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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность проблемы. Для решения фундаментальных и практиче-

ских задач современной науки в области молекулярной биологии, биотех-
нологии и молекулярной диагностики особое внимание уделяется исследо-
ваниям, направленным на создание простых в экспериментальном отноше-
нии, недорогих, чувствительных и селективных методов анализа, обеспечи-
вающих быстрое выявление биомолекул-маркеров в образце. 

Биосенсорные устройства – аналитические системы, сочетающие в себе 
перечисленные качества. Роль биосенсора – обеспечить платформу, позво-
ляющую перевести факт обнаружения аналита (образования комплекса 
олигонуклеотидный зонд/мишень, антиген/антитело, лиганд/рецептор и др.) 
в регистрируемый сигнал. Для достоверной регистрации сигнала биосенсо-
ры должны обладать высокой чувствительностью и специфичностью по 
отношению к определяемому компоненту. При этом чувствительность сен-
сора главным образом зависит от способа детекции аналита, а специфич-
ность – от природы взаимодействия иммобилизованных на биосенсоре мо-
лекул с аналитом. Повышение эффективности гетерофазного анализа био-
молекул возможно практически на каждом этапе создания и работы биосен-
сора, начиная с иммобилизации молекул на твердотельные носители до ге-
нерации сигнала анализа. Следует отметить, что не для всех молекул суще-
ствуют природные аффинные агенты, обеспечивающие образование ком-
плекса и выявление аналита. В таких случаях в качестве распознающего 
элемента биосенсора могут выступать искусственные конструкции, способ-
ные к специфичному молекулярному распознаванию. К таким конструкци-
ям можно отнести молекулярно импринтированные полимеры (МИПы).  

Цель работы – исследование перспектив использования различных ти-
пов материалов в качестве твердотельных подложек для гетерофазного ана-
лиза биомолекулярных объектов (главным образом, нуклеиновых кислот 
(НК) и белков), а также разработка и оптимизация подходов к их быстрому 
и специфичному выявлению. 

В ходе данной работы необходимо было решить следующие задачи: 
 провести скрининг быстрых и эффективных способов иммобилизации 
биомолекул (НК и белков) на твердотельные носители различной природы 
(кремниевыe слайды и микроканальные матрицы (МКМ), микрочастицы из 
органических и неорганических полимеров, полимерные мембраны), осно-
ванных на использовании химически активированных или неактивирован-
ных подложек, в том числе с привлечением фотоиндуцируемых процессов; 
 изучить процесс генерации сигнала гибридизационного анализа ДНК в 
гетерофазном формате, проводимого при ограниченном удлинении олиго-
нуклеотидов на ДНК-матрице с помощью ДНК зависимой ДНК-
полимеразы Thermus aquaticus (Taq ДНК-полимеразы) в изотермических 
условиях (минисеквенирование); 
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 разработать перспективные ДНК-диагностические подходы к высоко-
селективному гетерофазному анализу вариабельных сайтов в составе нук-
леиновых кислот с помощью биочипов низкой плотности, создаваемых на 
основе капроновых мембран в качестве носителя и пригодных для геноти-
пирования вирусных инфекций; 
 разработать подход к получению молекулярно импринтированых по-
лимеров (МИПов) на основе нейлона-6 (капрона) для специфичного связы-
вания различных биомолекулярных маркеров, в том числе белковой и нук-
леотидной природы. 

Научная новизна и практическая ценность работы. Представленная 
работа является детальным и систематическим исследованием этапов, необ-
ходимых при разработке диагностических систем для селективного анализа 
биомолекулярных маркеров нуклеотидной и белковой природы.  

В настоящей работе исследована эффективность иммобилизации биомо-
лекул (нуклеиновых кислот, белков) на различные химически активирован-
ные или неактивированные твердотельные носители. Определен ряд факто-
ров, влияющих на данный процесс и позволяющих значительно оптимизиро-
вать схему быстрого и эффективного получения гетерофазных носителей, 
несущих на поверхности иммобилизованные биомолекулы. 

Детально изучен процесс генерации сигнала гибридизационного анализа 
НК в реакциях ограниченного удлинения олигонуклеотидных зондов в соста-
ве комплементарных комплексов с анализируемой ДНК в изотемпературных 
условиях. Показана возможность амплификации сигнала анализа при сохра-
нении его сиквенс-специфичности. Предложена кинетическая схема процесса 
мечения зонда в режиме минисеквенирования ДНК при постоянной темпера-
туре, позволяющая оценивать эффективность образования сигнального про-
дукта в зависимости от условий гибридизации, длины и структуры зонда и 
продукта его ферментативного удлинения. 

Предложен новый подход к получению молекулярно импринтированных 
полимеров (МИПов) из раствора капрона в 2,2,2-трифторэтаноле, содержащем 
молекулы-шаблоны. Показано, что создаваемые МИПы способны к специфич-
ному распознаванию различных низко- и высокомолекулярных шаблонов. 

На основе результатов проведенного исследования предложены прото-
типы диагностических платформ для селективного анализа биомолекуляр-
ных маркеров нуклеотидной и белковой природы с использованием различ-
ных методов генерации сигнала. 

Публикации и апробация работы. По материалам диссертации опуб-
ликовано 10 печатных работ. Результаты работы были представлены на 
российских и международных конференциях, в том числе: Международная 
конференция «Физико-химическая биология», Новосибирск, 2006, 2011; 
15th International symposium «Nanostructures: physics and technology», 
Novosibirsk, 2007; II Международный Молодежный Медицинский конгресс 
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«Санкт-Петербургские научные чтения-2007», Санкт-Петербург, 2007; IV 
съезд Российского общества биохимиков и молекулярных биологов, Ново-
сибирск, 2008; The sixth international conference on bioinformatics of genome 
regulation and structure, Novosibirsk, 2008; Международный междисципли-
нарный симпозиум «От экспериментальной биологии к превентивной и 
интегративной медицине», г.Судак, Украина, 2008; Первый, Второй и Тре-
тий международные форумы по нанотехнологиям Rusnanotech, Москва, 
2008, 2009, 2010; Международная конференция «Химическая биология – 
фундаментальные проблемы бионанотехнологии», Новосибирск, 2009; Ме-
дицинская геномика и протеомика, Новосибирск, 2009; 8th International 
Meeting on Recognition Studies in Nucleic Acids, Sheffield, UK, 2010. 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, обзора 
литературы, экспериментальной части, изложения результатов и их обсуж-
дения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 191 страницах, 
содержит 92 рисунок и 13 таблиц. Библиография включает 335 литератур-
ных источника. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
1. Оптимизация протоколов иммобилизации олигонуклеотидов на 
твердотельные носители 

