty su taikiniais, kurie skiriasi MB
lokalizacija. 3.14 pav. A dalyje yra pavaizduotos voltamperogramos, gautos po 90 min trukusiy
hibridizacijos matavimy su t2-MB5 arba t2-MB3, kai matavimai vyko HBT/AA. Hibridizacija su
t2-MB3 per ta patj laikg sukelia mazesnés amplitudés MB oksidacingés ir redukcinés sroviy pikus ir
skirtumas tarp Siy piky potencialo reikSmiy yra mazesnis lyginant su rezultatais, gautais po
hibridizacijos su t2-MBS5. Matavimus pakartojus HBT be askorbo ragsties matomi kokybiskai tokie
patys rezultatai (3.14 pav. B, t2-MB3 atveju pikai mazesni, ir potencialy skirtumas tarp ty piky
mazesnis). Tai reiskia, kad stebimi hibridizacijos efektyvumo poky¢iai priklauso nuo MB
lokalizacijos, o ne MB saveikos su askorbo riigstimi. Tai, kad MB prijungimas 3° gale lemia
mazesnj skirtuma tarp zymeés oksidacinés ir redukcinés sroviy piky potencialy galima bty

paaiskinti tuo, kad mazesnis elektrony pernasos atstumas §j procesg palengvina.
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3.14 pav. CV matavimai su Au/z2/MCH elektrodais pries ir po hibridizacijos su t2-MB3 arba t2-MBB5, kai tirpale yra
arba néra askorbo riigsties. A. Matavimai HBT/AA prie$ hibridizacija (pilka) ir po hibridizacijos su t2-MB3 (zalia) arba
t2-MBS (oranziné). B. Matavimai HBT be askorbo rtigsties prie$ hibridizacija (pilka) ir po hibridizacijos su t2-MB3
(zalia) arba t2-MBS5 (oranziné). Abiejose dalyse pateikiamas reprezentacinis vaizdas matavimy, atlikty su trimis
nepriklausomai paruostais elektrodais. Grafiky apacioje, desinéje pateiktos iliustracijos, skirtos palengvinti artimos
elektrodo pavirsiui aplinkos vizualizacija.

CV matavimai buvo atlikti ir hibridizacijos steb¢jimui realiu laiku (3.15 pav. B). I§ Siy
matavimy rezultaty suskaiciuotos pavirsiaus padengimo MB zymétu taikiniu vertés kiekvienu laiko
momentu ir Sie duomenys suglaudinti (7) lygtimi. Taip gauti hibridizacijos parametrai abiem
taikiniams:  t2-MB5  hibridizacijai su z2 gauta kon = (4,40 £0,303) - 10* Mlst ir
7tMBmax = (0,22 + 0,022) pmol, kai tuo tarpu t2-MB3 hibridizacijai kon = (2,20 + 0,308) - 10* M1 s
ir ZtMBmax = (0,12 £ 0,004) pmol. Létesné hibridizacija atveju, kai MB prijungtas prie 3¢ galo galéty
biti paaiskintas tuo, kad Zymuo sukelia sterinius trukdzius oligonukleotidy risimosi metu (Khuda et

al., 2023). Panasiai galima bandyti aiSkinti ir maksimalaus pavirSiaus padengimo MB Zymétu
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taikiniu faktg, kai zymuo po hibridizacijos turi atsidurti arciau elektrodo pavirSiaus. Gali buti, kad

MB uzima reikSmingai daug vietos ir todél pavirSiuje lieka maziau zondo molekuliy, galinCiy

efektyviai dalyvauti hibridizacijoje.
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3.15 pav. Signalo skirtumai, detektuojant taikinj su skirtinga MB lokalizacija. A. Iliustracijos, schematiskai
pavaizduojancios elektrodo pavirsiy ir jam artimg aplinkg matavimy metu: pilka (i) — i HBT/AA nepridéta MB zyméto
taikinio; zalia (ii) — i tirpalg pridéta 100 nM t2-MB3; oranziné (iii) — i tirpala pridéta 100 nM t2-MB5. Spalvy reikSmé

