Sposdb wytwarzania polimeru z promotorowg sekwencja TATAAA w sztucznej kasecie
TATA oraz zastosowanie tego polimeru do rozpoznawania i/lub selektywnego oznaczania

szescionukleotydowej sekwencji DNA

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania polimeru z promotorowag sekwencjg
TATAAA w sztucznej kasecie TATA oraz zastosowanie tego polimeru do rozpoznawania i/lub
selektywnego oznaczania sze$cionukleotydowej sekwencji DNA. W szczegdlnosdci wynalazek
obejmuje zastosowanie tego polimeru do badania jego oddziatywan z wybranymi z biatka
TBP aminokwasami oraz w czujnikach chemicznych do rozpoznawania i/lub selektywnego

oznaczania szescionukleotydowej sekwencji DNA.

Kaseta TATA (ang. TATA box) to sekwencja dwuniciowego DNA (ang. Double-stranded
DNA, dsDNA) wystepujgca w wielu promotorach genéw eukariotycznych. W kasecie tej, w
odlegtosci okoto 25 nukleotyddw od miejsca rozpoczecia transkrypcji, znajduje sie sekwencja
5'-TATAAA-3'. Do sekwencji tej przytacza sie biatko wigzgce TATA (ang. TATA-binding
protein, TBP). Biatko TBP dziata jako element czynnika transkrypcyjnego, ktéry umozliwia

polimerazie RNA rozpoznanie sekwencji promotora TATAAA i rozpoczecie transkrypcji.

Roznorodnos$é zastosowan polimeréw  wdrukowanych  molekularnie, (ang.
molecularly imprinted polymers, MIPs) i ich zalety wskazujg, ze MIP-y mozna bezposrednio
zastosowac jako matryce nici kwaséw nukleinowych. To wdrukowanie molekularne sprawia,
ze wdrukowana pojedyncza ni¢ DNA, spetniajgca role szablonu, odciska swdj slad w
polimerze. Po usunieciu tego szablonu w polimerze pozostaje wneka molekularna, ktéra pod
wzgledem wielkosdci, ksztattu, liczby i orientacji miejsc rozpoznajgcych odpowiada

wdrukowanej sekwencji DNA.

Do budowy MIP ze sztuczng kasetg TATA i jej promotorowg sekwencjg TATAAA
zastosowalismy dwa elektroaktywne monomery funkcyjne, pochodne bitiofenu podstawione
zasadami nukleinowymi - jeden adening (A), 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-
[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metan] 1, a drugi tyming (T), 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-
ylometylo)fenylu 2, oraz monomer sieciujgcy (2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3 -

bitiofen 3. Adeninowy i tyminowy monomer funkcyjny zaprojektowalismy i



zsyntetyzowalismy w celu przytgczenia szablonu TATAAA w kompleksie pre-
polimeryzacyjnym za pomocg parowania zasad typu Watsona-Cricka, A-T i A-T, wedtug

procedury opisanej w naszym zgtoszeniu patentowym nr P. 409328 z dnia 29 sierpnia 2014.

Monomery te uczestniczyly w molekularnym wdrukowaniu oligonukleotydu TATAAA,
zastosowanego jako szablon, za pomocg elektropolimeryzacji. W wyniku tej elektropolimeryzacji
powstat MIP, w ktérym wokdt oligonukleotydu TATAAA wytworzyt sie komplementarny tancuch

heksameru tiofenowego podstawiony zasadami nukleinowymi o sekwencji ATATTT.

Po wyekstrahowaniu oligonukleotydu TATAAA wytworzonego we wnece
molekularnej MIP-u, heksamer ATATTT hybrydyzowat oligonukleotyd TATAAA tworzgc
sztuczng promotorowg sekwencje TATAAA. Hybrydyzowanie to potwierdziliémy za pomoca
wybranych metod analitycznych, w tym pomiaréw opornosci przeniesienia fadunku za
pomocy elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (ang. electrochemical impedance
spectroscopy, EIS), impedimetrycznych pomiaréw pojemnosci (ang. capacitive impedimetry,
Cl) w warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej (ang. flow-injection analysis, FIA),
odbiciowo-absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni (ang. infra-red reflectance-absorption
spectroscopy, IRRAS) i réznicowej woltamperometrii pulsowej (ang. differential pulse
voltammetry, DPV). Opracowanie i przygotowanie warstw MIP z wyekstrahowanym
oligonukleotydem TATAAA oraz ich pofaczenie z odpowiednimi przetwornikami
rozpoznawania chemicznego sygnatu na sygnat analityczny doprowadzito do wytworzenia
selektywnych czujnikow chemicznych do wykrywania pojedynczych niedopasowan
nukleozasad w sekwencji oznaczanego oligonukleotydu. W naszym czujniku chemicznym,
zbudowanym z warstwy rozpoznajgcej kwasy nukleinowe i przetwornika sygnatu
chemicznego, nie ma potrzeby wbudowania znacznika, np. barwnika fluorescencyjnego
niezbednego do tradycyjnego fluorescencyjnego obrazowania DNA {J. Liu, et al., Chem. Rev.
2009, 109, 1948}. W niniejszym wniosku przedstawiamy czujnik chemiczny, ktéry stuzy do

rozpoznawania i selektywnego oznaczania wybranych oligonukleotydéw za pomocg Cl.

