Nowa sonda DNA zawierajaca pochodne tiofenu i sposéb jej wytwarzania, warstwa
przewodzacego polimeru wdrukowywanego molekularnie zzastosowaniem tych
pochodnych i sposéb jej wytworzenia oraz zastosowanie tej sondy do selektywnego

wykrywania i oznaczania oligonukleotydu TATAAA

Przedmiotem wynalazku sg (a) dwie nowe pochodne tiofenu, (b) sposéb wytwarzania tych
pochodnych, (c) przewodacy polimer wydrukowany molekularnie zawierajgcy te pochodne,
(d) sposdb przygotowania tego polimeru, (e) zastosowanie tego polimeru jako elementu
chemicznego rozpoznawania stuzgcego do wykrywania i selektywnego oznaczania

oligonukleotydu TATAAA (T — tymina, A — adenina).

Stan techniki

Genomika zawdziecza oligonukleotydowi TATAAA 1 (Schemat 1) rozpoczecie transkrypcji.
Ten heksanukleotyd, zawierajacy cztery czgsteczki adeniny (A) i dwie czgsteczki tyminy (T),
charakteryzuje sie sekwencjg promotorowg tych zasad, bez ktorej niemozliwe jest
rozpoczecie transkrypcji.

Co wiecej, transkrypcja nie moze sie rozpoczgé w przypadkowym miejscu na matrycy
DNA {S. Griinberg, et al., Trends Biochem. Sci. 2013, 38, 603; L. Stryer, et al., Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2009}. Miejscem rozpoczecia transkrypcji musi byé poczatek
genu. Sygnaty rozpoczecia transkrypcji sg zawarte w promotorowej sekwencji zasad
nukleinowych, potozonej bezposrednio przed sekwencjg genu, ktéry ulega transkrypcji.
Promotorowe sekwencje nukleotyddw to miejsca specyficznego przytaczania polimerazy
RNA II.

Miejsca promotorowe eukariotycznych gendéw kodujgcych biatka zawierajg sekwencje
zgodne TATAAA w rejonie B125 nukleotyddw od miejsca rozpoczecia transkrypcji. Kaseta
TATA (ang. TATA box) {Y. Kim, et al., Nature 1993, 365, 512} w tych genach, zwana tez kasetg
Hognessa, jest podobna do kasety Pribnowa (o sekwencji zgodnej TATAAT) w genach
prokariotycznych, z tym Ze jest ona zlokalizowana w wiekszej odlegtosci od miejsca
transkrypcji pierwszego nukleotydu niz w genach prokariotycznych (tj. w odleglosci 10

nukleotydéw przed pierwszym nukleotydem ulegajacym transkrypciji).



DNA moze pochtania¢ energie promienistg (co umozliwia rejestrowanie widm
absorpcyjnych UV-vis, IR, NMR i CD), emitowa¢ jg po wzbudzeniu (co umozliwia
rejestrowanie widm fluorescencyjnych), jak i jg rozprasza¢ (co umozliwia rejestrowanie widm
Ramana). Dlatego wszystkie te techniki spektroskopowe sg powszechnie stosowane do

oznaczania DNA.
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Schemat 1. Wzér strukturalny szablonu i analitu, (oligonukleotyd TATAAA 1), zapis skrétowy

substancji przeszkadzajgcych w oznaczaniu TATAAA (oligonukleotydu TATAGA 2 i TATAAG 3).

Do oznaczania DNA coraz czesciej stosuje sie réwniez bioczujniki elektrochemiczne {E.
G. Hvastkovs, et al., Analyst 2010, 135, 1817}. Przyczyng tej rosnacej popularnosci sg ich
zalety, ktére wykazujg w poréownaniu do innych metod oznaczania DNA. Mianowicie,
oznaczenia wykonywane z ich zastosowaniem sg w miare proste, szybkie i stosunkowo czute.
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Whynik tych oznacze# jest dostepny natychmiast po pomiarze, przeciwnie do réznego rodzaju
testow genetycznych czy biologicznych. Przewaznie bioczujniki sg niewielkich rozmiaréw, co
pozwala ograniczy¢ wymagang objetos¢ roztworu probki i odczynnikdéw {G. Bidan, et al.,
Synth. Met. 1999, 102, 1363}. Za pomocga bioczujnikdw mozna oznacza¢ DNA zaréwno w
roztworach wodnych jak i aprotycznych. Co wiecej, koszty produkcji elektrochemicznych
bioczujnikdw do oznaczania DNA i pomiaréw wykonanych z ich pomocg sg o wiele nizsze niz
koszty oznaczed wykonanych za pomocg innych metod analitycznych {E. G. Hvastkovs and D.
A. Buttry, Analyst 2010, 135, 1817; A. Sassolas, et al., Chem. Rev. 2008, 108, 109; E. Paleéek,
et al., Chem. Rev. 2012, 112, 3427}.

Opracowane i wykonane przez nas czujniki do selektywnego oznaczania wybranych
oligonukleotydéw to czujniki chemiczne a nie biochemiczne, poniewaz elementem
rozpoznajgcym jest w nich syntetyczny polimer. Nasze czujniki bedzie mozna zastosowag,
m.in. w inzynierii genetycznej, jako ,chipy” (uktady scalone) DNA, tj. odpowiedniki tzw. sond
molekularnych do testéw genetycznych. W biologii molekularnej, sondy molekularne to
zwigzki chemiczne zdolne do specyficznego przytaczania wykrywanych substancji. Zwigzki te
majg wilasciwosci umozliwiajgce wykrycie tych substancji. Sondy DNA wykrywajg zamiany
pojedynczych nukleotydow w taricuchu DNA prowadzgce do punktowych mutacji. Do takich
nalezy np. mutacja w tancuchu DNA, ktéry koduje faiicuch beta hemoglobiny. Mutacja ta
jest przyczyng anemii sierpowatej. Dzieki testom genetycznym za pomocg niniejszego
wynalazku mozliwe bedzie wczesne wykrycie wielu dziedzicznych chordb genetycznych.
Choroby genetyczne stanowig problem kliniczny w kazdej specjalno$ci medycznej. Na
przyktad w zakresie diagnostyki prenatalnej zalecane jest wykonanie szeregu
diagnostycznych badan genetycznych. Nastepnie, w pierwszych dniach Zzycia noworodka
wykonywane sg testy przesiewowe w kierunku fenyloketonurii i wrodzonej niedoczynnosci
tarczycy.

Nasze badania stworzg nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne, w
szczegblnodci w odniesieniu do chordéb nowotworowych, za ktére odpowiedzialne sg
zmutowane geny. Do nich zwtaszcza nalezg badania obejmujgce blokowanie ekspresji
wybranego genu za pomocg oligonukleotyddw antysensowych. Préby terapeutyczne
wytgczajgce ekspresje gendw odpowiedzialnych za przebieg réznych choréb genetycznych za
pomocg antysensowych oligonukleotydow sg réwniez obiecujgce w angioplastyce naczyi

wieAcowych, w leczeniu chordb neurologicznych oraz niektérych choréb wirusowych i
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choréb wywotanych przez pasozyty.

Ponadto nasze badania moga przyczynic sie do rozwoju nowych technik
wykorzystujgcych mutageneze sterowang oligonukleotydami, a ta moze znacznie usprawnié i
przy$pieszy¢, np. produkcje roslinng.