yra aktuali visame 3.5 skyriuje. B. MB Zzyméto taikinio kiekis ant elektrodo pavirSiaus, apskai¢iuotas i§ CV
hibridizacijos matavimy. C. CA hibridizacijos realiu laiku matavimai. Spalvy zyméjimas sutampa su A dalimi. B ir C

dalims: pateikiamas reprezentacinis vaizdas matavimy, atlikty su trimis nepriklausomai paruostais elektrodais;
matavimo salygos: HBT/AA, t = 0 Zymi taikinio jvedimo momenta, brik$ninés linijos Zymi duomeny glaudinimo
tinkamais modeliais ((7) — CV duomenims, (12) — CA duomenims) rezultatus, pateikiamos ir jas aprasancios lygtys su
R? reik§mémis. Intarpai rodo nuo hibridizuojamo taikinio priklausoma hibridizacijos grei¢io konstantg ir maksimaly
pasiekiamg elektrodo pavirSiaus padengima arba maksimalig pasiekiama srove. Pateikiamas trijy matavimy su
nepriklausomai paruostai elektrodais vidurkis + o

Buvo atlikti ir CA hibridizacijos stebéjimo matavimai su t2-MB5 ir t2-MB3 (3.15 pav. C).

Matomi rezultatai kokybiSkai panasiis i gautus i§ CV matavimy, nes t2-MB5 pasiekia didesnes

srovés jsisotinimo reikSmes: Imax = (2,21 £ 0,276) nA ir Imax = (0,54 £ 0,058) nA atitinkamai

t2-MBS5 ir t2-MB3. Tuo tarpu Kon parametrai CA matavimy metu skirtingiems taikiniams statistiskai
reikSmingai nesiskyré (kon = (4,57 +£0,501) - 10* Mgt t2-MB5 atveju ir
kon = (3,67 £0,318) - 10* M1 s t2-MB3 atveju). CV matavimy tarp Kon reikSmiy pastebétas
skirtumas t2-MB3 ir t2-MB5 oligonukleotidams nebéra stebimas matuojant CA. Tai galéty reiksti,
kad nuolatinis, nepertraukiamas maiSymas CA matavimy metu padeda sumazinti MB lokalizacijos
jtaka hibridizacijos grei¢iui. Nors kokybiSkai ZtMBmax ir Imax padidéjimas t2-MB5 atveju sutampa,
kiekybiskai Imax priklausomai nuo MB padéties skiriasi 4,1 karto, kai ztMBmax $is santykis tesiekia
1,7. Tai leidzia manyti, kad atlieckant CA matavimus registruojamo signalo skirtuma padidina
askorbo ruigstis, turinti geresn¢ prieiga prie MB, pritvirtinto prie vgDNR taikinio 5' galo. Signalo
skirtumo padidéjimas, kai Zymuo yra distaliai, o ne proksimaliai, atsiZzvelgiant | darbinio elektrodo
pavirsiy, gali leisti panaudoti MB-askorbo riigSties elektrokatalizing sistema, kad realiu laiku biity

stebima molekuliné sgveika, del kurios MB nutolsta nuo elektrodo pavirSiaus, pakeiciant §j jprastai

neigiamo signalo jvykj teigiamo signalo jvykiu, o tai yra svarbu gerinant nukleortigStimis paremty

biojutikliy veikima (Zhang et al., 2022).
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CV matavimai su t2-MB5 oligonukleotidais rodo, kad $iuo atveju daugiau taikinio molekuliy
hibridizuojasi su pavirSiuje pritvirtintais zondais, palyginti su anksc¢iau aprasyta z1 — t1-MB pora,
tac¢iau CA matavimy metu uzfiksuota srové nepadidéjo tiek pat daug. Taigi z2 — t2-MB5 sistemos
Kep i kkat yra atitinkamai 0,11 s1ir 0,05 s, beveik viena eile maZesni nei ankstesniuose skyriuose
aprasytiems oligonukleotidams. Tuo tarpu su t2-MB3 Sie parametrai jgyja dar maZesnes reikSmes:
kep = 0,04 s7; kiat = 0,02 sL. Neatitikimas tarp t1-MB ir t2-MB5 oligonukleotidy gali atsirasti dél
galimo askorbo riigSties masés pernasos i DNR monosluoksnj ribojimo: kai didé¢jant MB kiekiui ant
pavirSiaus askorbato jonai nepatenka ten taip greitai, kad signalo didéjimas bty proporcingas MB
kiekio didéjimui. Skirtumg tarp t2-MB5 ir t2-MB3 galima aiskinti tuo, kad MB Zymens buvimas
giliau DNR monosluoksnyje t2-MB3 atveju apsunkina MB-askorbo rugsties saveika ir todél
sulétina elektrony pernasa.