Nie usuwajgc wdrukowanego oligonukleotydu TATAAA z warstwy polimeru MIP,
otrzymaliémy polimer z wypetnionymi szablonem wnekami molekularnymi jako matryce
polimerowg z promotorowg sekwencjg TATAAA w sztucznej kasecie TATA. W te] kasecie
grupy fosforanowe i reszty deoksyrybozy czgsteczki szablonu TATAAA nie byty zwigzane z

monomerami funkcyjnymi w kompleksie pre-polimeryzacyjnym. Dlatego do tych miejsc w



sztucznej sekwencji promotorowej TATAAA chetnie przytaczaty sie wybrane czasteczki
aminokwaséw wystepujgce w TBP. Dlatego MIP z wbudowanymi sztucznymi kasetami TATA
moze rozpoczynaé transkrypcje przytaczajac czynniki transkrypcyjne. Znana jest juz
elektrochemiczna platforma wigzgca TBP {Y. Zhang, et al., Analyst 2014, 139, 2193}, lecz do

jej budowy nie zastosowano MIP-6w.

W niniejszym whniosku zgtaszamy réwniez do ochrony patentowej alternatywny sposob
przygotowania rozpoznajgcych oligonukleotydy MIP-6w za pomocg elektropolimeryzacji

monomerdéw funkcyjnych w obecnosci PNA - elektrycznie nienatadowanego analogu DNA.

Zgodnie z wynalazkiem, sposdéb wytworzenia warstwy polimeru z promotorowa
sekwencjg TATAAA w sztucznej kasecie TATA, do rozpoznawania wybranych aminokwaséw
wystepujgcych w biatku wigzgcym TATA (TBP) oddziatujgcych z kasetg TATA, metoda
molekularnego wdrukowania prowadzgcg do wytworzenia polimeréw wdrukowanych
molekularnie (MIP-6w), za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej w warunkach
potencjodynamicznych, gdzie jako monomery funkcyjne do elektropolimeryzacji stosuje sie
4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-[bis(2,2’-bitien-5-ylo)metan] 1 i 1-tyminooctan 4-
(di-2,2'-bitiofen-5-ylometylo)fenylu 2, a jako monomer sieciujgcy stosuje sie (2,4,5,2’,4’,5'-
heksa(tiofen-2-ylo)-3,3 -bitiofen 3, charakteryzuje sie tym, ze jako szablon/analit stosuje sie
szeScionukleotydowg sekwencje DNA Ilub analog DNA, korzystnie peptydowy kwas
nukleinowy (PNA), korzystniej analog oligonukleotydu TATAAA, tj. PNA-TATAAA.

Wedtug wynalazku, do polimeryzacji stosuje sie roztwdr rozpuszczalnikéw
organicznych, korzystnie wody, acetonitrylu, toluenu i propanolu, o stosunku objetosciowym
jak, odpowiednio, 1,5:6:1:1,5, lub w acetonitrylu, zawierajagcy szescionukleotydowg
sekwencje DNA lub analog DNA, odpowiednio, 4-[2-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)etoksy]fenylo-4-
[bis(2,2’-bitien-5-ylo)-metan] 1, 1-tyminooctan 4-(di-2,2'-bitiofen-5-ylo-metylo)fenylu 2,
(2,4,5,2',4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3 -bitiofen 3, korzystnie w stosunku molowym jak,
odpowiednio, 1 : 2,5 : 1,25 : 25, oraz 0,1 M elektrolit podstawowy, korzystnie chloran(VIl)

tetrabutyloamoniowy, (TBA)CIO,.

Wedtug wynalazku, stosuje sie potencjat liniowo zmieniany cyklicznie w zakresie od 0
do 1,5 V, korzystnie w zakresie od 0,50 do 1,25 V, ze statg szybkoscig zawierajgca sie w
przedziale od 5 do 1000 mV/s, korzystnie 50 mV/s.



Ponadto wynalazek obejmuje zastosowanie warstwy rozpoznajgcego polimeru z
promotorowg sekwencjg TATAAA w sztucznej kasecie TATA, otrzymanej sposobem wedtug
wynalazku, do wykrywania i/lub selektywnego oznaczania szescionukleotydowej sekwencji

DNA, w ptynach ustrojowych pacjenta.

Korzystnie wynalazek ma zastosowanie do badaid podstawowych obejmujacych
transkrypcje DNA z udziatem aminokwasdw, takich jak: L-seryna, L-lizyna, kwas L-
glutaminowy, L-asparagina, L-treonina, L-walina, L-fenyloalanina i L-leucyna z warstwa
otrzymanego polimeru, z wykorzystaniem mikrograwimetrii piezoelektrycznej (PM) w

warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej (FIA).

Korzystnie wynalazek ma zastosowanie w inzynierii genetycznej, zwtaszcza do testow

genetycznych przy wezesnym wykrywaniu dziedzicznych chordb genetycznych.

Korzystnie wynalazek ma zastosowanie jako warstwa elementu czujnika chemicznego
do wykrywania i/lub selektywnego oznaczania szescionukleotydowej sekwencji DNA,
w ptynach ustrojowych pacjenta, z wykorzystaniem impedimetrycznych pomiaréw

pojemnosci (Cl) w warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej (FIA).