Naprzeciw powyzszym wyzwaniom diagnostycznym, terapeutycznym czy rolniczym
wychodzg chemoczujniki z warstwg zdolng do selektywnego przytgczania oligonukleotydu o
sekwencji TATAAA w celu jego rozpoznawania. Obiecujgcg metoda przygotowania tych
warstw jest synteza tak zwanych polimeréw wdrukowanych molekularnie (ang. molecularly
imprinted polymers, MIP6w). W ostatnich latach ich zastosowanie do biomimetycznego
rozpoznawania réznych analitéw w celu ich selektywnego oznaczania wzrasta {K. Haupt, et
al., Chem. Rev. 2000, 100, 2495; C. Malitesta, et al., Anal. Bioanal. Chem. 2012, 402, 1827; P.
S. Sharma, et al., Anal. Bioanal. Chem. 2012, 402, 3177}. Jednakie dotychczas nie
zastosowano takiej warstwy do budowy selektywnego chemoczujnika rozpoznajgcego
oligonukleotydowg sekwencje TATAAA {H. Peng, et al., Biomaterials 2009, 30, 2132; S. J. Lj,
et al., Prog. Polym. Sci. 2013, 39, 145}. Polimery przewodzace byty stosowane do oznaczania
DNA, jednakze nie do oznaczania sekwencji TATAAA {N. K. Guimard, et al., Prog. Polym. Sci.
2007, 32, 876; M. Ates, Mater. Sci. Eng., C 2013, 33, 1853; L. A. Thompson, et al., J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 324; K. Sreenivasan, React. Funct. Polym. 2007, 67, 859}. Tak wiec
celowa jest budowa chemoczujnika do wykrywania i selektywnego oznaczania TATAAA,
poprzez opracowanie i wykonanie dedykowanej warstwy MIPu i zastosowanie jej jako
elementu rozpoznajgcego chemoczujnika.

Dlatego celem niniejszego wynalazku jest opracowanie i zsyntetyzowanie zwigzkéw
chemicznych, ktére po spolimeryzowaniu wykorzystuje sie do budowy chemicznego czujnika
do oznaczania oligonukleotydu o sekwencji TATAAA. Kolejnym celem wynalazku jest
opracowanie warstwy polimeru wdrukowanego za pomocg oligonukleotydu TATAAA (MIP-
TATAAA) i metody jej przygotowania oraz jej zastosowanie jako warstwy selektywnie
rozpoznajgcej TATAAA, a nie rdznigce sie jednym nukleotydem sekwencje takie jak TATAGA 2
lub TATAAG 3. Ponadto cel wynalazku polega na zintegrowaniu warstwy tego polimeru z

przetwornikiem sygnatu rozpoznawania chemicznego na sygnat analityczny.

Obecny wynalazek obejmuje zwigzek 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-

[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metan] o Wzorze 4.



Schemat 2. Wzér strukturalny 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-

ylo)metanu] 4.

Ponadto wynalazek obejmuje sposéb wytwarzania 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-

ylo)etoksy]-fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu] 4, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje

nastepujgce etapy:

(1)

(2)

(3)

do wyjsciowej mieszaniny 4-hydroksybenzaldehydu i 1,2-dibromoetanu w
rozpuszczalniku organicznym, korzystnie w acetonie, dodaje sie zasade z grupy
zasad Lewisa obejmujacej wodorotlenki metali alkalicznych i ziem alkalicznych,
korzystnie NaOH i KOH, oraz sole mocnych zasad i stabych kwaséw, korzystnie

weglan potasu, i otrzymuje sie 4-(2-bromoetoksy)benzaldehyd, a nastepnie

ten 4-(2-bromoetoksy)benzaldehyd poddaje sie reakcji z adening w
rozpuszczalniku organicznym, korzystnie w DMF, i otrzymuje sie 4-[2-(6-amino-
9H-puryn-9-ylo)etoksy]benzaldehyd, a nastepnie do tego roztworu dodaje sie
zasade z grupy zasad Lewisa obejmujacej wodorotlenki metali alkalicznych i ziem
alkalicznych, korzystnie NaOH i KOH, oraz sole mocnych zasad i stabych kwaséw,

korzystnie weglan potasu, po czym

roztwdr 2,2'-bisbitiofenu w rozpuszczalniku organicznym, korzystnie w glikolu
etylenowym, poddaje sie reakcji z 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]-
benzaldehydem i kwasem chlorowym(VIl) z wytworzeniem 4-[2-(6-amino-9H-

puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu].



Korzystnie, Etap1 tego sposobu prowadzi sie w atmosferze gazu obojetnego,
w temperaturze w zakresie od 50 do 90 °C, korzystnie w temperaturze 70 °C, przez 12 do 20
godz., korzystnie 16 godz., przy stosunku molowym reagentéw wzgledem 4-
hydroksybenzaldehydu w zakresie od 4 do 8, korzystnie 6,15 dla 1,2-dibromoetanu i od 3 do
9, korzystnie 6,77, dla zasady z grupy zasad Lewisa obejmujgcej wodorotlenki metali
alkalicznych i ziem alkalicznych, korzystnie NaOH i KOH, oraz sole mocnych zasad i stabych
kwasoéw, korzystnie weglan potasu.

Korzystnie, Etap 2 tego sposobu prowadzi sie w atmosferze gazu obojetnego, w
temperaturze w zakresie od 100 do 170 °C, korzystnie w temperaturze 135 °C, a do roztworu
DMF dodaje sie mniej adeniny niz weglanu potasu, korzystnie dziesie¢ razy mniej (w
stosunku molowym).

Korzystnie, Etap 3 tego sposobu prowadzi sie w atmosferze gazu obojetnego w
temperaturze w zakresie od 20 do 30 °C, korzystnie w 25 °C, przez 12 do 20 godz., korzystnie
16 godz., przy stosunku molowym reagentdw wzgledem 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-
ylo)etoksy]benzaldehydu w zakresie od 0,5 do 3,5, korzystnie 2, dla 2,2'-bitiofenu i od 20 do
60, korzystnie 45, dla kwasu chlorowego(VIl).

Ponadto wynalazek obejmuje zwigzek 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-

ylometylo)fenylu o Wzorze 5:

Schemat 3. Wzér strukturalny 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5.

Wynalazek obejmuje réwniez sposdb wytwarzania 1-tyminooctanu 4-(di-2,2'-bitiofen-
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5-ylometylo)fenylu 5, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujgcy etapy.

(1) wyjsciowy roztwér 2,2’-bisbitiofenu w glikolu etylenowym poddaje sie reakc;ji z 4-
karboksybenzaldehydem i kwasem chlorowym(VIl) z wytworzeniem p-bis(2,2'-

bitien-5-ylo)metylobenzoesanu glikolu, a nastepnie

(2) ten p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesan glikolu poddaje sie reakcji z eterem

dietylowym i otrzymuje sie 4-[di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenol, po czym

(3) mieszanine 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylo)metylofenolu i kwasu 1-tyminooctowego w
rozpuszczalniku organicznym, korzystnie chlorku metylenu, poddaje sie reakcji z
N,N'-dicykloheksylokarbodiimidem (DCC), w wyniku czego otrzymuje sie 1-
tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5.

Korzystnie, Etap 1 tego sposobu prowadzi sie w glikolu etylenowym, w atmosferze
gazu obojetnego, w temperaturze w zakresie od 50 do 70 °C, korzystnie w 60 °C, przez 22 do
26 godz., korzystnie 24 godz.,, przy stosunku molowym reagentéw wzgledem 4-
karboksybenzaldehydu w zakresie od 2 do 4, korzystnie ~3, dla 2,2’-bisbitiofenu i od 20 do
60, korzystnie 45, dla kwasu chlorowego(VIl).