Иммобилизацию аминосодержащих олигонуклеотидов, отличающихся 
по длине и составу, осуществляли на твердотельные носители, несущие на 
своей поверхности различные реакционно-способные группы (табл. 1). 
Таблица 1. Твердотельные носители и активирующие агенты 

Тип носителя Активирующий агент Иммобилизуемый зонд 5′-3′ 
S1 Стекло-C(O)Su* 
S2 Стекло**-C(O)Su 
P1 ДМЭГ-C(O)Su 
P4 ДМЭГ***-C(O)Su 

– 

P2 ДМЭГ-NH2 1,1′-карбонилдиимидазол 
P3 ДМЭГ-NH2 1,4-фенилендиизотиоцианат 

Z1 pGCATCAAG-NH2 
Z2 pATTTGGGCGTGCCCC-NH2 

S3 Nucleosil 100-5-NH2 2,4,6-трихлор-1,3,5-триазин 
P5 Латекс-C(O)H – 

Z3 pTCAGGCAGTACCA-
CAAGGCC-NH2 

*Su – остаток N-оксисукцинимида; **стеклянный носитель с порами контролируемого размера раз-
ных производителей; ***разные партии полимерных микрочастиц на основе метакрилата (ДМЭГ). 

С целью увеличения эффективности иммобилизации олигонуклеотидов на 
поверхность твердотельных носителей было исследовано влияние на этот про-
цесс NaCl, различных четвертичных солей аммония, в том числе катионных 
детергентов цетилтриметиламмонийбромида (ЦТАБ) и додецилтриметилам-
монийбромида (ДТАБ), а также анионного (SDS) и неионных (Твин-20 и Три-
тон Х-100) детергентов. Было показано, что в водных средах эффективная им-
мобилизация (на любую из исследуемых поверхностей) олигонуклеотида, со-
держащего концевую аминогруппу, происходила только в присутствии ЦТАБ 
и ДТАБ (рис. 1). Влияние ЦТАБ и ДТАБ на протекание гетерофазной реакции, 
вероятнее всего, связано с экранированием активных групп на поверхности 
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носителя от контакта с водой и со способностью данных солей концентриро-
вать (осаждать) олигонуклеотид на поверхность носителя (рис. 1А). 
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Рис. 1. Схема взаимодействия ЦТАБ с олигонуклеотидом и поверхностью твердо-
тельного носителя (А). Эффективность иммобилизации олигонуклеотидов на разные 
носители в водном растворе при 25ºС в присутсвии 22 мМ ЦТАБ или ДТАБ (Б). 

Таким образом, предложен простой подход к повышению эффективности 
ковалентной иммобилизации олигонуклеотидов на химически активированные 
твердотельные носители в вводных условиях, основанный на введении в реак-
ционную смесь катионных детергентов, например, ЦТАБ и ДТАБ. 

Из рассмотренных активирующих агентов для дальнейшего использо-
вания при разработке сенсорных поверхностей был выбран 2,4,6-трихлор-
1,3,5-триазин, поскольку данный реагент позволяет проводить эффектив-
ную иммобилизацию как олигонуклеотидов, так и белков на широкий круг 
носителей, а активированная им поверхность стабильна в течение продол-
жительного времени. Предложенный подход к иммобилизации биомолекул 
использован при разработке систем селективного анализа биомолекуляр-
ных маркеров нуклеотидной и белковой природы. С использованием скани-
рующей эллипсометрии регистрировали увеличение толщины слоя при им-
мобилизации белков на кремниевую пластину. После обработки такой по-
верхности, несущей, например, иммобилизованные антивидоспецифичные 
антитела (кроличьи антитела против иммуноглобулинов мыши), видоспе-
цифическим иммуноглобулином происходит усиление детектируемого сиг-
нала (рис. 2), что свидетельствует о возможности использования скани-
рующей эллипсометрии для прямой детекции белок-белковых взаимодей-
ствий (label-free детекция). 

 
 
 
 
УФ-иммобилизацию олигонуклеотидных зондов (ОЗ) на капроне ис-

следовали с использованием в качестве базового протокола методику нане-
сения растворов олигонуклеотидов на капроновую мембрану, смоченную 5 
М раствором NaCl, с последующим облучением ее УФ-светом (254 нм) 

Рис. 2. Результаты эллипсометрического скани-
рования кремниевой пластины с иммобилизован-
ными антителами до (А) и после (Б) обработки 
видоспецифическим иммуноглобулином. 
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ртутных ламп низкого давления [Калачиков С.М. и др., 1992]. На данном 
этапе использовали нативный ОЗ (Z4) и модифицированные ОЗ (Z5, Tn^Z4, 
Tn^Z5), содержащие в углеводно-фосфатном остове ненуклеотидную 
вставку на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля (мостиковые ОЗ). Дан-
ную гибкую вставку использовали в качестве звена, модифицирующего 
сиквенс-специфическую часть Z5, и/или линкера, отделяющего олиготими-
дилатный домен Tn (n=3 или 10) от основной части зонда (рис. 3). 

нанесение
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Максимальная длина Тn составила 10 звеньев (Т10-домен), поскольку, с 
нашей точки зрения, такое количество дополнительных пиримидиновых 
остатков, с одной стороны, незначительно увеличивает стоимость олиго-
нуклеотида и, с другой стороны, превосходит число тимидиновых остатков 
в сиквенс-специфической части типичных ОЗ длиной 20-30 звеньев. По-
следнее обстоятельство должно в значительной степени повысить вероят-
ность иммобилизации зонда именно через тимидилатный домен, обеспечив 
при этом функциональную целостность и доступность сиквенс-
специфической части олигонуклеотида для взаимодействия с НК (рис. 3). 