Korzystnie wynalazek ma zastosowanie do badania efektywnosci wdrukowania a
nastepnie ekstrakcji szablonu TATAAA z warstwy MIP-TATAAA oraz unieruchomienia analitu
TATAAA w warstwie MIPu za pomocg elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS)
pomiaréw opornosci przeniesienia tadunku dla elektrody pokrytej warstwg MIP-TATAAA,
albo rdéinicowej woltamperometrii pulsowej (DPV), albo odbiciowo-absorpcyjnej

spektroskopii w podczerwieni (IRRAS).

Whynalazek jest blizej przedstawiony ponizej w korzystnych przyktadach wykonania, z

odniesieniem do zatgczonych rysunkow.

Schemat 1 Kaseta TATA z wybranymi aminokwasami wystepujgcymi w biatku wigzgcym
TATA, TBP (Y. Kim, J. H. Geiger, S. Hahn and P. B. Sigler, Nature, 1993, 365, 512-
520).

Fig. 1 Krzywe potencjodynamiczne dla acetonitrylowego roztworu 40 pM TATAAA-PNA,
0,05 mM adeninowego monomeru funkcyjnego 1, 0,1 mM tyminowego monomeru
funkcyjnego 2, i 0,2 mM monomer sieciujagcy 3, w 0,1 M (TBA)CIO,, zarejestrowane na

platynowej elektrodzie dyskowej o $rednicy 1 mm dla siedmiu cykli zmian potencjatu w
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Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4.

Fig. 5

zakresie od 0,50 do 1,25 V vs Ag/AgCl. Szybkosé zmian potencjatu wynosita 50 mV/s.

Widma elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) dla prébnika redoks,
0,1 M Kz[Fe(CN)e] i 0,1 M K4[Fe(CN)g], na platynowej elektrodzie dyskowej o srednicy
1 mm, pokrytej warstwg MIP-TATAAA (krzywa 1) przed i (krzywa 2) po ekstrakgcji
szablonu TATAAA oraz (krzywa 3) po zanurzeniu elektrody z warstwg MIP-TATAAA
z wyekstrahowanym szablonem na 15 min do roztworu 50 uM TATAAA. Pomiary EIS
przeprowadzilismy przyktadajgc sinusoidalnie zmienne napiecie o amplitudzie 10 mV
w zakresie czestotliwosci od 0,2 Hz do 500 kHz, przy statym potencjale polaryzacji
elektrody pracujgcej rdwnym potencjatowi obwodu otwartego. Warstwe MIP-TATAAA
osadzilismy w warunkach potencjodynamicznych w trakcie szesciu cykli zmian
potencjatu w zakresie potencjatow od 0,50 do 1,25 V vs Ag/AgCl, przy szybkosci zmian

potencjatu 50 mV/s.

Widma odbiciowo-absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni (IRRAS) dla osadzonej
na poztacanym szkietku mikroskopowym warstwy (1) TATAAA, (2) polimeru
niewdrukowanego (NIP) oraz MIP-TATAAA (3) przed i (4) po ekstrakcji TATAAA za
pomocg 0,1 M NaOH.

Woltamperogramy roznicowej woltamperometrii pulsowej (DPV) dla 0,1 M K4Fe(CN)g
w 0,1 M KNQs, zarejestrowane na platynowej elektrodzie dyskowej o $rednicy 1 mm
pokrytej warstwg MIP-TATAAA (krzywa 1) przed ekstrakcjg i po (krzywa 2) 25-min i
(krzywa 3) 45-min ekstrakcji szablonu TATAAA za pomocg 0.1 M NaOH oraz (krzywa 4)
po zanurzeniu elektrody z warstwg MIP-TATAAA z wyekstrahowanym szablonem do
roztworu 50 uM TATAAA na 15 min. Warstwe MIP-TATAAA osadzilismy w warunkach
potencjodynamicznych w trakcie szesciu cykli zmian potencjatu w zakresie od 0,50 do
1,25 V vs Ag/AgCl, przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV/s. W pomiarach DPV na
zmieniany liniowo od 0,00 do 0,70 V potencjat elektrody pracujgcej naktadane byly
prostokgtne pulsy potencjatowe o amplitudzie 50 mV, o czasie trwania pulsu 100 ms i

skoku potencjatu 5 mV.

(a) Zmiana pojemnosci w czasie dla réznych stezet TATAAA w 0,5 M NaF. Zmiane te
mierzylismy w warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej (FIA) przy potencjale
0,50 V vs Ag/AgCl i czestotliwosci 20 Hz za pomocg chemoczujnika z warstwg MIP-
TATAAA z wyekstrahowanym szablonem TATAAA pokrywajgca platynowg elektrode
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dyskowg o $rednicy 1 mm. 0,5 M NaF, pompowany z szybkoscig 20 pL/min, stuzyt
jako roztwér nosny. (b) Krzywa kalibracyjna dla (1 ) TATAAA, (2 ) TATAGA i (3 ) TATAAG
dla chemoczujnika z wyekstrahowang warstwg MIP-TATAAA oraz (4) TATAAA dla

chemoczujnika z warstwa NIP.