Korzystnie, Etap2 tego sposobu prowadzi sie w atmosferze gazu obojetnego,
w temperaturze w zakresie od 20 do 35 °C, korzystnie w temperaturze 25 °C, a nastepnie
dodaje sie eter dietylowy, korzystnie dwa razy wiekszg objetos¢ eteru dietylowego niz kwasu
chlorowego(VIl).

Korzystnie, Etap 3 tego sposobu prowadzi sie w atmosferze gazu obojetnego, w
temperaturze w zakresie od 20 do 30 °C, korzystnie w 25 °C, przez 15 do 21 godz., korzystnie
18 godz., przy stosunku molowym reagentéw wzgledem kwasu 1-tyminooctowego w
zakresie od 0,5 do 3, korzystnie 1,73, dla 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenolu i od 0,5 do 3,
korzystnie 1,64 dla N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC).

Ponadto wynalazek obejmuje polimer rozpoznajgcy, korzystnie w postaci warstwy,
wytworzony metodg wdrukowywania molekularnego, charakteryzujacy sie tym, ze stanowi
ja polimer zawierajacy jako monomery funkcyjne 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-
4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metan] 4 wedtug wynalazku i/lub otrzymany sposobem wedtug
wynalazku oraz 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5 wedtug wynalazku i/lub
otrzymany sposobem wedtug wynalazku oraz jako monomer sieciujgcy (2,4,5,2°,4’,5'-

heksa(tiofen-2-ylo)-3,3’-bitiofen 6.



Wynalazek obejmuje réwniez sposdéb wytworzenia warstwy rozpoznajgcego polimeru,
metodg molekularnego wdrukowania (MIP), za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej w
warunkach potencjodynamicznych, charakteruzyjacej sie tym, ze jako monomer funkcyjny do
elektropolimeryzacji stosuje sie 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-
5-ylo)metan] 4 wedtug wynalazku i/lub otrzymany sposobem wedtug wynalazku i monomer
funkcyjny 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5 wedtug wynalazku i/lub
otrzymany sposobem wedtug wynalazku, monomer sieciujacy (2,4,5,2’,4’,5’-heksa(tiofen-2-
ylo)-3,3 -bitiofen 6.

Korzystnie, jako szablon/analit stosuje sie amine biogeniczng lub oligonukleotyd,
korzystnie oligonukleotyd TATAAA.

Korzystnie, do polimeryzacji stosuje sie roztwdr mieszanych rozpuszczalnikdw,
korzystnie acetonitrylu, wody, toluenu i izopropanolu o stosunku objetosciowym,
odpowiednio, jak 7,5 :1:1:0,5. 14, zawierajacy oligonukleotyd TATAAA 1, 4-[2-(6-amino-9H-
puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metan] 4, 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-
ylometylo)fenylu 5, (2,4,5,2’,4’,5’-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3 -bitiofen 6, korzystnie w stosunku
molowym jak 1 : 2,5 : 1,25 : 25, oraz 0,1 M elektrolit podstawowy, korzystnie chloran(VIl)
tetrabutyloamoniowy, (TBA)CIO,.

Korzystnie, w sposobie tym stosuje sie potencjat jest liniowo zmieniany cyklicznie

w zakresie od 0 do 1,5 V, korzystnie w zakresie od 0,50 do 1,25 V, ze statg szybkoscia
zawierajacg sie w przedziale od 5 do 1000 mV/s, korzystnie 50 mV/s.
Wynalazek réwniez obejmuje zastosowanie warstwy rozpoznajgcego polimeru wedtug
zastrz. 11 i/lub otrzymanej sposobem wedtug wynalazku, jako elementu rozpoznajgcego
czujnika chemicznego do wykrywania i/lub selektywnego oznaczania oligonukleotydu
TATAAA 1, korzystnie w ptynach ustrojowych pacjenta, z wykorzystaniem
piezomikrograwimetrycznego przetwarzania sygnatu chemicznego rozpoznawania TATAAA 1
na sygnat analityczny, lub do tego przetwarzania wykorzystujacy tranzystory polowe z
zewnetrzng bramkg (ang. extended-gate field-effect transistors, EG-FETs).

Ponadto wynalazek ten ma zastosowanie w inzynierii genetycznej, zwtaszcza do testéow
genetycznych, przy wezesnym wykrywaniu dziedzicznych choréb genetycznych, jak réwniez
do testow przesiewowych u noworodkdw w kierunku fenyloketonurii i wrodzonej
niedoczynnosci tarczycy, lub do testéw diagnostycznych i terapeutycznych w odniesieniu do

choréb nowotworowych zwigzanych ze zmutowanymi genami, albo do przyspieszania
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produkgcji roslinnej poprzez mutageneze sterowang oligonukleotydami.

Schemat 4. Wzor strukturalny monomeru sieciujgcego, (2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-

3,3 -bitiofenu 6.

Do wytworzenia MIP wykorzystano zwigzki przedstawione na Schemacie 3. Sg to nowo
zsyntetyzowane na  potrzeby niniejszego  wynalazku:  4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-
on)etoksy]fenon—4—[bis(2,2’—bitien—5—y|o)metan] 4 i 1-tyminooctan 4—(di—2,2’—bitiofen—5—
ylometylo)fenylu 5. Oba te zwigzki stuzyty jako monomery funkcyjne, przytaczajagce za
pomocyg wigzah wodorowych typu par Watsona-Cricka zasady nukleinowe oligonukleotydu
TATAAA 1 (Fig.1). Pary Watsona-Cricka tworzg sie pomiedzy fragmentem tyminowym
zwigzku 5 i fragmentem adeninowym oligonukleotydu TATAAA 1 oraz fragmentem
adeninowym monomeru funkcyjnego 4 i fragmentem tyminowym TATAAA 1. Jako monomer
sieciujgcy zastosowano 2,4,5,2’,4’,5-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3 -bitiofen 6 w celu nadania
strukturze polimeru odpowiedniej sztywnosci. Wszystkie zastosowane zwiazki, tj. 4, 516,
zawierajg wswojej strukturze fragmenty tiofenowe zdolne do elektrochemicznej
polimeryzacji. Te fragmenty pozwolity na wytworzenie, w kontrolowany sposéb, cienkich
warstw polimeru z przytagczonym oligonukleotydem, MIP-TATAAA.

Zastosowane monomery funkcyjne i sieciujgce umozliwiajg przygotowanie kompleksu
TATAAA 1 z odpowiednimi monomerami funkcyjnymi w roztworze do polimeryzacji, a
nastepnie wytworzenie warstwy polimeru MIP-TATAAA. Struktura i sktad kompleksu pre-
polimeryzacyjnego byly modelowane za pomocg obliczed kwantowo-chemicznych. W
dalszej kolejnosci przygotowanie roztworu do polimeryzacji elektrochemicznej wymagato
rozpuszczenia wszystkich jego sktadnikéw o réznej polarnosci w tym samym roztworze oraz
zapewnienia warunkéw elektropolimeryzacji takich, aby wytworzone w jej trakcie