Idomu yra ir tai, kad tiriant vienodo ilgio (25 nt) zondo — taikinio poras, kuriy MB Zymenys
prijungti 5° gale (t. y. z1 — t1-MB pora ir z2 — t2-MB5 pora), gauti skirtingi hibridizacijos
parametrai: tiek ztMBmax, tiek Kon reik§més buvo didesnés mazdaug viena eile atlickant matavimus
su z2 — t2-MB5 pora. Vienas i§ galimy paaiSkinimy tokiam rezultaty skirtumui galéty bati
skirtingos antrinés struktiiros, kurias turi galimybe sudaryti tyrimy metu naudoti zondai. Pasitelkus
Integrated DNA Technologies Oligo Analyzer internetinj jrankj (Oligo Analyzer, no date) buvo
nustatyta, kad z1 gali sudaryti dvi plauky segtuko struktiiras, kuriy Tm yra 47,1 ir 45,7 °C, 0 z2 gali
sudaryti tris plauky segtuko struktiras, kuriy Tm svyruoja tarp 32,3 ir 37,5°C (nurodytos
temperatiiros vertés nekoreguotos pagal druskos koncentracija). Plauky segtuky struktiiros
pateikiamos 1 Priede. Tai, kad zl sudaro stabilesnes antrines struktiiras gali daryti jtaka
hibridizacijos parametrams dél dviejy priezas¢iy. Pirma, imobilizavimo metu vienas z1
oligonukleotidas d¢l savo antrinés struktiiros gali uzimti daugiau elektrodo ploto, ir todél ant
pavirSiaus imobilizuotis telpa maZiau zondo molekuliy, ko pasekoje matavimai su z1 rodo maZesnes
ZtMBmax vertes uz matavimus su z2. Antra, paciy matavimy metu z1 gali sudaryti stabilesnius
plauky segtukus, todél hibridizacijos kinetika riboja ne tik taikinio patekimo prie elektrodo
pavirSiaus greitis, bet ir tai, kad vykstant hibridizacijai zondas turi iSsilankstyti i§ savo anksciau
jgautos konformacijos, ir $is iSsilankstymas vyks léCiau stabilesnio plauky segtuko atveju.

Siame skyriuje pademonstruota, kad heterogeniné hibridizacija gali reik§mingai skirtis
identiSkoms sekoms, kuriy elektrochemiSkai aktyvus Zymuo pritvirtintas skirtinguose galuose. Tai,
kad S$is skirtumas padid¢ja CA matavimy metu leidzia manyti, kad principas galéty biti
pritaikomas, pavyzdziui, baltymy, metaly jony ar kity anali¢iy detekcijai panaudojant aptamerus,
kurie taikinio suri§imo metu atitolina savo Zymenj nuo elektrodo pavirsiaus (Curti et al., 2022). Dar
verta paminéti, kad pademonstravome, jog dvi vienodo ilgio (25 nt) oligonukleotidy sistemos

pasizymeéjo drastiSkai skirtingais heterogeninés hibridizacijos parametrais. Rezultatai parodo, kad
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kuriant diagnostines sistemas svarbu planuojamas naudoti atpazinimo ir taikinines sekas jvertinti
eksperimentiskai, nes jy ri§imosi kinetikos skirtumai gali nustebinti. Konkre¢iy nagrinéty seky
atveju hibridizacijos greiCio ir pavirSiaus padengimo skirtumai galéjo atsirasti, pavyzdziui, dél to,
kad vienas 1§ zondy yra linkes sudaryti stabilesnj plauky segtuka nei kitas, ir todél stebime
hibridizacijos reakcija, kuriai jvykti reikia ne tik taikinio — zondo susidiirimo, bet ir plauky segtuko