Матрицу точек на поверхности капроновой мембраны формировали 
при нанесении растворов зондов в концентрациях от 10-4 до 10-7 М (рис. 
4А). Для анализа эффективности УФ-зависимой иммобилизации в каждую 
точку был добавлен 5'-[γ-32P]-меченый аналог соответствующего ОЗ в по-
стоянной (10-8 М, не менее 250 Бк) концентрации. Дозу УФ-облучения мем-
браны варьировали от 0.088 до 1.33 Дж/см2, что соответствовало выдержи-
ванию мембраны под источником УФ-света (мощностью 30 Вт) в течение 
2-30 минут. Эффективность иммобилизации ОЗ рассчитывали как отноше-
ние необратимо связавшегося с мембраной зонда к общему количеству оли-
гонуклеотида, нанесенному в каждую точку, а также на основании анализа 
интенсивности пятен на радиоавтографе мембраны (рис. 4А). 

Рис. 3. Схема имммобилизации и ферментативного мечения ОЗ Z4 (pTCAGGCAG-
TACCACAAGGCC), Z5 (pGGATCAACCCGCTCAATGC^CTGGAG), Tn^Z4 
(Tn^TCAGGCAGTACCACAAGGCC), Tn^Z5 (Tn^GGATCAACCCGCTCAATGC^CT-
GGAG) в присутствии ДНК-матрицы, где ^ - ненуклеотидная вставка на основе 
фосфодиэфира диэтиленгликоля (pDEG), n= 3 или 10. 
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Рис. 4. Радиоавтографы капроновых мембран после иммобилизации ОЗ T10^Z4, 
T3^Z4 и Z4, нанесенных в концентрациях 10-4 (1), 10-5 (2), 10-6 (3), 10-7 (4) М (А). 
Зависимость степени иммобилизации T10^Z4, T3^Z4 и Z4 (10-6 М) от мощности УФ-
облучения (Б). Влияние дозы УФ-облучения на количество иммобилизованных 
T10^Z4 (В) и T10^Z5 (Г) при нанесении их в соответствующих концентрациях. 

Видно (рис. 4А,Б), что введение Т10-фрагмента в состав зондов увели-
чивает как скорость иммобилизации ОЗ на капроновой мембране, так и сте-
пень их ковалентного связывания (до 2 раз) по сравнению с немодифициро-
ванным зондом. При нанесении на мембрану ОЗ в низких концентрациях 
(10-7 М) наблюдаются высокие выходы иммобилизации (> 80%), в то время 
как только ~10% зонда, нанесенного в высокой концентрации (0.1 мМ), ока-
зывается зафиксированным на мембране. Значение предельной ёмкости 
носителя по зонду составило 2.5 пмоль/мм2, что сравнимо с таковым, дос-
тигаемым при фотоиммобилизации зонда, содержащего длинный Тn-домен 
(n~800 нт) [Saiki R.K. et al., 1989], и значительно превышает ёмкость иммо-
билизации зондов на химически активированные плоские стеклянные носи-
тели (0.3-0.5 пмоль/мм2) [Beaucage S.L. et al., 2001]. Следует отметить, что 
скорость иммобилизации и значения предельной ёмкости капрона по зонду 
при иммобилизации T10^Z4 (2.5 пмоль/мм2) и T10^Z5 (2.6 пмоль/мм2) прак-
тически совпадают, хотя длина адресных частей и содержание в них тими-
дилатных звеньев различаются (рис. 4В,Г). Таким образом, введение Т10-
домена в состав зонда оказывается достаточным для выравнивания эффек-
тивности УФ-иммобилизации олигонуклеотидных зондов, различающихся 
как по длине, так и по нуклеотидному составу. 
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Кроме того, было установлено, что упразднение аминогрупп капрона 
путем их ацилирования не приводит к значимому снижению эффективно-
сти УФ-иммобилизации ОЗ на данном носителе, хотя, по литературным 
данным, такая модификация поверхности [Church G.M. et al., 1984] должна 
исключить возможность фиксации ДНК на полиамидной подложке. Изучив 
влияние различных добавок, вносимых в смачивающий мембрану раствор, 
установлено, что амиды, содержащие алифатические остатки при атоме 
азота (например, тетраметилмочевина) эффективно ингибируют фотоиммо-
билизацию ОЗ на капроне. Полученные данные указывают на то, что имен-
но амидные составляющие капрона выступают в роли реакционных цен-
тров при УФ-индуцированной иммобилизации ОЗ. 

Исследование эффективности выявления специфической ДНК с по-
мощью УФ-иммобилизованных зондов проводили, вводя остаток биотина 
в составе С5-модифицированного производного 2'-дезоксиуридин 5'-
трифосфата под действием Taq ДНК-полимеразы в состав ОЗ в присутствии 
ДНК-матрицы F*, как описано ранее [Пышная И.А. и др., 2009]. В результа-
те такого фермент-зависимого ограниченного удлинения иммобилизован-
ных ОЗ метка фиксируется на поверхности подложки. Колориметрическое 
выявление остатка биотина проводили с использованием конъюгата стреп-
тавидин-щелочная фосфатаза и хромогенных субстратов (BCIP, NBT), ре-
гистрируя специфическое окрашивание мембраны после гибридизационно-
го анализа ДНК. В экспериментах использовали мембраны, полученные на 
этапе анализа эффективности фотоиммобилизации ОЗ.  

Видно (рис. 5А), что интенсивность окрашивания пятен после проведения 
анализа зависит как от ёмкости носителя по зонду, так и от дозы УФ-облучения 
мембраны при иммобилизации. Наличие Тn-домена повышает эффективность 
выявления анализируемой ДНК с помощью ОЗ, иммобилизованных на капро-
не. Повышение эффективности иммобилизации за счет увеличения дозы УФ-
облучения до ~0.66 Дж/см2 способствует возрастанию интенсивности колори-
метрического сигнала при выявлении ДНК. Дальнейшее повышение дозы об-
лучения увеличивает ёмкость подложки по ОЗ, но не приводит к повышению 
интенсивности сигнала анализа (рис. 5А-Г). Возможно, это является отражени-
ем УФ-индуцированной деградации ОЗ, снижающей вероятность комплексо-
образования его с выявляемой ДНК и/или ферментативного мечения в составе 
дуплекса. Мы показали, что, как и следовало ожидать [Church G.M. et al, 1984], 
основными сайтами УФ-зависимой модификации ОЗ Z4 и T10^Z4 были пири-
мидиновые основания. Количественный анализ распределения продуктов дест-
рукции ОЗ свидетельствовал о том, что наличие Т10-домена приводило к сни-
жению степени деградации адресной части ОЗ. 