kationorodniki tiofenu nie ulegaty rekombinacji. Do tego celu roztwér rozpuszczalnikdw,
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takich jak acetonitryl, woda, toluen i izopropanol, zmieszano w stosunku objetosciowym jak,
odpowiednio, 7,5:1:1:0,5. Nastepnie przeprowadzono elektrochemiczng polimeryzacje w
warunkach potencjodynamicznych z zastosowaniem powyzszego roztworu. Pozwolito to na
efektywne osadzenie warstw MIP-TATAAA lub polimeru niewdrukowanego (ang. non-
imprinted polimer, NIP) dobrze przylegajagcych do przewodzacego podioza. Warstwy te
osadzono na powierzchni dwéch réznych przetwornikdw sygnatu chemicznego. Nastepnie z
osadzonych wartsw MIP-TATAAA usunieto szablon oligonukleotydu TATAAA 1. W ten
sposdb przygotowano elementy rozpoznajgce tych chemoczujnikdéw. W jednym z nich
przetwornikiem byt kwarcowy rezonator krystaliczny (ang. quartz crystal resonator, Au-QCR),
z dyskowg elektrodg ztotg o $rednicy 5 mm, elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej (ang.
electrochemical quartz crystal microbalance, EQCM). W pomiarach mikrograwimetrii
piezoelektrycznej (ang. piezoelectric micrograwimetry, PM) przeprowadzonych za pomoca
tej mikrowagi, jako analityczny sygnat detekcji wykorzystuje sie zmiane czestotliwosci
rezonansowej. Przetwornikiem drugiego chemoczujnika byt tranzystor polowy z zewnetrzng
bramka (EG-FET). Sygnat detekcji oligonukleotydu TATAAA 1 w roztworze badanym zwigzany
jest z wypetnieniem a nastepnie opréznieniem luk molekularnych polimeru przez czgsteczki
analitu TATAAA 1. W pierwszym chemoczujniku jako sygnat detekcji stuzyta zmiana
czestotliwosci rezonansowej Au-QCR proporcjonalna do zmian masy polimeru. W drugim
natomiast jako sygnat detekcji wykorzystano zmiane pradu Zrédto-dren tranzystora
polowego. Zmiana ta byta wywotana przez sorpcje analitu TATAAA 1 w warstwie MIP-
TATAAA osadzonej na tej bramce.

Opracowane i wykonane chemosensory wykazujg wysokg selektywnos$¢ oznaczania
TATAAA 1 wzgledem zwigzkdw przeszkadzajgcych, takich jak oligonukleotydy z zamienionym
przynajmniej jednym nukleotydem. Przyktadowo, czutos¢ oznaczania TATAAA 1 jest znacznie

wyzsza niz oligonukleotydu TATAGA.

Whynalazek jest blizej przedstawiony ponizej, w korzystnych przyktadach wykonania,

z odniesieniem do zatgczonego rysunku, na ktérym:
Fig. 1 przedstawia (a) proponowany wzér strukturalny kompleksu 1 z monomerami
funkcyjnymi 4 i 5 oraz (b) model szkieletowy zoptymalizowanego za pomocg teorii
funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory, DFT) na poziomie B3LYP/3-

21G(*) fragmentu TA sekwencji TATAAA skompleksowanego dwoma monomerami

10



Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

funkcyjnymi, 4i 5,

przedstawia krzywe potencjatowej zaleznosci (a) pradu jak rowniez zmian (b)
czestotliwosci rezonansowej i (c) rezystancji dynamicznej réwnoczesnie
zarejestrowanych w trakcie osadzania warstwy MIP-TATAAA, za pomoca
elektropolimeryzacji w warunkach potencjodynamicznych, na elektrodzie ztotej
rezonatora kwarcowego o podstawowej czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, przy
czym polimeryzacja ta prowadzona byta w 0,04 mM 1, 0,1 mM 4, 0,05 mM 5,1 mM 6
w 0.1 M (TBA)ClO4, w roztworze rozpuszczalnikéw, acetonitrylu, wody, toluenu i
izopropanolu, zmieszanych w stosunku objetosciowym jak, odpowiednio, 7,5:1:1:
0,5, w zakresie potencjatéw od 0,50 do 1,25V vs Ag|AgCl, przy szybkosci zmian

potencjatu 50 mV/s,

przedstawia  wysokiej rozdzielczosci widma rentgenowskiej spektrospopii
fotoelektronowej (XPS) w zakresie energii wigzania elektronu P 2p dla warstwy MIP-
TATAAA osadzonej na ptytce szklanej z napylonym ztotem (a) przed (krzywa 1) i po
(krzywa 2) ekstrakcji oligonukleotydu TATAAA 1 za pomocg 0,1 M NaOH przez 3 godz.
w temperaturze 25 °C. Dla poréwnania, (b) przedstawia widmo XPS (krzywa 3) dla
warstwy TATAAA 1 przygotowanej przez nakroplenie na takg ptytke a nastepnie
odparowanie 40 pM TATAAA w mieszaninie rozpuszczalnikdw, acetonitrylu, wody,

toluenu i izopropanolu a warunki osadzania podane sg w opisie do Fig. 1,

przedstawia dwuwymiarowe zdjecie mikroskopii sit atomowych (AFM) warstwy
polimeru MIP-TATAAA osadzonej na ptytce szklanej z napylonym ztotem w warunkach
osadzania podanych w opisie do Fig. 3, przy czym pole widzenia wynosito (0,5 x 0,5)

2
um®,

przedstawia zmiany pradu zrédfo-dren w czasie po kolejnym dodaniu prébek wodnych
roztworéw oligonukleotydu TATAAA o rdéznych objetosciach, zarejestrowane za
pomocg czujnika EG-FET z bramkg pokrytg (1) warstwg MIP-TATAAA z
wyekstrahowanym nastepnie oligonukleotydem TATAAA 1 lub (2) warstwg NIP, przy
czym napiecie zrédto-dren i bramki wynosito, odpowiednio, 1,7 i 1,50 V a zmiany te

rejestrowano w warunkach stacjonarnych,

przedstawia krzywe kalibracyjne oznaczania oligonukleotydu TATAAA 1
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skonstruowane z wykorzystaniem pomiaréw wykonanych za pomocg czujnika EG-FET
pokrytego (1) warstwg MIP-TATAAA z nastepnie wyekstrahowanym oligonukleotydem
TATAAA 1 oraz (2) warstwg NIP, przy czym parametry pomiaru byty identyczne jak te

podane w opisie do Fig. 5,

Fig. 7 przedstawia krzywe kalibracyjne oznaczania (1) oligonukleotydu TATAAA 1 oraz (2)
oligonukleotydu TATAGA skonstruowane z wykorzystaniem pomiaréw wykonanych za
pomocg czujnika EG-FET z bramkg pokrytg warstwg MIP-TATAAA z nastepnie
wyekstrahowanym oligonukleotydem TATAAA 1 oraz (3) warstwg NIP, przy czym

parametry pomiaru byty identyczne jak te przedstawione w opisie do Fig. 5,

Fig. 8 przedstawia zmiane czestotliwosci rezonansowej w czasie dla zastrzykiwanych préobek
roztworow o objetosci 200 uL i o roznych stezeniach oligonukleotydu TATAAA, przy
czym zmiana ta byta mierzona w warunkach analizy przeptywo-wstrzykowej (FIA) dla
warstwy MIP-TATAAA z wyekstrahowanym oligonukleotydem TATAAA pokrywajgcej
elektrode ztotg rezonatora kwarcowego o podstawowe]j czestotliwosci rezonansowej
10 MHz a 0,1 M bufor fosforanowy (pH = 7,5), pompowany z szybkoscig 35 puL/min,

stuzyt jako roztwér nosny,

Fig. 9 przedstawia krzywa kalibracyjng oznaczania oligonukleotydu TATAAA skonstruowang
za pomocg czujnika  piezomikrograwimetrycznego z  Au-QCR  pokrytym
wyekstrahowang warstwg MIP-TATAAA, przy czym parametry pomiaru byly

identyczne jak te przedstawione w opisie do Fig. 8.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Wykonanie wynalazku jest zilustrowane za pomocg szesciu korzystnych przyktadéw

wykonania przedstawionych ponizej.