iStirpimo.
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ISVADOS
Askorbo rugstis efektyviai redukuoja metileno mélj, kuris gali biti reoksiduojamas ant
elektrodo pavirSiaus taip sukuriant elektrokatalizin} signalo stiprinimo cikla.
Pademonstruotas eclektrokatalizinis procesas leidzia diferencijuoti vgDNR nuo
dgDNR-MB, kai naudojama 10 mM ir didesné askorbo rtigsties koncentracija.
MB-askorbo riigsties elektrokatalizinis ciklas leidzia pasiekti elektrony pernasos
konstantos vertes iki 1,02s! vienam hibridizacijos jvykiui ir, naudojant
chronoamperometrija, realiu laiku (su 1s laikine skyra) stebéti 25 nt ilgio vgDNR
hibridizacija koncentracijy ruoze nuo 5 nM iki 100 nM.
Realaus laiko heterogeninés hibridizacijos stebéjimo duomenys gerai apraSomi
negriztamos hibridizacijos modeliu, kuris leidzia jvertinti hibridizacijos grei¢io konstantg
ir maksimaly pavirSiaus jsotinimg taikinio molekulémis. Gaunami duomenys ir jy
glaudinimo rezultatai yra tinkami tiriant tirpalo joninés jégos jtaka hibridizacijos grei¢iui.
Gauty realaus laiko hibridizacijos duomeny pradinius taskus glaudinant tiesiniu modeliu
galima per 5 min. jvertinti MB zyméto oligonukleotido koncentracija tirpale.
Metileno melio prijungimas prie 3° taikinio oligonukleotido galo, kai Sis hibridizuojasi
prie zondo, imobilizuoto per 5 gala, sumazina maksimaly pavirSiaus padengimg MB
zymétu taikiniu. Sj skirtumg galima stebéti ir be MB-AA elektrokatalizinio ciklo
(matuojant CV), o jo pasitelkimas CA matavimy metu sustiprina Zymens lokalizacijos
jtaka signalo stiprumui lyginant su CV matavimais, ir gali biiti potencialiai pritaikomas

matuojant zymens nutolimo nuo elektrodo signalg kaip oksidacinés srovés padidéjima.
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ELEKTROKATALIZINIS DNR HIBRIDIZACIJOS SIGNALO STIPRINIMAS
SANTRAUKA

Heterogeninés nukleortig§¢iy hibridizacijos steb¢jimas realiu laiku yra placiai tyrin¢jama
sritis dél jos pritaikymo ligy diagnostikoje, aplinkos monitoringe ir fundamentiniuose tyrimuose.
Elektrocheminés hibridizacijos nuskaitymo metodai yra ypa¢ perspektyvis, nes jie zada puiky
veikimg mazomis sgnaudomis, taip pat paruoSimo ir matavimo protokolo paprastuma ir pritaikyma
didelio nasumo tyrimams. Taciau apraSyti tik keli tyrimai, kurie atlieka elektrocheminj Zymétos
DNR hibridizacijos nuskaityma realiu laiku, o jy laiko skiriamoji geba bei detekcijos ribos nuvilia.

Siuo magistro baigiamojo darbo metu buvo siekiama sukurti veiksminga elektrocheminj
metoda, skirtg stebéti chemiskai padidintg oligonukleotidy hibridizacijos signala realiu laiku. Sio
tyrimo tikslai: pademonstruoti veiksmingg elektrocheminio Zymens, prijungto prie viengrandés
vgDNR, signalo stiprinimg cheminiu budu; jvertinti gautos elektrokatalizinés sistemos tinkamuma
matuoti DNR heterogening hibridizacija realiu laiku ir i§ matavimy duomeny apskaiciuoti
hibridizacijos parametrus; nustatyti, ar pademonstruota elektrokataliziné sistema yra tinkama dviejy
identiSkos sekos oligonukleotidy, kuriy elektrocheminis Zymuo prijungtas skirtinguose galuose,
diferencijavimui.