 
*F –продукт ПЦР (230 п.о.), соответствующий 5'-нетранслируемому участку РНК 
вируса гепатита С (-259 ÷ -30 нт от начала трансляции). 
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Рис. 5. Сканированное изображение капроновой мембраны, содержащей ОЗ T10^Z4, 
T3^Z4 и Z4, нанесенные в концентрациях 10-4 (1), 10-5 (2), 10-6 (3), 10-7 (4) М, после про-
ведения реакции ферментативного мечения в присутствии матрицы F и колориметриче-
ского выявления продуктов хромогенными субстратами в течение 10 мин (А). Зависи-
мость эффективности колориметрического выявления F в местах нанесения ОЗ T10^Z4, 
T3^Z4 и Z4 (10-6 М) от мощности УФ-облучения (Б). Сравнение зависимостей степени 
иммобилизации (черные точки) ОЗ T10^Z4 (В), T10^Z5 (Г) и эффективности их колори-
метрического выявления в присутствии матриц (серые точки) от дозы УФ-облучения. 
ИОП – интегральная оптическая плотность. 

Таким образом, введение в структуру зонда Тn-домена приводит к по-
вышению эффективности гибридизационного анализа специфической по-
следовательности ДНК с помощью ОЗ, УФ-иммобилизованных на капроне. 

2. Исследование эффективности выявления специфической последова-
тельности ДНК с помощью реакции минисеквенирования 

Важным аспектом при разработке методов анализа биомолекул и кон-
струировании сенсорных поверхностей является обеспечение высокой чув-
ствительности анализа. Одним из перспективных подходов к повышению 
чувствительности анализа НК может быть многократное ограниченное уд-
линение зондов в составе комплекса с анализируемой ДНК с помощью 
ДНК-полимеразы в изотермических условиях [Dubiley S. et al., 1999]. Схема 
изотермического накопления сигнального продукта (рис. 6) предполагает, 
что при выборе оптимальных условий может происходить «катализируемое» 
ДНК-матрицей ферментативное превращение ОЗ. В этом случае одна моле-
кула анализируемой ДНК может обеспечить мечение значительно большего 
числа молекул зонда, что приводит к усилению гибридизационного сигнала. 
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Рис. 6. Схема изотермического ферментативного удлинения зонда, где М – ДНК-матрица, 
Zn – ОЗ, Zn+1 – продукт ферментативной реакции, E – Taq ДНК-полимераза, dNTP – мече-
ный нуклеозидтрифосфат, R1 – 5'-OH-группа или твердотельный носитель, R2 – остаток 
dUMP, меченный флуоресцеином (Fam) или ненуклеотидная вставка на основе фосфоди-
эфира диэтиленгликоля (pDEG), R3 – остатки [32P]-меченого фосфата, биотина (Bio) или 
тетраметилродамина (Tmr) в составе встраиваемого полимеразой нуклеотидного звена. 
Остатки красителей и биотина введены по С5-положению 2'-дезоксиуридина. 

Установлено, что усиление гибридизационного сигнала анализа в ходе 
реакции минисеквенирования ДНК в изотермических условиях возможно 
при согласовании двух основных условий: 1) стабильности дуплексов 
ОЗ/ДНК-матрица и продукт удлинения ОЗ/ДНК-матрица различаются не-
значительно; 2) температура реакции находится вблизи температуры плав-
ления (Тпл) этих комплексов, обеспечивая эффективный обмен олигонукле-
отидных цепей зонда(продукта) в дуплексе с ДНК-матрицей. 

Исследование изотермического накопления сигнального продукта реакции 
удлинения ОЗ с помощью Taq ДНК-полимеразы проводили в гомофазном ва-
рианте (I, II), используя радиоизотопную и флуоресцентную метки, и в гетеро-
фазном – с помощью модельной системы III, предполагающей колориметриче-
ское выявление вводимой в иммобилизованный ОЗ биотиновой метки (табл. 2). 
Таблица 2. Модельные системы в реакциях минисеквенирования. 

Структура модели Используемый dNTP Продукт§ Код 
dTTP* 21 I.1 МI.1

ZI
3'AGTCCGTCATGGTGTTCCGGACTGCGTTG5'
5'TCAGGCAGTACCACAAGGCC3'  dNTP, N=A, G, C, T* 29 I.1.N4 

МI.1
ZI^

3'AGTCCGTCATG-GTGTTCCGGACTGCGTTG5'
5'TCAGGCAGTAC^CACAAGGCC3'  

dTTP* 21 I.1^ 

МI.1
ZI^^

3'AGTCCGTCA-TGGT-GTTCCGGACTGCGTTG5'
5'TCAGGCAGT^ACCA^CAAGGCC3'  

dTTP* 21 I.1^^ 

МI.2
ZI

3'AGTCCGTCATGGTGTTCCGGAAAGCGTTG5'
5'TCAGGCAGTACCACAAGGCC3'  

dTTP* 23 I.2 

dUTmrTP 13 II 
dNTP, N=UTmr, G 14 II.N2 
dNTP, N= UTmr, G, A 16 II.N3 

МII
ZII

3'GTCGA--GGTCCGTAGTAGTTC5'
5'CAGCTFamCCAGGCA3'   

dNTP, N=UTmr, G, A, C 20 II.N4 
МII.-1
ZII

3'GTCGA--GGTCCGcAGTAGTTC5'
5'CAGCTFamCCAGGCA3'  

dUTmrTP 13 II.-1 

МII.-6
ZII

3'GTCGA--GaTCCGCAGTAGTTC5'
5'CAGCTFamCCAGGCA3'  

dUTmrTP 13 II.-6 

dUBioTP, dATP 24 III 

 
dUBioTP, dNTP N=G, 
A, C 

230 III.N4 

*[α-32P]-изотоп в α-положении трифосфатного остатка, §длина в нт, ^ - pDEG,  

F
ZIII

3'...AGTCCGTCATGGTGTTCCGGTAAA...5'
   5'TCAGGCAGTACCACAAGGCC3'
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Влияние температуры реакции и стабильности формируемых дуп-
лексов зонд/ДНК-матрица на эффективность ферментативного превраще-
ния ОЗ, исследовали, используя системы I и II. Было показано, что темпе-
ратура реакции существенно влияет на эффективность удлинения ОЗ, взя-
того в 50-кратном избытке по отношению к ДНК-матрице (рис. 7А). В ряде 
случаев накопление продукта удлинения ОЗ подтверждали с помощью 
гель-электрофореза в денатурирующих условиях. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 7. Температурные зависимости эффективности и скорости тушения флуоресцен-
ции в реакциях удлинения зонда в системе II, где τ1/2 – время полуреакции, ΔRFU – 
изменение интенсивности флуоресценции (например, τ1/2 (40°C) и ΔRFU(40°C) при 40°C) 
(А). Сопоставление изменения относительной флуоресценции со временем полуреак-
ции и расчетной Тпл дуплексов продукт/ДНК-мишень для разных систем II-серии (Б). 