Przyktad 1

Wytwarzanie monomeru funkcyjnego 4, 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-

[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu]

Metoda trdjetapowej syntezy monomeru funkcyjnego (4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-

ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu]) 4 zostata opracowana w ramach

12



niniejszych badan, na ich potrzeby, w sposdb nastepujgcy.
Etap 1. Synteza 4-(2-bromoetoksy)benzaldehydu (Schemat 5)

4-Hydroksybenzaldehyd (1,30 g, 10,64 mmoli) i 1,2-dibromoetan (8,00 g, 42,58 mmoli)
rozpuszczono w acetonie (100 mL). Nastepnie dodano K,COs; (8,80 g, 63,67 mmoli) i
mieszano przez 16 godz. w temperaturze 70 °C. Po odparowaniu rozpuszczalnika, surowy
produkt oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym. Jako eluent zastosowano roztwédr heksanu i chloroformu w stosunku
objetoséciowym jak 4 : 1. Otrzymano 1,20 g czystego produktu (Wydajnos$¢ 32 %). 'H NMR
(CDCl3) 69,70 (s, 1H), 7,65 (d, 2H), 6,83 (d, 2H), 4,20 (t, 2H), 3,50 (t, 2H).

1

Br

CHO

Schemat 5. Wzér strukturalny 4-(2-bromoetoksy)benzaldehydu.

Etap 2. Synteza 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]benzaldehydu (Schemat 6)

Adenine (300 mg, 2,22 mmoli) i K,CO3 (3,00 g, 21,7 mmoli) dodano do DMF (100 mL) i
mieszano przez 1 godz. w temperaturze 130 °C. Po odparowaniu rozpuszczalnika, surowy
produkt oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym. Jako eluent zastosowano roztwér chloroformu i metanolu w stosunku
objetoséciowym jak 4 : 1. Otrzymano 350 mg czystego produktu (wydajnosé¢ 44 %). 'H NMR
(CDCl3) 6 8,18 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 9,75 (s, 1H), 7,70 (d, 2H), 6,95 (d, 2H), 4,30 (t, 2H), 3,88 (t,
2H).
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Schemat 6. Wzér strukturalny 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]benzaldehydu.
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Etap 3. Synteza 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu]
(Schemat 7)

Przygotowano zawiesine 2,2’-bistiofenu (220 mg, 1,32 mmola) i 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-
ylo)etoksy]benzaldehydu (100 mg, 371,33 mola) w glikolu etylenowym (50 mL). Do
zawiesiny tej dodano 70% kwas chlorowy(VIl) (8,2 mL) i mieszano jg przez 16 godz. w
temperaturze 60 °C. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, do mieszaniny reakcyjnej
dodano nadmiar chlorku metylenu. Nastepnie mieszanine przemyto nasyconym roztworem
Na,COs, po czym wodg. Wreszcie wysuszono jg siarczanem sodu i odparowano do sucha.
Surowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie wypetnionej
zelem krzemionkowym. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu. Otrzymano 20 mg
czystego produktu (Wydajnosé¢ 6%). 'H NMR (CDCls) § 8,17 (s, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,22 (d, 2H),
7,15 (d, 2H), 7,06 (dd, 2H), 6,97 (dd, 2H), 6,94 (d, 2H), 6,78 (d, 2H), 6,70 (d, 2H), 5,76 (s, 1H),
4,78 (t, 2H), 4,42 (t, 2H). ESI-MS, M. cz. obliczona dla C3gH»3NsoS4: 597,80, wyznaczona:
598,08.
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Schemat 7. Wzér strukturalny 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksylfenylo-4-[bis(2,2’-bitien-

5-ylo)metanu] 4.

Przyktad 2

Otrzymywanie monomeru funkcyjnego 5, 1-tyminooctanu 4-(di-2,2'-bitiofen-5-

ylometylo)fenylu

Dwuetapowa synteza monomeru funkcyjnego, 1-tyminooctanu 4-(di-2,2'-bitiofen-5-
ylometylo)fenylu 5 zostata opracowana w ramach niniejszych badani, na ich potrzeby,

w sposob nastepujgcy.

Etap 1. Synteza 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenolu (Schemat 8)

Przygotowano zawiesine 2,2’-bitiofenu (4,00 g, 24,06 mmoli) i 4-hydroksybenzaldehydu (1,47
g, 12,07 mmoli) w glikolu etylenowym (200 mL). Do zawiesiny tej dodano 60% kwas
chlorowy(VIl) (25 mL) i mieszano jg przez 24 godz. w temperaturze 60 °C. Po ochtodzeniu do
temperatury pokojowej dodano do niej eter dietylowy (50 mL) i otrzymany roztwér przemyto
dwa razy wodg (po 100 mL), a nastepnie solankg (50 mL). Po wysuszeniu siarczanem
magnezu, rozpuszczalnik odparowano pod obnizonym cisnieniem. Surowy produkt
oczyszczono za pomocyg chromatografii cieczowej na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym. Jako eluent zastosowano roztwdr heksanu i octanu etylu o stosunku
objetosciowym zmienianym w kolejnosci jak 9:1-8:1-57:1-56:1. Otrzymano 2,00 g
jasnofioletowego produktu (Wydajnos¢ 38 %) o t.t. 71 °C z rozktadem. '*H NMR (400 MHz,
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CDCls) 6 7,26-7,20 (m, 1H), 7,16 (dd, J = 5,1, 1,0 Hz, 1H), 7,08 (dd, J = 3,6, 1,0 Hz, 1H), 7,00
(d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 5,1, 3,6 Hz, 1H), 6,83-6,77 (m, 1H), 6,74 (dd, J = 3,6, 0,8 Hz,
1H), 5,70 (s, 1H), 4,86 (s, 1H), 1,61 (s, 1H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 154,9, 146,8, 137,6,
137,0, 135,5, 129,8, 127,9, 126,8, 124,3, 123,6, 123,3, 115,6, 47,2.

Schemat 8. Wzér strukturalny 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenolu.

Etap 2. Synteza 1-tyminooctanu 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5 (Schemat 9)

4-(Di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenol (610,1 mg, 1,4 mmoli) i kwas 1-tyminooctowy (352,4
mg, 1,93 nmoli) rozpuszczono w chlorku metylenu (14 mL). Do otrzymanego roztworu
dodano roztwor DCC w chlorku metylenu (2,8 mL, 1,0 M) i mieszano przez 18 godz.
Nastepnie chlorek metylenu odparowano. Ze statej pozostatosdci przygotowano zawiesine w
metanolu (30 mL) i gotowano jg pod chtodnicg zwrotng przez 1 godz. Wytrgcony osad
odsgczono na gorgco i przemyto metanolem. Otrzymano 724,4 mg biatego produktu o t.t.
191 °C z rozktadem. (wydajnos¢ 86%). "H NMR (400 MHz, DMSO) & 11,45 (s, 1H), 7,70-7,34
(m, 5H), 7,34-6,96 (m, 8H), 6,87 (s, 2H), 6,11 (s, 1H), 4,77 (s, 2H), 1,78 (s, 3H). *C NMR (100
MHz, DMSO) 6 167,1, 164,2, 151,0, 149,0, 145,8, 141,4, 140,8, 136,3, 136,0, 129,3, 128,2,
127,2,125,3,123,9, 123,5, 121,7, 108,8, 48,6, 45,7, 11,9.
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Schemat 9. Wzér strukturalny 1-tyminooctanu 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 5.