Eksperimentai buvo atlikti Gyvybés moksly centro (VU) laboratorijose. Sviesos sugerties
matavimai buvo atlikti naudojant BioDrop DUO ir EvolutionTM 300 spektrofotometrus, siekiant
istirti kelis galimus metileno mélio (MB) reduktorius. Reference 600" potenciostatas i§ Gamry
Instruments buvo naudojamas ciklinés voltamperometrijos ir chronoamperometrijos matavimams
atlikti, kurie buvo reikalingi paruosty jutikliy elektrody funkcionalumui jvertinti, taip pat MB
elektrokatalizés efektyvumo hibridizacijos signalo stiprinimui jrodyti. Gauti duomenys buvo
iSanalizuoti ir vizualizuoti naudojant Wolfram Mathematica 11.2.

Rezultatai parodé, kad askorbo riigstis yra veiksmingas metileno mélio (MB) reduktorius ir
igalina elektrokatalizinj cikla, reikalingg DNR hibridizacijos stebéjimui realiu laiku su 1 s laiko
skiriamgja geba. Matavimy rezultatai gali biiti panaudojami hibridizacijos parametry
apskai¢iavimui, pasiektos elektrony pernasos grei¢io konstantos iki 1,02 s. MB pritvirtinimas prie
skirtingy taikinio DNR galy parodé, kad elektrony pernasa pagreitéja, kai po hibridizacijos MB yra
atokiau nuo elektrodo.
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ELECTROCATALYTIC AMPLIFICATION OF DNA HYBRIDIZATION SIGNAL
SUMMARY

Monitoring of heterogeneous nucleic acid hybridization in real time is a widely researched
field due to its applications in disease diagnostics, environmental monitoring, and fundamental
science. Electrochemical hybridization readout methods are particularly promising due to their
promise of excellent performance at low cost, as well as preparation and measurement protocol
simplicity and applicability for high throughput studies. However, there are only a few studies
described that perform electrochemical readout of labelled DNA hybridization in real time, and
their temporal resolution, as well as detection limits, are disappointing,

This master’s thesis aimed to develop an effective electrochemical tool for monitoring the
chemically amplified hybridization signal of oligonucleotides in real time. The goals of this study
were: to demonstrate an effective chemical signal amplification method for an electrochemical label
attached to single-stranded DNA; evaluate the suitability of the electrocatalytic system to measure
DNA hybridization in real time and calculate the hybridization parameters from obtained data; to
determine whether the demonstrated electrocatalytic system is suitable for the differentiation of two
oligonucleotides of identical sequences with an electrochemical label attached at different ends.

Experiments were performed in the laboratories at Life Sciences Center (VU). Light
absorbance measurements were conducted with BioDrop DUO and Evolution™ 300
spectrophotometers to assay several prospective reductors of methylene blue. Reference 600*
potentiostat from Gamry instruments was used to execute cyclic voltammetry and
chronoamperometry measurements which were needed to assess the functionality of prepared
sensing electrodes, as well as prove the effectiveness of MB electrocatalysis for hybridization signal
amplification. Obtained data were analyzed and visualized using Wolfram Mathematica 11.2.

The results showed that ascorbic acid is an effective reducer of MB and can enable the
electrocatalytic cycle needed to amplify the signal of DNA hybridization with electron transfer rates
of up to 1,02 s. Hybridization monitoring with 1 s temporal resolution was achieved, and the
calculation of hybridization parameters from obtained data was demonstrated. MB placement at
different target sSSDNA ends resulted in enhanced electron transfer when MB is positioned distally

from the electrode after hybridization.
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PRIEDAI

1 priedas. Gaudymo zondo oligonukleotidy galimos antrinés struktiiros.
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1 pav. Galimos antrinés zondy struktiiros. A - z1, B — z2. Iliustracijy virSuje pateikiamos dariniy lydymosi
temperatiiros (nekoreguotos pagal druskos koncentracija). Struktiiros sumodeliuotos ir lydymosi temperatiiros
apskai¢iuotos naudojant Integrated DNA Technologies Oligo Analyzer internetinj jrankj
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)
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