Влияние стабильности комплекса продукт/ДНК-матрица на ин-
тенсивность регистрируемого сигнала также исследовали с помощью 
флуорометрического подхода. Реакции удлинения ОЗ (при 45°C) проводи-
ли в присутствии различных наборов dNTP (см. табл. 2), встраивание ко-
торых (в соответствии со структурой матричной цепи) обеспечивало нако-
пление продуктов различной длины, а следовательно, и стабильности фор-
мируемых ими дуплексов. Сопоставляли параметры кинетических кривых, 
полученных при использовании модельных систем II (удлинение на 1 нт), 
II.N2 (+2 нт), II.N3 (+4 нт), II.N4 (+8 нт). Видно (рис. 7Б), что удлинение 
продукта реакции приводит к снижению наблюдаемой глубины превраще-
ния ОЗ, характеризуемой величиной ΔRFU, и одновременно с этим падени-
ем скорости реакции – возрастанием величины τ1/2. 

Аналогичные данные получены и при использовании радиоизотопной 
метки, что подтверждает справедливость схемы (рис. 6) изотермического 
мечения ОЗ на матрице ДНК. Для каждой системы, определяемой струк-
турой комплекса зонд/ДНК, существует температура, при которой проис-
ходит наиболее оптимальное мечение ОЗ в результате реализации обмена 
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матричной цепи между различными дуплексами. Низкая температура ре-
акции или повышенная стабильность дуплексов зонд/ДНК и/или про-
дукт/ДНК снижают эффективность изотермической амплификации сигна-
ла. Температура реакции выше температуры плавления субстратного ком-
плекса также негативно сказывается на эффективности мечения зонда в 
реакции минисеквенирования. 

Детальный анализ процесса накопления сигнального продукта, а 
именно изотермической амплификации сигнала, при ограниченном удли-
нении ОЗ на матрице ДНК с помощью ДНК-полимеразы может быть про-
веден только при наличии кинетической схемы многостадийного превра-
щения ОЗ. Была детально изучена зависимость тушения флуоресценции 
Fam-содержащего зонда ZII (50 мкМ) в системе II от концентрации ДНК-
матрицы МII (10-5÷5×10-10 М) при удлинении ОЗ на один нуклеотид, не-
сущий остаток тушителя (Tmr). 
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Рис. 8. Кинетические кривые 
реакции ферментативного мече-
ния зонда ZII (50 мкМ) на мат-
рице МII, введенной в реакцию 
минисеквенирования в концен-
трации: 1 – 10, 2 – 5, 3 – 1, 4 – 
0.5, 5 – 0.1, 6 – 0.05, 7 – 0.01, 8 – 
0.005, 9 – 0.001, 10 – 0.0005 мкМ, 
соответственно. Температура 
проведения реакции 45°С. Кон-
центрация dUTmrTP – 100 мкМ. 

 

В результате анализа наблюдаемых профилей зависимости флуоресценции 
от времени реакции при различных концентрациях МII (рис. 8) была предло-
жена кинетическая схема процесса, хорошо описывающая экспериментальные 
данные. С помощью пакета программ Dynafit 3.28 (BioKin, Ltd., США ) опре-
делены величины кинетических констант отдельных реакций (табл. 3). 
Таблица 3. Кинетическая схема мечения зонда в ходе реакции минисекве-
нирования ДНК и полученные величины констант скоростей реакций. 

Кроме того, было показано, что предложенный способ усиления сигна-
ла гибридизационного анализа при выявлении специфической последова-
тельности ДНК может быть использован и в гетерофазных системах.  

 

 

k1/106, M-1c-1 k-1, c
-1 k2/106, M-1c-1 k-2, c

-1 k3/106, M-1c-1 k4,c
-1 k5/10-4, c-1 

0.219±0.001 7.72±0.01 52.63±0.06 7.49±0.02 0.719±0.001 3.45±0.02 3.04±0.01 

k1 
 

k-1 

k2 
 

k-2 

k3 k-2 
 

k2 
k5 

k4 
 

k1 
M + Zn MZn MZn+iE MZn+iMZnE +dNTP M + Zn+i+E

 E E0
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3. Разработка прототипов тест-систем для гетерофазного анализа НК  
С использованием разработанного способа получения ДНК-чипов на 

основе капроновых мембран и явления увеличения чувствительности гибри-
дизационного анализа ДНК в ходе реакции минисеквенирования разработан 
прототип тест-системы для выявления и генотипирования вируса гепатита С 
(ВГС, генотипы: 1а, 1b, 2а, 2b, 3а, 3b). В качестве генотип-специфичного 
участка генома вируса была выбрана 5'-нетранслируемая область (5'-НТО). 
Проведен анализ 5'-НТО генома различных субтипов ВГС, опубликованных 
в международной базе данных [http://hcv.lanl.gov], и выбраны ОЗ, обеспечи-
вающие высокую эффективность и селективность выявления не только со-
ответствующих синтетических 30- и 70-звенных матриц, но и протяженных 
ДНК-фрагментов (F), полученных методом ОТ-ПЦР с использованием ви-
русной РНК, выделенной из препаратов крови пациентов.  

Известную проблему снижения эффективности анализа при увеличении 
длины анализируемой ДНК мы преодолевали путем химического и фермен-
тативного способов статистического фрагментирования полученного после 
ПЦР ДНК-фрагмента [Виноградова О.А. и др., 2007]. Химическое фрагмен-
тирование осуществляли в кислых условиях (pH 2) с образованием апури-
новых сайтов с дальнейшим гидролизом ДНК при термической обработке. 
Для ферментативного гидролиза ДНК-образец, содержащий остатки дезок-
сиуридина, обрабатывали ферментом урацил-ДНК-гликозилазой E. Coli. 