Przyktad 3
Obliczenia kwantowo-chemiczne dla kompleksu TATAAA 1 z monomerami funkcyjnymi 4i 5

Strukture kompleksu oligonukleotydu TATAAA 1 z monomerami funkcyjnymi 4 i 5 o réznych
stosunkach molowych zoptymalizowano (Fig. 1b) a wartosci funkcji termodynamicznych jego
tworzenia obliczono za pomocg teorii funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory,
DFT) w przyblizeniu B3LYP/3-21g* przy zastosowaniu oprogramowania Gaussian 09 {M. J.
Frisch, et al., Gaussian, Inc.,, Wallingford, CT, USA 2009}. Przeprowadzone obliczenia
wskazaty, ze kompleks o stosunku molowym oligonukleotydu TATAAA: 4 : 5 jak,
odpowiednio, 1 : 2,5 : 1,25, jest trwaty. Zmiana catkowitej swobodnej entalpii tworzenia
kompleksu fragmentu TA sekwencji TATAAA z dwoma z monomerami funkcyjnymi 4 i 5

wynosi, AG = -256,64 kJ mol™.

Przyktad 3
Osadzanie warstw MIP-TATAAA na roznych elektrodach badanych

Warstwy MIP-TATAAA wytworzono za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej w warunkach
potencjodynamicznych w zakresie potencjatéw od 0,50 do 1,25V vs Ag|AgCl przy szybkosci
zmian potencjatu 50 mV/s. Do polimeryzacji zastosowano roztwdr mieszaniny
rozpuszczalnikéw, acetonitrylu, wody, toluenu i izopropanolu, o stosunku objetosciowym jak,

odpowiednio, 7,5:1:1:0,5, zawierajgcy oligonukleotyd TATAAA 1, 1-tyminooctan 4—(di—2,2’—
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bitiofen-5-ylometylo)fenolu 5, 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2 -bitien-
5-ylo)metan] 4 o stosunku molowym jak, odpowiednio, 1 : 2,5 : 1,25. Stosunek ten przyjeto
na podstawie przeprowadzonych obliczen kwantowo-chemicznych opisanych w Przykfadzie 2,
powyzej. Stezenie oligonukleotydu TATAAA 1 wroztworze mieszaniny rozpuszczalnikdw,
acetonitrylu, wody, toluenu i izopropanolu, o stosunku objetosciowym jak, odpowiednio, 7,5
:1:1:0,5, wynosito 3,04 mM. Aby wdrukowane w polimerze luki molekularne byty trwate,
do roztworu do polimeryzacji dodano monomer sieciujgcy 6 o stosunku molowym
oligonukleotydu TATAAA 1 do monomeru sieciujgcego jak 1 :25. Przewodnos¢ roztworu do
polimeryzacji zapewnit elektrolit podstawowy, 0,1 M chloran(VIl) tetrabutyloamoniowy,
(TBA)CIO4. W tak przygotowanym roztworze umieszczono odpowiednig elektrode badang, na
ktorej osadzono polimer MIP-TATAAA kontrolujgc jego grubos¢ za pomocg liczby cykli zmian
potencjatu. Warstwe MIP-TATAAA osadzono na platynowej elektrodzie dyskowej o srednicy 1
mm, na elektrodzie ztotej Au-QCR, o podstawowe]j czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, lub
tez na ptytce szklanej z naparowang warstwa ztota na podktadzie tytanowym. Przygotowane
w celach poréwnawczych warstwy polimeru niewdrukowanego (ang. non-imprinted polymer,
NIP) osadzono 1z roztworu do elektropolimeryzacji nie zawierajgcego szablonu
oligonukleotydu TATAAA stosujgc takag samag procedure jak procedura zastosowana do
osadzania warstw MIP-TATAAA.

W celu osadzenia warstwy MIP-TATAAA na elektrodzie ztotej Au-QCR zastosowano
elektropolimeryzacje w warunkach potencjodynamicznych za pomocg szesciu cykli zmian
potencjatu w zakresie od 0,50 do 1,25 V vs Ag|AgCl przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV/s
(Fig. 2). W trakcie osadzania, na krzywej zaleznosci pradu od potencjatu widoczny byt prad
anodowy zwigzany z utlenianiem monomeréw przy potencjale powyzej 0,9 V i pik anodowy
przy potencjale 1,0 V (Fig.2a). W kolejnych cyklach zmian potencjatu natezenie pradu
spadfo od 0,9 do 1,1 V w zwigzku z osadzeniem warstwy polimeru o coraz wyzszej opornosci.
Na krzywych zaleznosci pragdu od potencjatu nie obserwowano pragdéw katodowych, ktére
odpowiadaty redukcji powstajgcego polimeru. Oligonukleotyd TATAAA 1 jest
elektrochemicznie nieaktywny w zastosowanym zakresie potencjatéw.

Rejestrowane réwnoczesnie ze zmianami pradu zmiany czestotliwosci rezonansowe;j
Au-QCR (Fig. 2b) wskazaty, ze utlenianiu monomerow towarzyszyt spadek czestotliwosci
rezonansowej. Ten spadek wywofany byt wzrostem masy Au-QCR w wyniku osadzania

polimeru. Czestotliwo$¢ malata w kazdym cyklu po osiggnieciu potencjatu pradu piku.
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Spadek czestotliwosci w kolejnych cyklach towarzyszyt spadkowi pradu utleniania. Wskazuje
to na wzrost opornosci warstwy polimeru wraz ze wzrostem grubosci warstwy.

W celu przeprowadzenia pomiaréw elektrochemicznych, warstwe MIP-TATAAA
osadzono rowniez na platynowej elektrodzie dyskowej o srednicy 1 mm. Natomiast w celu
scharakteryzowania warstwy i przygotowania chemoczujnika EG-FET, warstwe te osadzono
na ptytce szklanej z warstwg zfota napylong na podkfadzie tytanowym. W tych badaniach
zastosowano takg samg procedure osadzania MIP-TATAAA jak opisana powyzej procedura
zastosowana do osadzania warstwy na elektrodzie ztotej Au-QCR.

Zardwno na Au-QCR, na elektrodzie platynowej jak i na ptytkach ztotych, w wyniku
polimeryzacji powstawafa brgzowa warstwa o dobrej przyczepnosci do podtoza. Tak
naniesione warstwy przemyto acetonitrylem w celu usuniecia z nich $ladéw elektrolitu

podstawowego i niespolimeryzowanych monomeréw.