Fig. 6 Zmiany czestotliwosci rezonansowej elektrody Au-QCR pokrytej warstwg MIP-TATAAA
wywotane oddziatywaniami z kwasem L-glutaminowym (Glu), L-seryng (Ser), L-lizyng
(Lys), L-asparaging (Asn), L-treoning (Thr), L-waling (Val) i L-fenyloalaning (Phe). Liczby
na kolumnach histogramu wskazujg liczbe zewnetrznych monowarstw MIP-TATAAA,

przez ktére przenika dany aminokwas.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Przyktad 1
Przygotowanie warstw polimerow wdrukowanych molekularnie za pomocg PNA-TATAAA

Wazne z punktu widzenia biologicznego i medycznego substancje, takie jak biatka, kwasy
nukleinowe, itp., sg rozpuszczalne w roztworach wodnych. Dlatego sg one molekularnie
wdrukowywane za pomocg monomeréw funkcyjnych rozpuszczalnych w roztworach
wodnych. Jednak tworzenie warstw MIP-6w jest efektywniejsze w rozpuszczalnikach
organicznych niz w roztworach wodnych, zwtaszcza wéwczas gdy wdrukowanie szablonéw w
warstwy MIP ma charakter niekowalencyjny, w tym za pomoca wigzan wodorowych. Za
pomocg aprotycznych rozpuszczalnikdw organicznych mozna wyeliminowa¢ wszystkie inne
wigzania wodorowe niz te pomiedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej a czgsteczkami
monomerdw funkcyjnych, uniemozliwiajgce tworzenie kompleksu pre-polimeryzacyjnego.
Takie dogodne mozliwosci rozpoznawania DNA stwarza peptydowy kwas nukleinowy (ang.
peptide nucleic acid, PNA). W niniejszym zgtoszeniu, proponujemy wdrukowanie w warstwe
MIP rozpuszczalnego w rozpuszczalnikach organicznych analogu jednoniciowego DNA (ang.
single-stranded, ssDNA), jakim jest PNA. Jest to alternatywny sposdb przygotowania warstw
MIP-6w w celu selektywnego rozpoznawania oligodeoksyrybonukleotydéw. Na Fig. 1
przedstawione sg krzywe polimeryzacji elektrochemicznej przeprowadzonej w warunkach

potencjodynamicznych, w wyniku ktérej na dyskowe] elektrodzie platynowej osadza sie



warstwa MIP z wdrukowanym PNA-TATAAA. PNA-TATAAA wdrukowano w warstwe MIP-u za
pomocg adeninowego 1 i tyminowego 2 monomeru funkcyjnego. Adeninowy i tyminowy
monomer funkcyjny zaprojektowano i zsyntetyzowano do przytaczania szablonu TATAAA w
kompleksie pre-polimeryzacyjnym za pomocg parowania zasad A-T i A-T typu
Watsona-Cricka, wedtug procedury opisanej w naszym zgtoszeniu patentowym nr P. 409328 z

dnia 29 sierpnia 2014.

Zsyntetyzowanie dwdch nowych pochodnych tiofenu podstawionych zasadami
nukleinowymi otworzyto nowe mozliwosci molekularnego wdrukowania oligonukleotydu
TATAAA za pomocg tworzenia par typu Watsona-Cricka. W ninigjszym zgtoszeniu
przedstawiamy wdrukowanie analogu oligonukleotydu TATAAA, tj. PNA-TATAAA, za pomocg
tworzenia par typu Watsona-Cricka. Po rozwigzaniu problemu wymywania szablonu PNA z
warstwy MIP, mozliwe bedzie rozpuszczenie w jednym rozpuszczalniku organicznym
sktadnikéw kompleksu pre-polimeryzacyjnego i ich elektropolimeryzacja w nieobecnosci
wody. Zaowocuje to opracowaniem nowej procedury przygotowania warstw MIP
wdrukowanych za pomocg szablonu rozpuszczalnego w aprotycznych rozpuszczalnikach
organicznych, takiego jak PNA. Elektropolimeryzja potencjodynamiczna w zakresie
dodatnich potencjatéw znakomicie nadaje sie do wdrukowania PNA-TATAAA w polimer
zbudowany z pochodnych tiofenu z uwagi na zalety tego wdrukowania, takie jak (i) kroétki
czas przygotowania warstwy MIP, wynoszacy zaledwie kilka minut, potrzebny do osadzenia
warstwy za pomocg zaledwie kilku cykli zmian potencjatu, (ii) trwate przywieranie warstwy
MIPu do podtoza o dostatecznej szorstkosci, (iii) tatwa kontrola grubosci warstwy za pomocg
liczby cykli potencjatowych, (iv) tatwa kontrola porowatosci warstwy za pomocg wyboru
odpowiednich sktadnikéw roztworu do elektropolimeryzacji i (v) elektropolimeryzacja w
jednym aprotycznym rozpuszczalniku organicznym ufatwiajgcym polimeryzacje tiofenowych

monomerow funkcyjnych.

Warstwy MIPu wdrukowanego sztucznym oligonukleotydem PNA-TATAAA
osadzilismy z roztworu do elektropolimeryzacji, zawierajgcego szablon PNA-TATAAA, zamiast
TATAAA stosujgc takag samg procedure jak procedura, ktdérg wczesniej opracowalismy do

osadzania warstw MIP-TATAAA.

