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Полиамины представляют собой низкомолекулярные органические молекулы, которые содержат две или более аминогруппы. Они играют важную роль в процессах клеточного роста, деления и выживания. В нормальных клетках уровень полиаминов поддерживается стабильным, но при возникновении злокачественных образований баланс нарушается. В результате полиамины начинают накапливаться в быстро пролиферирующих тканях. Исследования показали, что увеличение уровня полиаминов связано с различными видами рака, такими как рак молочной железы, колоректальный рак, рак легких, рак поджелудочной и другие. Эта взаимосвязь делает полиамины полезными биомаркерами, которые можно использовать для ранней диагностики рака и оценки успеха лечения.
Определение полиаминов в биологических образцах связано с определенными трудностями. Основная проблема заключается в их высокой полярности и отсутствия хромофоров или флуорофоров в структуре молекул, которые могли бы облегчить их обнаружение. Современные методы, такие как высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) с масс-спектрометрией, очень точные, но требуют сложных и длительных подготовительных процессов. Кроме того, для их использования необходимо дорогое оборудование и специальные навыки. Ферментативные методы могут стать хорошей альтернативой. Они отличаются высокой специфичностью, простотой и экспрессностью, что позволит раскрыть потенциал полиаминов как биомаркеров в медицине. Главным компонентом в этих методах станут полиаминоксидазы – ферменты, которые катализируют окисление полиаминов кислородом с выделением пероксида водорода. Это свойство позволяет эффективно использовать их в электрохимических сенсорах, а также разрабатывать фотометрические и флуориметрические методики для определения концентрации полиаминов. Одним из преимуществ данного подхода является возможность обнаруживать диацетилированные производные полиаминов, концентрация которых наиболее явно изменяется при определенных видах рака. Это расширяет возможности неинвазивной диагностики, например, по слюне и моче.
В рамках экспериментальной части работы была проведена оптимизация условий проведения ферментативной реакции. Важным шагом стал подбор подходящего буфера, чтобы создать оптимальные условия для минимизации фонового сигнала. Также были протестированы различные методы остановки реакции, чтобы найти наиболее эффективный способ, который не влияет на дальнейшее считывание сигнала. Учитывая химическую природу ферментов и их высокую склонность к неспецифической адсорбции на поверхностях, в работе был проверен различный лабораторный пластик. Одной из основных проблем стало определение подходящих измерительных планшетов: выяснилось, что в некоторых типах пластика возникают перекисные соединения, которые создают фоновый сигнал и мешают определению целевых молекул. Также был проанализирован вклад возможной пробоподготовки, которая влияет на эффективность и надёжность результатов. Для этого сравнили между собой разные методы депротеинизации (трихлоруксусная кислота с последующей ее экстракцией этилацетатом, обработка ацетонитрилом с последующем упариванием) на модельных растворах и слюне. Для оценки влияния матрицы и методов обработки сравнивали тангенсы углов наклона зависимостей флуоресценции от концентрации добавленных полиаминов между собой и с зависимостью для буферной системы, выбранной для анализа.
