Получение спектрально различимых микросфер для проточной цитометрии с помощью оптического кодирования флуоресцентными нанокристаллами.
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Перспективы развития современной клинической диагностики связаны с разработкой подходов для одновременного высокочувствительного многопараметрического анализа биомаркеров заболеваний. Несмотря на то, что традиционные клинические протоколы позволяют с высокой точностью определять аналиты в биологических жидкостях человека, данные подходы остаются трудоемкими и времязатратными, что делает актуальным разработку технологий многопараметрической дифференциальной детекции, позволяющих детектировать большие количества биомаркеров за один анализ [1,2]. Технологически такой подход может быть реализован в суспензионных микрочипах на основе оптически кодированных микросфер [3,4].
Целью данной работы было создание размерно и спектрально различимых популяций микросфер для создания суспензионных микрочипов.
Для оптического кодирования полимерных микросфер были получены водорастворимые полупроводниковые нанокристаллы (НК), состава CdSe/ZnS (ядро/оболочка) с максимумами флуоресценции на длинах волн 534 нм и 593 нм. Гидродинамический диаметр и ζ-потенциал полученных НК измеряли методом динамического светорассеяния. В качестве базовых микроструктур для проведения процедуры кодирования использовали монодисперсные меламин-формальдегидные микросферы размеров 4.02, 6.1, 8.24 m с отрицательным поверхностным зарядом. Микросферы оптически кодировали путем формирования на них многослойной оболочки из разнозаряженных полиэлектролитов: поликатиона поли(аллиламина гидрохлорида) (ПАГ), а также полианионов поли(стиролсульфоната натрия) (ПСС) и полиакриловой кислоты (ПАК); - в которую был включен слой карбоксилированных НК.  Были получены оптически кодированные микросферы, имеющие оболочку структуры: (ПАГ/ПСС)2/КТ/ПАГ/ПСС/ПАГ/ПАК. Полученные микросферы были охарактеризованы методами динамического светорассеяния, флуоресцентной микроскопии и проточной цитометрии.
Таким образом, было получено шесть популяций микросфер, различающихся по размеру и спектральному коду, характеризующихся высокой гомогенностью,  коллоидной стабильностью и дифференциальными оптическими свойствами. Уникальные фотофизические свойства НК позволяют эффективно возбуждать фотолюминесцентные сигналы различных типов микросфер светом одной длиной волны, при этом микросферы четко разделяются в стандартных каналах проточного цитометра. 
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