Warstwy MIPu z wdrukowanym PNA-TATAAA przygotowalismy za pomoca

polimeryzacji elektrochemicznej w warunkach potencjodynamicznych w  zakresie



potencjatéw od 0,50 do 1,25 V vs Ag/AgCl przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV/s. Wzrost
warstwy MIP, zaréwno na platynowej elektrodzie dyskowej jak i na elektrodzie ztotej
krystalicznego rezonatora kwarcowego (ang. quartz crystal resonator, QCR), Au-QCR, o
podstawowej czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, kontrolowaliémy za pomocg liczby cykli
zmian potencjatu. Po zakonczeniu elektropolimeryzacji, warstwy MIP-u obficie przemylismy
acetonitrylem, aby usung¢ z nich nadmiar roztworu elektrolitu podstawowego. Nastepnie z
warstw MIP-6w prébowalismy wyekstrahowa¢ szablon PNA-TATAAA za pomocg 0,1 M NaOH
przez 45 min w temperaturze pokojowej, wedtug procedury opisanej w naszym zgtoszeniu
patentowym nr P. 409328 z dnia 29 sierpnia 2014. Pomimo zastosowania roztworéw o
wysokiej kwasowosci lub zasadowosci, usuwanie szablonu PNA-TATAAA nie powiodto sie. W

przysztosci powrdcimy do badaid wymywania PNA z warstw MIP.

Dlatego do dalszych badan wdrukowaliémy oligodeoksyrybonukleotyd TATAAA w
mieszaninie rozpuszczalnikéw opisanych w naszym zgtoszeniu patentowym nr P. 409328 z
dnia 29 sierpnia 2014. Ponizsze przyktady obejmujg badania warstw MIP-6w wdrukowanych

oligodeoksyrybonukleotydem TATAAA, tj. MIP-TATAAA.

Przyktad 2

Badania efektywnosci wdrukowania a nastepnie ekstrakcji szablonu TATAAA z warstwy
MIP-TATAAA za pomocy pomiarow EIS opornosci przeniesienia fadunku oraz pomiaréw

IRRAS i DPV

Zmierzylismy opornoéé przeniesienia tadunku warstwy MIPu za pomocg EIS. W tym celu na
dyskowej elektrodzie platynowej o $rednicy 1 mm osadzili§my warstwe MIP-TATAAA wedtug
procedury opisanej w naszym zgtoszeniu patentowym nr P. 409328 z dnia 29 sierpnia 2014 .
Pomiary EIS przeprowadziliémy na platynowej elektrodzie dyskowej pokrytej warstwg MIP-
TATAAA z zastosowaniem prébnika redoks, 0.1 M Ks[Fe(CN)s] i 0.1 M K4[Fe(CN)g], przy
potencjale otwartego obwodu i czestotliwosci zmienianej w zakresie od 200 kHz do 100 mHz,
co 10 mHz, i amplitudzie napiecia zmiennego 0,1 mV. Zaleznosci sktadowej urojonej
impedancji od sktadowej rzeczywistej dla prdbnika redoks, zarejestrowane przed i po
ekstrakcji szablonu TATAAA oraz po zanurzeniu elektrody pokrytej warstwg MIP-TATAAA z
wyekstrahowanym szablonem w roztworze analitu TATAAA przedstawia, odpowiednio,

krzywa 1, 2 i 3 na Fig. 2. Krzywa 1 na Fig. 2 to krzywa typowa dla elektrody pokrytej
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wdrukowang oligonukleotydem TATAAA warstwg MIP w postaci duzego pétokregu, ktéry
odpowiada oporowi przeniesienia fadunku (13 kQ). Pétokrgg ten to krzywa teoretyczna
dopasowana do punktéow eksperymentalnych po odpowiednim dobraniu parametréw
elektrycznych zastepczego obwodu Randlesa-Erszlera. Warstwa MIP zawierajgca wdrukowany
oligonukleotyd TATAAA utrudnia transport prébnika redox do powierzchni elektrody. Krzywa
zarejestrowana po ekstrakcji szablonu TATAAA sktada sie z pétokregu i odcinka
prostoliniowego, odpowiednio, w zakresie wysokich i niskich czestotliwosci (Krzywa 2 na
Fig. 2). Srednica tego pétokregu jest mniejsza od $rednicy pétokregu przedstawionego na
Krzywej 1. Oznacza to, ze opér przeniesienia tadunku (2,04 kQ) jest mniejszy w przypadku
warstwy MIPu z usunietym szablonem TATAAA. W przypadku wyekstrahowanej warstwy MIP,
opér ten wzrasta po przytgczeniu analitu TATAAA, do wartosci 2,42 kQ. Nachylenie
(0,58 + 0,01) prostoliniowego odcinka na Krzywej 3 na Fig. 2 w zakresie niskich czestotliwosci
jest mniejsze niz nachylenie (0,65 + 0,01) analogicznego odcinka na Krzywej 2 na Fig. 2. Co
oznacza, ze po usunieciu szablonu TATAAA, w warstwie MIP pozostajg puste wneki
molekularne, dzieki ktérym warstwa ta jest przepuszczalna dla prébnika redoks. Natomiast

po przyftaczeniu analitu TATAAA, przepuszczalnosé warstwy MIP jest mniejsza.