Ekstrakcja oligonukleotydu TATAAA z warstw MIP-TATAAA

W celu oprdznienia luk molekularnych w polimerze, z osadzonych warstw MIP-TATAAA
wyekstrahowano szablon oligonukleotydu TATAAA za pomocg 0,1 M NaOH w ciggu 3 godz. w
temperaturze 25 °C. Do ekstrakcji zastosowano roztwdr o tej wtasnie kwasowosci z uwagi na
dysocjacje podwdjnych taincuchéw DNA na pojedynicze przy wysokich wartosciach pH.
Postep ekstrakcji szablonu monitorowano za pomocg rentgenowskiej spektroskopii
fotoelektrondw (XPS) w zakresie energii wigzania elektronédw atomu fosforu. W tym zakresie
dla warstwy przed ekstrakcjg wystepowaty dwa piki o energii wigzania 133,6 i 134,5 eV (Fig.
3a) odpowiadajace elektronom, odpowiednio, 2ps/; i 2p1/, atomu fosforu {A. Jaramillo, et al.,
Analyst 1999, 124, 1215}. Potwierdzajg one obecnos¢ TATAAA 1 w warstwie MIP-TATAAA,
jako ze w badanym uktadzie tylko TATAAA 1 zawiera fosfor. Pikow fosforu nie byto w widmie
po ekstrakcji TATAAA 1 (Fig. 3b), co potwierdza catkowite usuniecie oligonukleotydu TATAAA
z warstwy polimeru. Uzyskane wyniki wskazujg na skutecznos$¢ usuwania szablonu
oligonukleotydu TATAAA 1 z polimeru i umozliwiajg oszacowanie czasu niezbednego do

catkowitego usuniecia oligonukleotydu TATAAA 1 z polimeru.

Morfologia warstwy MIP-TATAAA

W celu okredlenia grubosci i szorstkosci, warstwe MIP-TATAAA osadzono na ptytkach
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szklanych pokrytych ztotem za pomocg procedury opisanej w Przyktadzie 4, powyzej.
Warstwe te osadzono za pomocg szesciu cykli zmian potencjatu a nastepnie szablon TATAAA
1 wyekstrahowano wedtug procedury opisanej w Przyktadzie 4, powyzej. Nastepnie
zarejestrowano zdjecia mikroskopii sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM)
powierzchni warstw i na ich podstawie okreslono ich grubosé i szorstkos¢. Zdjecia wykonano
w trybie ScanAsyst za pomocg mikroskopu AFM Nanoscope V firmy Bruker (RFN)
sterowanego oprogramowaniem Multimode w wersji 8. Dwuwymiarowe zdjecie obszaru
powierzchni (0,5 x 0,5) pm? warstwy MIP-TATAAA (Fig. 4) pokazuje, ze warstwa zbudowana
jest z nieregularnych agregatéw o wymiarach kilkudziesieciu nanometréw. Osadzona
warstwa MIP-TATAAA ma grubo$¢ 230 nm a jej szorstko$é wyrazona za pomocg parametru

R; wynosi 2,6 nm.

Przyktad 5

Oznaczanie oligonukleotydu TATAAA 1l za pomocag czujnika chemicznego w postaci
tranzystora polowego z zewnetrzng bramka (EG-FET) pokryta warstwg MIP-TATAAA
rozpoznajgca oligonukleotyd TATAAA 1

W celu przygotowania czujnika EG-FET do oznaczania oligonukleotydu TATAAA 1 w
roztworze badanym, warstwe MIP-TATAAA osadzono na ptytce szklanej pokrytej warstwg
ztota na podtozu tytanowym stosujgc procedure opisang w Przyktadzie 4, powyzej.
Powierzchnia i grubo$¢ osadzonej warstwy wynosita, odpowiednio, ~0,7 cm? i ~230 nm. Z
tak osadzonej warstwy wyekstrahowano szablon oligonukleotydu TATAAA 1 wedtug
procedury opisanej w Przyktadzie 4, powyzej. Nastepnie ptytke z tg warstwg podtgczono do
bramki komercyjnego tranzystora polowego tak, aby tworzyta tzw. zewnetrzng bramke
(extended gate) {C.-P. Chen, et al., Anal. Chem. 2011, 83, 1938}. Ptytke te umieszczono w
naczynku elektrochemicznym, w ktdrym umieszczano réwniez elektrode odniesienia w
postaci drutu platynowego tworzgcg bramke elektrochemiczng. Do naczynka wlano wode
dejonizowang. Elektrode odniesienia podtagczono do dwukanatowego zrédta wymuszajgco-
pomiarowego model 2636A firmy Keithley. Natomiast zrédfo i dren tranzystora polowego
oraz zewnetrzng bramke podtaczono do drugiego kanatu tego 7rddta. Nastepnie w tak
przygotowanym uktadzie pomiarowym zarejestrowano charakterystyki tranzystora,

zaleznosci pradu zrédto-dren (isq) od napiecia zrédto-dren (Usq) w zakresie od 0 do 5,0 V przy
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zadanym napieciu bramki, Uz = 1,50 V.

Po kazdym dodaniu roztworu oligonukleotydu TATAAA 1 rejestrowano krzywg isg - Usg |
mierzono wzrost granicznego pradu Zrédto-dren isgim. Wzrost ten wywofany byt
zwiekszaniem ilosci no$nikéw fadunku w obszarze bramkowym tranzystora wskutek zmiany
tadunku warstwy polimeru MIP-TATAAA zwigzanej z selektywng absorpcjg oligonukleotydu
TATAAA 1 w tej warstwie. Na podstawie tych pomiaréw skonstruowano krzywg zaleznosci
pradu granicznego, isqiim, 0d czasu przy Uy = 1,7V i Uy = 1,50 V (Fig. 6). Zgodnie z
oczekiwaniem, po dodaniu kazdej kolejnej prébki roztworu oligonukleotydu TATAAA 1, isq jim
wzrastat w miare jak oligonukleotyd TATAAA wigzany byt w warstwie MIP-TATAAA. Dla
poréwnania, pomiary takie przeprowadzono z zastosowaniem ptytki szklanej z napylonym
ztotem pokrytej warstwa polimeru NIP (krzywa 2, Fig. 6). Dla tego polimeru, isqjim malat
proporcjonalnie do stezenia oligonukleotydu TATAAA w roztworze. Jednakze bezwzgledne
zmiany isim byly znacznie mniejsze niz w przypadku zastosowania zewnetrznej bramki
pokrytej polimerem MIP-TATAAA. Liniowy zakres stezeniowy rozciggat sie przynajmniej od
0,10 do 7,5 uM (Fig. 7). Wyznaczona czutosé tego chemoczujnika wynosita 3,57 x 10" nAcm’
2 ;,Ll\/l'1 ze wspdiczynnikiem korelacji 0,92 a jego wykrywalnos$é, przy stosunku sygnatu do
szumu, S/N = 3, wynosita 330 nM TATAAA 1. Ponadto, z nachylenia krzywych kalibracyjnych
wyznaczono warto$é pozornego wspédtczynnika wdrukowania oligonukleotydu TATAAA 1
mierzonego stosunkiem czutosci chemoczujnika z warstwg MIP-TATAAA do czutosci czujnika
z warstwg NIP. Wspodtczynnik ten byt bardzo wysoki, wynosit bowiem 33.

W celu wyznaczenia selektywnosci chemoczujnika EG-FET przeprowadzono serie
pomiaréw z zastosowaniem pokrytej ztotem szklanej plytki z osadzong warstwg MIP-
TATAAA, po wyekstrahowaniu szablonu, oligonukleotydu TATAAA. W pomiarach tych do
naczynka dodawano wodne roztwory oligonukleotydu TATAGA 2 jako substancje
przeszkadzajgcg.  Krzywag kalibracyjng skonstruowang na podstawie tych pomiaréw
przedstawia Fig. 7. Po dodaniu kolejnej porcji roztworu TATAGA, i im Nieznacznie spadata.
Jest to efekt przeciwny do obserwowanego w przypadku oligonukleotydu TATAAA. Wskazuje
on na niewielkie zmniejszanie liczby no$nikdéw tadunku w obszarze bramkowym tranzystora
w wyniku tylko nieznacznej absorpcji oligonkleotydu TATAGA w warstwie polimeru MIP-
TATAAA.