Показано, что в оптимизированных условиях (62оС) использование 
фрагментированной ДНК-пробы приводит к увеличению интенсивности 
сигнала гибридизационного анализа по сравнению с нативным ДНК-
образцом (рис. 9). При этом повышение таким способом чувствительности 
гибридизационного анализа не приводит к снижению его селективности. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
В результате проведенных исследований был сконструирован чип, со-

держащий 10 зондов (рис. 10): 1 константный ВГС-специфичный, 7 гено-
тип-специфичных и 2 ОЗ, обеспечивающих внутренний контроль тест-
системы (K1+, К2+). Показано, что разработанный ДНК-чип позволяет дос-
товерно различать генотип ВГС. Появление окрашивания в ВГС-
специфичной и генотип-специфичной областях мембраны позволяет отне-
сти к соответствующему генотипу генетический материал ВГС (рис. 10). 

Рис. 9. Сканированное изображение 
капроновых мембран после проведения 
ферментативного мечения иммобилизо-
ванных олигонуклеотидов в присутст-
вии нативного и фрагментированного 
путем кислотного и ферментативного 
гидролиза ПЦР-фрагментов. F – 
дцДНК-ампликон, соответствующий 
типоспецифическому участку гена ВГС. 

ВГС 
1 
1a 
1b 
2a 
2b 
3a 
3b 
K+ 

    30’         15’        F      0.2       0.6     1.2 
H+ (мин) 

dUTP 
dTTP
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Система анализа была апробирована более чем на 70 клинических об-

разцах ВГС. Достоверность получаемых нами результатов подтверждена 
референс-методами (секвенирование, типоспецифичная ПЦР). Таким обра-
зом, разработанная тест-система позволяет надежно выявить и отнести к 
соответствующему субтипу генетический материал ВГС.  

Анализ значимых нуклеотидных замен в составе высоковариабель-
ных участков ДНК. Как правило, ОЗ являются высокоспецифичными, т.е. 
способными выявлять только определенные фрагменты ДНК, различаю-
щиеся одним или несколькими нуклеотидными остатками. Однако в гене-
тическом материале, например, вирусов и бактерий, наряду с мутациями, 
определяющими в частности лекарственную устойчивость патогенов, могут 
возникать мутации, не влияющие на данный признак. Таким образом, воз-
никает задача эффективного и селективного выявления конкретной нуклео-
тидной замены, приводящей к значимой мутации, в присутствии дополни-
тельных диагностически незначимых замен в сайте связывания ОЗ. 

Для решения этой задачи использовали предложенную гетерофазную 
платформу на основе капроновой мембраны с УФ-иммобилизованными ОЗ, 
а также схему выявления анализируемой ДНК с введением метки в состав 
иммобилизованных зондов путем ферментативного лигирования с биотин-
содержащим олигонуклеотидным компонентом. Ферментативное лигиро-
вание осуществляли с использованием ДНК-лигазы фага Т4 или термоста-
бильных ДНК-лигаз [Закабунин А.И. и др., 2011]. 

Каждая система (табл. 4) состояла из двух ОЗ (3′-биотинилированного 
фосфатного компонента, иммобилизованного ОН-компонента) и матрицы – 
олигонуклеотида, соответствующего последовательности гена pol ВИЧ-1 и 
содержащего один из кодонов (62, 184, 70 и 215), мутации в котором приво-
дят к возникновению лекарственной устойчивости. Анализ участков фраг-
мента кДНК гена pol ВИЧ-1 в непосредственной близости от исследуемых 
кодонов выявил, что помимо мутации в самом кодоне, приводящей к лекар-
ственной устойчивости штамма вируса, в сайтах связывания ОЗ присутству-
ют дополнительные замены. Были проанализированы последовательности 
фрагмента кДНК гена pol ВИЧ-1 с использованием базы данных Стенфорд-
ского университета [http://hiv.lanl.gov]. Часто встречаемые мутации (>5%) учи-
тывали при выборе структур ОЗ, вводя в них вырожденные нуклеотидные 

Генотип 1b Генотип 2a 
 

ВГС 
Тип 1a, 1b 
Тип 1а, 2a 
Тип 1b 
Тип 2a 
Тип 2b 
Тип 3а 
Тип 3b 
K1+ 
K2+

Генотип 3a Рис. 10. Шаблоны окрашивания капро-
новой мембраны (справа для каждого 
типа) и типичные изображения скани-
рованных мембран после проведения 
генотипирования, где K1+ - контроль 
работы в системе конъюгата стрептави-
дин-щелочная фосфатаза, а К2+ – кон-
троль работы Taq ДНК-полимеразы. 
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звенья (табл. 4). Таким образом, при синтезе ОЗ получали не одну последова-
тельность, а набор, содержащий все необходимые комбинации.  

Таблица. 4. Модельные системы для выявления значимых нуклеотидных 
замен в составе полиморфных участков ДНК на примере гена pol ВИЧ-I. 

Сис-
тема 

Матрица/ 
тандем зондов 

Последовательности олигонуклеотидов 

bio bio
ДНК-лигаза

 
62Ln/ 
^62Ln+62Lbio 

       5'TACAATACTCCAGTATTTGTYATAAAGAAAAARGAYAGYA3’  
3’bio-AGGTATGTTATGAGGTCATAAACp5' 
                          3’ARTATTTC^TTTTTYCTRTCRTGATTY^T10

5' 

62L 

62Lm/ 
^62Lm+62Lbio 

       5'TACAATACTCCAGTATTTGCYATAAAGAAAAARGAYAGYA3’ 
3’bio-AGGTATGTTATGAGGTCATAAACp5' 
                          3’GRTATTTC^TTTTTYCTRTCRTGATTY^T10

5' 

70Ln/ 
^70Ln+ 70Lbio 

      5'ATAAAGAAAAAGRAYAGYACTAARTGGAGRAAATTAGTAGATT3’ 
3’bio-CGRTATTTCTTTTTCYTRTCRTGATp5' 
                            3’TYACCTCY^TTTAATCATCTAAAGTCY^T10

5' 

70L 

70Lm/ 
^70Lm+70Lbio 

      5'ATAAAGAAAAAGRAYAGYACTAGRTGGAGRAAATTAGTAGATT3’ 
3’bio-CGRTATTTCTTTTTCYTRTCRTGATp5' 
                            3’CYACCTCY^TTTAATCATCTAAAGTCY^T10