Za pomocg pomiaréw IRRAS zarejestrowano widma dla czterech probek, tj. dla
warstwy TATAAA (widmo I na Fig.3), NIP (widmo 2 na Fig.3) oraz MIP-TATAAA przed
(widmo 3 na Fig. 3) i po (widmo 4 na Fig. 3) ekstrakcji szablonu TATAAA. W widmie 3 mozna
wyrdznié piki odpowiadajgce drganiom wigzah w szablonie TATAAA pomimo znacznego
naktadania sie tych pikdw na piki odpowiadajgce drganiom wigzan polimeru. S to piki o
liczbie falowej 1013 i 1077 cm™ odpowiadajace drganiom rozciagajacym wiazan
ugrupowania, odpowiednio, PO, i P-O-P w skompleksowanym TATAAA {R. Cini, et al., J.
Chem. Soc. Dalton Trans. 1989, 575; H. Takeuchi, et al., J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 392; E.
Mateo-Marti, et al., Biosen. Bioelectron. 2007, 22, 1926}. Piki te byly znacznie nizsze po
ekstrakcji szablonu TATAAA (Widmo 4 na Fig. 3). Powyzsze zmiany w widmie znacznie
uwydatnity sie po normalizacji wysokosci pikdw wzgledem wysokiego piku o liczbie falowej

800 cm™* odpowiadajacemu drganiom wiazari w czasteczce politiofenu.

O usunieciu szablonu TATAAA z warstwy MIP-TATAAA $wiadczg rowniez wyniki badan
DPV (Fig. 4). W badaniach tych zastosowaliémy Fe(CN)s" jako probnik redoks. Okupujace
wneki molekularne MIP-TATAAA czgsteczki szablonu utrudniajg dyfuzje tego prébnika do



powierzchni elektrody. Dlatego pik elektroutleniania Fe(CN)s® byt sttumiony (krzywa I na
Fig. 4). Jednakze po ekstrakcji TATAAA pik ten byt znacznie wyzszy (krzywe 2 i 3 na Fig. 4),
poniewaz oprdznienie wdrukowanych wnek molekularnych utatwito dyfuzje prébnika do
powierzchni elektrody. Po zanurzeniu na 15 min elektrody pokrytej wyekstrahowang
warstwg MIP do roztworu 50 UM TATAAA, pik DPV zmalat (krzywa 4 na Fig. 4). Swiadczy to o
unieruchomieniu analitu TATAAA w warstwie MIPu a przez to o obnizeniu szybkosci dyfuzji

przez te warstwe.

Przyktad 3

Oznaczanie TATAAA w warunkach FIA za pomoca chemoczujnika Cl z warstwa rozpoznajaca

MIP-TATAAA

Pozbawione TATAAA warstwy MIP-TATAAA pokrywajace platynows elektrodg dyskowag o
$rednicy 1 mm zbadali$my za pomocg Cl w warunkach FIA. Roztwér nosny byt pompowany z
szybkoscig 30 pl/min przez przeptywowe naczynko elektrochemiczne o cienkowarstwowym
przeptywie radialnym z zamocowang platynowg elektrodg dyskowg o $rednicy 1 mm w
izolatorze z PTFE. Objetos¢ kazdej zastrzykiwanej prébki wynosita 100 ul. Zastrzykiwane
substancje byty rozpuszczone w roztworze o takim samym sktadzie jak roztwdr nosny, tj. w

0,5 M NaF.

Badania Cl przeprowadziliémy przy stalym potencjale i czestotliwosci pradu
zmiennego rownym, odpowiednio, 0,50 V vs Ag/AgCl i 20 Hz. Przy tej wartosci potencjatu na

elektrodzie nie przebiegat zaden proces faradajowski.

Do oznaczenn TATAAA stuzyt pomiar pojemnosci elektrycznej warstwy podwodjnej, C.
Pojemnos¢ te wyznaczaliSmy ze zmierzone] sktadowej urojonej impedancji, Z", przy statej
czestotliwosci kotowej pragdu zmiennego, ®, i potencjale przytozonym do elektrody, za

pomocg Rownania (1).

z' - — (1)

Zgodnie z oczekiwaniem, po zastrzyknieciu kazdej kolejnej prébki roztworu TATAAA
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pojemnos¢ poczatkowo rosta w miare jak TATAAA wnikat do warstwy MIP-TATAAA (Fig. 5).
Nastepnie pojemnos$é malata powracajgc do swojej pierwotnej wartosci w miare wymywania
TATAAA z warstwy przez nadmiar roztworu nosnego - elektrolitu podstawowego (0,5 M NaF).
Zachowanie to wskazuje na petng odwracalno$¢ wigzania TATAAA w warstwie. Za mierzone
zmiany pojemnosci najprawdopodobniej odpowiedzialne byly zmiany pojemnosci czesci
sztywnej elektrycznej warstwy podwdéjnej z uwagi na znikomy wktad pojemnosci jej czesci
rozmytej do catkowitej pojemnosci warstwy przy tak wysokim stezeniu elektrolitu
podstawowego o nieadsorbujgcych sie specyficznie jonach jak 0,5 M NaF. Dlatego cze$é
sztywng warstwy przyblizyliémy za pomocg modelu Helmholtza. W modelu tym pojemnosc
warstwy podwdjnej jest wprost proporcjonalna do jej przenikalnosci elektrycznej.
Przenikalno$¢ ta rosnie wraz ze wzrostem obsadzenia wnek molekularnych warstwy MIP-

TATAAA przez analit TATAAA.

