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Разработка биосенсорных платформ на основе олигонуклеотидов является одним из перспективных направлений молекулярной диагностики ввиду широты возможностей их потенциального применения: от выявления инфекционных агентов до генетического скрининга [1]. В зависимости от принципа работы их можно разделить на две группы: детекция в гомогенном растворе и гетерогенный анализ на твердой поверхности. Поверхностная детекция обладает наибольшим потенциалом для дальнейшего развития ввиду ряда преимуществ, таких как снижение фонового сигнала и регенерируемость сенсорной поверхности, что позволяет применять платформу многократно. Подобные системы были успешно продемонстрированы на примере золотых [2] и тканевых [3] подложек. Однако данные материалы не являются универсальными, вследствие высокой стоимости золота и ограничений в повторном использовании целлюлозы. В связи с этим особый интерес представляет выбор альтернативных материалов. Стеклянные поверхности (SiO₂) продемонстрировали свою пригодность для биосенсорных целей благодаря оптической прозрачности, химической стабильности, возможности многоразового использования и совместимости с микрофлюидными устройствами. В данной работе рассматривается метод активации и функционализации стеклянной поверхности альдегидными группами для обеспечения ковалентной иммобилизации ДНК-зондов с высокой плотностью и минимальной неспецифической адсорбцией.
Подготовка стеклянных подложек включала ультразвуковую очистку в ацетоне и изопропаноле, активацию кислородной плазмой, а также силанизацию (3-аминопропил)триэтоксисиланом (APTES). Внедрение альдегидных групп осуществлялось кросс-сшивкой в присутствии 2,5% глутарового альдегида. Для оценки эффективности функционализации на модифицированные субстраты иммобилизовали флуоресцентные олигонуклеотиды (10 мкМ, 5'-NH₂-модифицированные, FAM-меченые). В качестве контроля неспецифического связывания использовали аналогичные зонды без аминогруппы.  Флуоресценцию измеряли на спектрофлуориметре SPARK TECAN (n=4) после отмывки с вычетом фонового сигнала от модифицированной подложки.
Установлено, что предложенный протокол обеспечивает более чем пятикратное увеличение сигнала по сравнению с немодифицированными олигонуклеотидами, что свидетельствует о надежной ковалентной пришивке NH2-ДНК-зондов к альдегидным группам на поверхности стекла. Метод отличается воспроизводимостью и пригоден для создания флуоресцентных биосенсоров, включая интеграцию в портативные устройства для point-of-care диагностики. В рамках дальнейшей оптимизации планируется применение NaBH₄ для стабилизации оснований Шиффа и дополнительного снижения фонового сигнала.
Работа выполнена в рамках гранта Российского Научного Фонда № 25–25–00982. 
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