Wyznaczone parametry analityczne przemawiajg za tym, ze wytworzony czujnik

chemiczny EG-FET nadaje sie do oznaczania oligonukleotydu TATAAA w uktadach
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biologicznych.

Przyktad 6

Oznaczanie oligonukleotydu TATAAA 1 w warunkach FIA za pomocg chemoczujnika PM z

warstwa rozpoznajacag MIP-TATAAA

Do oznaczania oligonukleotydu TATAAA 1 w warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej
(ang. flow-injection analysis, FIA) za pomocg chemosensora piezomikrograwimetrycznego
(PM) zastosowano przetwornik Au-QCR pokryty warstwg MIP-TATAAA o grubosci ~230 nm,
zgodnie z procedurg opisang w Przyktadzie 4, powyzej. Objetos$é kazdej prébki
zastrzykiwanego roztworu wynosita 250 ul.  Zastrzykiwane substancje rozpuszczono w
roztworze o takim samym sktadzie jak roztwér nosny, tj. w 0,1 M buforze fosforanowym
(pH = 7,0). Szybkos¢ przeptywu roztworu noénego wynosita 35 puL min™.

Wyniki pomiaréw pokazane sg na Fig. 8. Dla dostatecznie sztywnych warstw MIP-
TATAAA zmiana czestotliwosci rezonansowej, Af, jest przeciwna do zmian masy, Am, zgodnie

z zaleznoscig Sauerbry'a, Rownanie 1 {D. A. Buttry, et al., Chem. Rev. 1992, 92, 1355}.

2fo°Am

Af = - )
A (Hy )" W

W réwnaniu tym f, oznacza podstawowg czestotliwo$¢ rezonansowg rezonatora
kwarcowego. Dla zastosowanych w naszych badaniach rezonatoréw kwarcowych,
fo=10MHz.  Akustycznie czynna powierzchnia stosowanych Au-QCR, A., wynosita
0,1963 cm®. Pozostate wielkosci w Réwnaniu 1 to Uq - modut Scinajgcy monokrysztatu
kwarcu o cieciu AT (2,947 x 1011 gs*cm™) i Pq - gestosé kwarcu (2,648 gcm™). Zmiany
lepkosci i gestosci warstw MIP-TATAAA w trakcie pomiaru mozna zaniedba¢ {A. Pietrzyk, et
al., Anal. Chem. 2009, 81, 10061}.

Zarejestrowane krzywe zmian Af w czasie dla Au-QCR pokrytego warstwg MIP-
TATAAA (krzywa 1, Fig. 8) i NIP (krzywa 2, Fig.8) wykazujg spadek czestotliwosci
rezonansowej po zastrzyknieciu kazdej kolejnej porcji oligonukleotydu TATAAA 1. Za ten
spadek odpowiedzialny byt wzrost masy polimeru wynikajacy z wnikania oligonukleotydu
TATAAA1l do wdrukowanych Iluk molekularnych MIP-TATAAA. Poniewaz pomiar

prowadzony byt w warunkach FIA, nadmiar roztworu nos$nego nastepnie wyptukiwat
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oligonukleotyd TATAAA 1 z warstwy prowadzac do wzrostu czestotliwosci rezonatora do
poziomu sygnatu tta (tj. do spadku jego masy). Pomiary te wskazujg na odwracalne wigzanie
analitu w warstwie MIP-TATAAA. Wysoko$¢ piku zmian czestotliwosci byta zalezna do
stezenia TATAAA w roztworze badanym przynajmniej w zakresie od 2 do 25 uM (Fig. 9).
Wykrywalnos¢ chemoczujnika PM z warstwg MIP-TATAAA, wyznaczona dla dla S/N =3,
wynosita 18 nM TATAAA 1, a jego czutoé¢ -5,09 Hz cm™ pM™ ze wspétczynnikiem korelacji
0,98.

Tak wiec wykrywalno$é chemoczujnika PM jest wyzsza niz chemoczujnika EG-FET, co
przemawia za tym, ze wytworzony chemiczny czujnik PM nadaje sie do oznaczania

oligonukleotydu TATAAA 1 w uktadach biologicznych.

Whioski

Obliczenia  kwantowo-mechaniczne  wykazaty mozliwos¢  tworzenia  kompleksu
oligonukleotydu TATAAA zaréwno z kazdym z monomerdw funkcyjnych z osobna, jak tez z
obydwoma monomerami rownoczesnie. Wyniki obliczed dajg wglad w strukture i
stechiometrie tworzonego kompleksu pre-polimeryzacyjnego.

Zsyntetyzowano dwie nowe pochodne bis(2,2’-bitien-5-ylo)metanu, jedna z fragmentem
tyminowym a druga — adeninowym, zdolne do wdrukowania molekularnego nie tylko
oligonukleotydu TATAAA ale i innych amin biogenicznych lub oligonukleotyddw.

Elektropolimeryzacja potencjodynamiczna w zakresie dodatnich potencjatéw jest
przydatna do wytwarzania warstw polimerdw tiofenowych molekularnie wdrukowanych za
pomocy oligonukleotydu TATAAA. Opracowana metoda polimeryzacji pozwala na szybkie
przygotowanie warstw MIP o znacznej grubosci (200-300 nm) trwale przylegajgcych do
przewodzacego podtoza zaréwno o znacznej (Au-QCR) jak i nieznacznej szorstkosci (Au/szkto,
elektrody platynowe). Metoda ta pozwala na dogodng kontrole grubosci i porowatosci
otrzymanych warstw za pomocg liczby cykli zmian potencjatu oraz doboru odpowiednich
sktadnikdw porogenicznych roztworu do elektropolimeryzacji (np. rodzaju elektrolitu
podstawowego).

Opracowana i wykorzystana metoda osadzania warstw polimeru molekularnie
wdrukowanego oligonukleotydem TATAAA umozliwia tatwg ich integracje z przetwornikami

sygnatu chemicznego, takimi jak chemoczute tranzystory polowe z zewnetrzng bramka (EG-
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FET) i przetworniki piezomikrograwimetryczne.

Z pomiaréw piezomikrograwimetrycznych w warunkach analizy przeptywowo-
wstrzykowej wynika, ze wigzanie oligonukleotydu TATAAA w lukach molekularnych polimeru
MIP-TATAAA jest odwracalne. Swiadczy o tym pojawianie sie pikéw na krzywej zmian
czestotliwosci rezonansowej Au-QCR pokrytego warstwg MIP-TATAAA w funkcji czasu po
zastrzyknieciu kolejnych porcji roztworu oligonukleotydu TATAAA. Oznacza to, ze
chemoczujnik ten moze byé urzadzeniem wielokrotnego uzycia. Ponadto pomiary za
pomocg chemoczujnika PM w obecnosci substancji przeszkadzajgcych, takich jak
oligonukleotyd TATAGA, wykazuja, ze oznaczanie TATAAA jest wysoce selektywne.

Sposéréd dwdch zbudowanych w ramach wynalazku chemoczujnikéw, chemoczujnik
PM wykazat wyzszg wykrywalno$é oligonukleotydu TATAAA. Wynosita ona 18 nM TATAAA 1.
Wykrywalno$é chemosensora EG-FET rowniez byta wysoka i wynosita 330 nM TATAAA 1.
Wykrywalnosci obu chemoczujnikdéw sg wystarczajgce do oznaczania oligonukleotydu
TATAAA 1 w uktadach biologicznych. Dodatkowo czujniki te pracujg w srodowisku wodnym,

co utatwia ich zastosowanie do oznaczen nukleotyddéw w ptynach ustrojowych.
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