Wysokos$¢ piku zmian pojemnosci byt proporcjonalny do stezenia TATAAA w roztworze
badanym (Krzywa 1 na Fig. 5). Liniowy zakres stezeniowy rozciggat sie przynajmniej od 0.05
do 2.00 uM spetniajac nastepujace réwnanie regresji liniowej, C (UF cm™) = 0,18 (uF cm™) +
0,014 cramana (LM). W réwnaniu tym craraaa Oznacza stezenie TATAAA w roztworze badanym.
Przy stosunku sygnatu do szumu, S/N =3, warto$¢ LOD wynosita 10 nM TATAAA a czutosé
0,014 uF cm™ ;,Ll\/l'1 ze wspotczynnikiem korelacji 0,99. Niniejsze parametry analityczne
przemawiajg za tym, ze wytworzony czujnik chemiczny nadaje sie do oznaczania sekwencji
TATAAA. Czujnik chemiczny z warstwg MIP byt ~3,2 and ~1,7 razy bardziej czuty wzgledem
analitu TATAAA niz wzgledem oligonukleotydéw TATAAG i TATAGA. Korzystnie dla tych
oznaczen TATAAA, analityczny sygnat Cl byt o wiele bardziej staly w czasie niz sygnat
mikrograwimetrii piezoelektrycznej (ang. piezoelectric micrograwimetry, PM) w oznaczeniach

opisanych w zgtoszeniu patentowym nr P. 409328 z dnia 29 sierpnia 2014 .

Analityczne sygnaty detekcji Cl rejestrowane w postaci pikdw a nie schodkéw
wskazujg, ze wigzanie czgsteczek TATAAA we wdrukowanych wnekach molekularnych
MIP-TATAAA jest w petni odwracalne. Zachowanie to jest korzystne do wytwarzania
czujnikédw chemicznych wielokrotnego uzycia do oznaczania TATAAA. Najnizsza wartos$¢ LOD
dla warstwy MIP-TATAAA o grubosci ~140 nm wynosita 10 nM TATAAA. Osiggnieto jg za
pomoca czujnika FIA-Cl. Czujnik ten lepiej nadaje sie do oznaczania TATAAA niz czujnik FIA-

PM.
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Czujnik FIA-CI mozna zastosowaé w inzynierii genetycznej, zwilaszcza do testdéw

genetycznych przy wezesnym wykrywaniu dziedzicznych choréb genetycznych.

Przyktad 4

Sztuczna sekwencja promotorowa w kasecie TATA i jej powinowactwo do wybranych

aminokwasow

Sposéréd 180 aminokwaséow wchodzgcych w sktad TBP wybralismy aminokwasy oddziatujgce
z promotorowg sekwencjg TATAAA w naturalnej kasecie TATA. Zbadalismy oddziatywania
tych aminokwaséw z warstwg MIP-TATAAA za pomocg PM w warunkach FIA. Warstwa ta
stanowita matryce ze sztucznymi kasetami TATA. Promotorowg sekwencje TATAAA ze
sztucznej kasety TATA rozpoznawaly aminokwasy, takie jak L-seryna, L-lizyna, kwas L-

glutaminowy, L-asparagina, L-treonina, L-walina, L-fenyloalanina i L-leucyna.

Roztworem nosnym byta woda pompowana z szybkoscig 30 ul/min przez oprawke
przeptywowg do QCR za pomocg pompy strzykawkowej. Do zastrzykiwania prébek
roztwordw badanych zastosowano szesciopozycyjny petlicowy zawdr dozujgcy. Objetosé
zastrzykiwanej prébki wynosita 100 ul. W pomiarach PM rejestrowalismy zmiany
czestotliwosci rezonansowej elektrody Au-QCR pokrytej warstwg MIP-TATAAA wywotane

zastrzykami 0,2 M roztwordow aminokwasow wymienionych powyzej (Tabela 1).

Mase aminokwaséw oddziatujgcych z wdrukowang oligodeoksyrybonukleotydem
TATAAA warstwg MIP wyznaczyliémy ze zmian czestotliwosdci rezonansowej, zgodnie z
zaleznoscig Sauerbry'a {D. A. Buttry, et al., Chem. Rev. 1992, 92, 1355}. W ten sposob
wyznaczylismy liczbe moli poszczegdlnych aminokwasdw oddziatujgcych z wdrukowang

oligodeoksyrybonukleotydem TATAAA warstwg MIP (Tabela 1).

Tabela 1. Oddziatywania wdrukowanej oligodeoksyrybonukleotydem TATAAA warstwy MIP
z czasteczkami aminokwasoéw, takich jak: kwas L-glutaminowy (Glu), L-seryna (Ser), L-lizyna
(Lys), L-asparagina (Asn), L-treonina (Thr), L-walina (Val), L-fenyloalanina (Phe) i L-leucyna

(Leu).
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Aminokwas Zmiana Masa aminokwasu Liczba Liczba moli Liczba

czestotliwosci  oddziatujgcego z czgsteczek aminokwasu  zewnetrznych

rezonansowej, warstwa aminokwasu oddziatujgcaz  monowarsw

Hz MIP-TATAAA, oddziatujaca z monowarstwg  MIP-TATAAA

n kasetg TATA? MIP-TATAAA dostepnych

8 dla czgsteczki

aminokwasu
Ser -17 14,7 x 10 2 8,8 x 101 4,0
Lys 22 19,1 x 10 7 3,1x 10 1,0
Glu 22 19,1 x 10 1 4.4 x 10" 7,3
Asn 22 19,1 x 10 2 8,8 x 101 4,0
Thr 7.5 6,5 x 107 3 1,3x 10 1,0
Val -15 13,0 x 10 6 2,6 x 10 1,0
Phe -20 17,3 x 10° 4 1,7 x 10 1,5

Leu Brak sygnatu

?Y. Kim, J. H. Geiger, S. Hahn, and P. B. Sigler, Nature, 1993, 365, 512-520.