5' 

184Ln/ 
^184Ln+184Lbio 

   5'TCYYACATAMMARTCATCCATGTATWGRTAGATRWCTATNTC3’ 
3’bio-AGRRTGTATKKTYAGTAGGTp5' 
                       3’ACATAWCY^ATCTAYWGATANAGACC^T10

5' 

184L 

184Lm/ 
^184Lm+184Lbio 

   5'TCYYACATAMMARTCATCCACGTATWGRTAGATRWCTATNTC3’ 
3’bio-AGRRTGTATKKTYAGTAGGTp5' 
                       3’GCATAWCY^ATCTAYWGATANAGACC^T10

5' 

215Ln/ 
^215Ln+215Lbio 

    5'TGAKGYTTTTTRTCKGGKGTRGTADRTCCCCANCTCAACAGAT3’ 
3’bio-GACTMCRAAAAAYAGMCCMCAYp5' 
                         3’CATHYAGG^GGTNGAGTTGTCTACACCAGAR^T10

5’ 

215L 

215Lm/ 
^215Lm+215Lbio 

    5'TGAKGYTTTTTRTCKGGKGTRTAADRTCCCCANCTCAACAGAT3’ 
3’bio-GACTMCRAAAAAYAGMCCMCAYp5' 
                         3’ATTHYAGG^GGTNGAGTTGTCTACACCAGAR^T10

5’ 

Вырожденные звенья подчеркнуты и обозначены, согласно принятой номенклатуре (R = A, G; 
Y = C, T; M = A, C; K = G, T; S = C, G; W = A, T; H = A, C, T; B = C, G, T; N = A, G, C, T). Зна-
чимые несоответствия выделены крупным шрифтом. Обозначения n и m отражают отсутствие 
(n) или наличие (m) значимого несоответствия. 

При анализе смеси матриц реакционная смесь на носителе содержала од-
новременно биотинилированные компоненты для всех систем. Поставленная 
задача будет решена, если продукт ферментативного лигирования образуется 
только в случае максимального соответствия между последовательностями 
зондов и матриц. На рисунке 11 приведены типичные результаты анализа сме-
си четырех синтетических матриц. Видно, что специфический сигнал наблюда-
ется только в случае реализации максимально полного соответствия. Значимые 
однонуклеотидные замены в модельных ДНК достоверно выявляются.  

 
 
 
 
 
 

Смеси матриц 

И
м
м
об
и
л
и
зо
ва
н
н
ы
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зо
н
ды

 

К+ 
^62n 
^62m 
^70n 
^70m 
^184n 
^184m 
^215n 
^215m 

I           II          III Рис. 11. Сканированное изображение ДНК-чипа после 
проведения параллельного анализа смесей матриц:  

I – (62Ln+70Ln+184Ln+215Ln), 
II – (62Lm+70Ln+184Lm+215Lm), 
III – (62Ln+70Ln+184Ln+215Lm) 

путем мультиплексного лигирования термостабильной 
ДНК-лигазой Methanobacterium thermoautotrophicum.  
К+ – положительный контроль системы выявления. 
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Таким образом, на модельных системах показано, что методом мульти-
плексного лигирования олигонуклеотидных тандемов удается точно опре-
делить состояние анализируемого полиморфного сайта при использовании 
капроновых ДНК-чипов, при этом наличие незначимых несоответствий в 
структуре ДНК, учтенное в последовательностях зондов, не препятствует 
проведению анализа. Использование такого подхода может быть крайне 
полезно при исследовании высоковариабельных геномов. 

4. Молекулярно импринтированные полимеры 
Гибридизационный анализ НК основан на их способности образовы-

вать дуплекы с комплементарными последовательностями и на переведе-
нии акта образования комплекса в аппаратно-регистрируемый сигнал. Ана-
логично возможно выявление других биомолекул, имеющих собственные 
специфичные рецепторы. Однако в случае отсутствия природного рецепто-
ра или при сложности его получения и использования возможно создание 
синтетических материалов, способных специфично связываться с анализи-
руемой молекулой и являться основой биосенсорного устройства. Молеку-
лярно импринтированные полимеры (МИПы) – полимеры, способные к 
специфическому распознаванию молекул-шаблонов, в присутствии кото-
рых они были получены.  

Мы предложили простой и оригинальный подход к формированию 
структурированных капроновых матриксов, способных к молекулярному 
распознаванию. В основе предложенного подхода лежит предположение, что 
при переходе, например, полимерных цепей капрона из растворенного в 
твердотельное состояние и при наличии в исходном растворе молекулярного 
шаблона в формируемом полиамидном матриксе могут образоваться сайты, 
специфически удерживающие шаблон, т.е. способные к специфическому 
распознаванию. Для реализации предложенного подхода выбран раствори-
тель для полиамидов – 2,2,2-трифторэтанол (ТФЭ), обеспечивающий высо-
кую растворимость капрона и сохранность молекулы-шаблона. 

Строение полимерного матрикса – важный аспект исследования при 
получении МИПов, т.к. пространственная организация капронового каркаса 
оказывает существенное влияние на доступность сайтов специфического свя-
зывания молекулы-шаблона, расположенных во внутренних участках МИПа. 

Для формирования капроновых пленок раствор капрона (1-10% по мас-
се) в ТФЭ наносили на различные плоские твердотельные подложки (стек-
ло, кремний и т.д.) и высушивали. Характеризацию структуры полимеров 
проводили с помощью сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). 
Видно (рис. 12А), что полученная из 1% раствора капрона в чистом ТФЭ по-
лимерная пленка имеет непористую, гладкую структуру. В таких пленках 
недоступна внутренняя часть полимерного каркаса, следовательно, для по-
лучения МИПов необходимо использовать дополнительные компоненты, 
способствующие порообразованию.  
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Рис. 12. СЭМ-изображения пленок капрона, полученных после высушивания из 1% 
раствора капрона в: ТФЭ (А); ТФЭ в присутствии: 33% воды (Б); 5% ДМФА, 10 % 
воды (В); 10% глицерина (Г); 0.1% ПЭГ, 10 % воды (Д); 0.1% ПВП, 10 % воды (Е). 
Изображения пленок капрона, сформированных при 4, 20 и 50 оС из 1% раствора ка-
прона в 90% ТФЭ, 10% воды, полученные с помощью оптической микроскопии (Ж-
И). СЭМ-изображения получены в ЦКП «Наноструктуры» ИФП СО РАН. 

