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Определение олигонуклеотидных замен – важнейшая задача в диагностике наследственных заболеваний. В настоящее время метод секвенирования нового поколения широко применяется для решения большого диапазона задач. Используя метод секвенирования, можно определять до 1000 однонуклеотидных полиморфизмов одновременно, однако данный подход характеризуется высокой стоимостью и недостаточной точностью определения в случае сложных мутаций. В связи с этим, для решения рутинных медицинских задач разработка биочипов с низкой плотностью лиганда является перспективным направлением исследования. Медицинские центры остро нуждаются во внедрении в практику высокоэффективных, миниатюрных и обеспечивающих достоверные результаты диагностических тест-систем.

Микрочипы представляют собой тест-системы с высокой аналитической чувствительностью, позволяющие проводить комплексный скрининг биологических веществ с минимальными затратами времени и дорогостоящих реагентов. Общий принцип работы биочипов основан на специфическом связывании молекулы-мишени, находящейся в анализируемом растворе с ее биокомплементарным партнером, точечно расположенным на поверхности твердой матрицы. В данном проекте в качестве подложек использовали закрепленные на поверхности стекла макропористые метакрилатные слои на основе сополимера глицидилметакрилата и этиленгликольдиметакрилата, которые получали методом свободно-радикальной фотоинициируемой полимеризации. В качестве зондов для нанесения на поверхность микрочипа использовали олигонуклеотидные последовательности гена сериновой протеазы (CORIN, rs2271036), выбранные с использованием данных «Ensemble» data base, для осуществления ковалентной иммобилизации в олигонуклеотиды   на стадии синтеза вводили аминолинкер. На поверхность микрочипа зонды наносили с использованием бесконтактного споттера. Варьируемыми параметрами при проведении иммобилизации являлись: концентрация олигонуклеотидов (тестировали: стандартную концентрацию - 50 мкмоль/л и 150 мкмоль/л) и количество наносимых точек (1, 2 и 5). Проводили гибридизацию с флуоресцентно-меченным ПЦР продуктом, для микрочипов на которые была нанесена 1 капля с концентрацией зондов 150 мкмоль/л была проведена серия экспериментов с удвоенным количеством ПЦР продукта. Методом твердофазного флуоресцентного анализа при длине волны 635 нм определяли связывание исследуемой ДНК с зондами. Эффективность анализа на биочипе оценивали по стандартным критериям: относительная интенсивность сигнала и соотношение сигнал/шум.

Разработаны тест-системы на основе трехмерных метакрилатных биочипов с иммобилизованными на поверхности последовательностями олигонуклеотидных лигандов для определения замен в гене сериновой протеазы (CORIN, rs2271036).  Исследуемые генотипы на сконструированных микрочипах были определены корректно. Установлены оптимальные условия для реализации анализа, а именно: увеличение концентрации лигандов в 3 раза от стандартной при нанесении 1 капли, при этом максимальная величина относительной интенсивности сигнала составила 37500, максимальное значение соотношения сигнал/шум 280. Помимо этого, перспективным вариантом является печать 2 капель при стандартной концентрации зондов, при этом величина относительной интенсивности сигнала по сравнению с одинарной печатью увеличивается в 25 раз.