W naturalnej kasecie TATA sze$cionukleotydowa sekwencja TATAAA wigze od 2 do 7

czgsteczek wybranych aminokwaséw (Schemat 1).

Wdrukowane oligodeoksyrybonukleotydem TATAAA warstwy MIP tworzg maryce ze
sztuczng promotorowg sekwencjg TATAAA w kasecie TATA. Grupy fosforanowe tej sekwencji
silnie oddziatywujg z dodatnio natadowang czasteczkg L-seryny i L-lizyny (Tabela 1). W naszej
sztucznej kasecie TATA, dwie sferyczne czgsteczki L-seryny i sze$¢ wydtuzonych czgsteczek L-
lizyny oddziatywujg, odpowiednio, z dwoma i szescioma grupami fosforanowymi wdrukowanego

oligodeoksyrybonukleotydu TATAAA, podobnie jak w naturalnej kasecie TATA.

W interpretacji wynikdéw badani oddziatywald aminokwaséw z warstwg MIP-TATAAA

uwzglednilismy $rednice, ksztatt i wilasciwosci chemiczne wybranych aminokwaséw.
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Aminokwasy polarne, takie jak L-asparagina i L-treonina oraz niepolarne, takie jak L-walina i
L-fenyloalanina, oddziatywaty, odpowiednio, z zasadami nukleinowymi oraz resztami
dezoksyrybozy sztucznej promotorowej sekwencji TATAAA z kasety TATA (Tabela 1). Dla
czgsteczek L-asparaginy spadek czestotliwosdci rezonansowej elektrody Au-QCR pokrytej
warstwg MIP-TATAAA byt wiekszy niz dla czgsteczkami L-treoniny (Fig. 6). Natomiast spadek
czestotliwosci dla podtuznych czgsteczek L-fenyloalaniny byt znacznie wiekszy niz dla
czgsteczek kulistej L-waliny ze wzgledu na oddziatywania m - t pierscienia aromatycznego L-
fenyloalaniny z pierscieniami tiofenowymi warstwy MIP (Fig. 6). Co wiecej, wielkos¢ i ksztatt
hydrofobowych grup tetrabutylowych L-leucyny utrudniat jej oddziatywania z wdrukowang
oligodeoksyrybonukleotydem TATAAA warstwg MIP. Dlatego w obecnosci L-leucyny

czestotliwosé rezonansowa elektrody Au-QCR nie ulegta zmianie.

Oszacowalismy liczbe moli poszczegdlnych aminokwaséw oddziatujgcych 2
monowarstwg MIP-TATAAA i gtebokos¢ przenikania czgsteczek aminokwaséw przez warstwe
MIP-TATAAA (Tabela 1). Okazato sie, ze im bardziej kulisty ksztatt aminokwasu tym gtebiej
wnikat on w warstwe MIP-TATAAA. Przykfadowo, kuliste czgsteczki L-seryny i podtuzne
czgsteczki L-lizyny przenikaty na gtebokos¢, odpowiednio, czterech i jednej monowarstwy
MIP-TATAAA. W obliczeniach uwzglednilismy wzgledne pole powierzchni (ang. relative
surface area, Rsa = 4,08 £ 0,2 nm) warstwy MIP-TATAAA wyznaczone za pomocg mikroskopii

sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM).

Stezenie TATAAA w warstwie MIP, réwne ~0,50 M, wyznaczyliémy zgodnie z

procedurg opisang w naszym zgtoszeniu patentowym nr PL 209950 z dnia 9 czerwca 2011.

Dla oddziatywan z pojedynczymi czgsteczkami aminokwaséw, zmiana czestotliwosci
rezonansowej elektrody Au-QCR pokrytej warstwg MIP byla znacznie wieksza dla
aminokwaséw przenikajgcych na gteboko$é od 4 do 7 monowarstw MIP-TATAAA.
Przyktadowo, czgsteczka kwasu L-glutaminowego silnie oddziatuje z czgsteczka adeniny
promotorowe] sekwencji TATAAA w sztucznej kasecie TATA (Fig. 6), dlatego przenika az na
gtebokos$¢ siedmiu monowarstw MIP-TATAAA (Tabela 1). Najprawdopodobniej czgsteczki
kwasu L-glutaminowego obecne w TBP przyczyniajg sie do oddziatywania tego biatka ze

sztuczng kasetg TATA. Dlatego kaseta ta moze uczestniczyé w transkrypcji DNA.

Podsumowujgc, nasza sztuczna promotorowa sekwencja TATAAA z kasety TATA w

warstwie MIP-TATAAA jest rozpoznawana przez aminokwasy oddziatujgce z promotorowa
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sekwencjg TATAAA w naturalnej kasecie TATA.
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