В качестве порообразующих добавок использовали объёмные соедине-
ния, обладающие большой молекулярной массой (рис. 12Д,Е), например, 
биополимеры (бычий сывороточный альбумин (BSA) М=66.4 КДа) или 
синтетические полимеры (полиэтиленгликоль (ПЭГ) М=6 КДа, поливинил-
пирролидон (ПВП) М=360 КДа), и сорастворители, скорость испарения ко-
торых отличается от скорости испарения основного растворителя (рис. 12Б-
Г), а именно: протонные (вода, глицерин, бутанол), апротонные (пиридин, 
диметилсульфоксид, диметилформамид) или комбинация добавок (напри-
мер, вода/ДМФА, вода/глицерин). Видно, что структура полимера значи-
тельно изменяется при смене порообразующего агента. 

Температура формирования полимера также является значимым пара-
метром, влияющим на скорость испарения растворителя и, следовательно, 
на структуру самоорганизующегося капронового каркаса, что было под-
тверждено с помощью оптической микроскопии (рис. 12Ж-И).  

Получение МИПов на основе капрона проводили в двух форматах: в 
объемном, в виде суспензий микрочастиц, и на поверхности, в результате 
высыхания раствора полиамида с шаблоном на плоских носителях (стеклян-
ные слайды) или на пористых подложках (фильтры на основе стекловаты). В 

A Б В

Г Д Е

Ж З И
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качестве шаблонов использовали как низкомолекулярные соединения (нук-
леотиды, рибофлавин), так и высокомолекулярные (белки). Эффективность 
вторичного связывания МИПа с шаблоном оценивали с помощью спектрофо-
тометрического, радиоизотопного или флуорометрического методов детек-
ции. Во всех случаях в качестве контрольных выступали неимпринтирован-
ные полимеры (НИПы), которые получали в отсутствии шаблона. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Видно (рис. 13), что раствор МИПа после удаления шаблона (гемогло-

бин (Hb)) в жестких условиях (5% SDS, 5% CH3COOH) не содержит Hb, что 
подтверждает полное вымывание шаблона из полимерного каркаса. При 
контакте с раствором Hb МИП способен связывать шаблон, что подтвер-
ждается появлением оптического поглощения (λmax=395 нм), характерного 
для гем-содержащего белка. Поглощение раствора НИПа в этой области 
спектра после инкубации с раствором Hb отражает уровень неспецифиче-
ской сорбции шаблона на капрон, однако его интенсивность существенно 
ниже. Ёмкость МИПа составила 28.3±9 мг Hb на 1 г капрона, а средний ко-
эффициент селективности (А395(МИП)/А395(НИП)) – 2.6±0.3.  

При использовании низкомолекулярного шаблона нуклеотидной при-
роды – аденозинтрифосфата (rАТP) – детекцию связывания шаблона с  
МИПом и НИПом осуществляли с помощью радиоизотопной метки [-32P].  
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Рис. 14. Специфическое связывание [-32P]rАТP с 
капроновыми МИПами (темные столбцы) и  
НИПами (светлые столбцы). Условия получения 
полимеров: 1 – 8% капрон в присутствии 5 % 
воды; 2 – 6% капрон в присутствии 10% воды и 
5% ДМФА, двумерный формат; 3 – 4% капрон в 
присутствии 10% воды и 5% ДМФА; 4 – 2% ка-
прон в присутствии 10% воды и 5% ДМФА. Чер-
ными точками обозначен коэффициент селектив-
ности, рассчитанный как отношение эффектив-
ности связывания анализируемой молекулы с 
МИПом и НИПом. 

Рис. 13. Электронные спектры 
поглощения растворенного  
в ТФЭ МИПа и НИПа на гемо-
глобин, после удаления шаблона 
и проведения этапа вторичного 
связывания. 
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Варьируя как состав раствора полиамида (содержание капрона в рас-
творе, присутствие сорастворителей), так и условия формирования твердо-
тельного каркаса (пленки, микрочастицы), получен ряд rATP-специфичных 
МИПов (рис. 14). Максимальный коэффициент селективности – отношение 
значений эффективности связывания [-32P]rАТP с МИПом и НИПом, полу-
ченных в одинаковых условиях,– составил 3.6. 

Флуоресцентную детекцию осуществляли с использованием в качестве 
молекул-мишеней флуоресцентно меченных белков (яичный (OА) и бычий 
сывороточный альбумин (BSA) и др.).  
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Рис. 15. Изображения, полученные с помощью флуоресцентной микроскопии, ка-
проновых МИПов для яичного (А, Б) и бычьего сывороточного (В, Г) альбумина 
после этапа молекулярного распознавания в присутствии флуоресцентно меченных 
белков: BSA-FITC (А, В), OA-Tmr (Б, Д). Относительная интенсивность флуорес-
ценции (за вычетом неспецифического связывания с НИПом) полимеров (МИП-
BSA, МИП-OA) после связывания с BSA-FITC (светлые столбцы) и OA-Tmr (тем-
ные столбцы) по оценки с помощью программы ImageJ (Д). 

Визуализацию связывания белка с МИПом и НИПом, а также полиме-
ром, полученным в присутствии другого белка, осуществляли с помощью 
флуоресцентной микроскопии в индивидуальных системах и при добавле-
нии смеси белков (рис. 15А-Г). Во всех случаях максимальную эффектив-
ность связывания регистрировали при взаимодействии меченого белка и со-
ответствующего МИПа. Коэффициент селективности относительно НИПа 
составил 1.4±0.1 для OА и 1.8±0.3 для BSA. Селективность МИПов при 
распознавании шаблона из смеси белков относительно конкурирующего 
белка, с учетом неспецифического связывания шаблона с НИПом, состави-
ла 16 и 4 для МИП BSA и ОА, соответственно (рис. 15Д). 

В результате на данном этапе продемонстрирована возможность фор-
мирования структурированных капроновых носителей, способных к моле-
кулярному распознаванию как низкомолекулярных шаблонов, так и высо-

А 

Б 

В 

Г 

50 мкм 

Д



 19

коорганизованных биополимеров. Универсальность предложенного подхо-
да позволяет легко применить предложенную схему для приготовления 
МИПов к широкому спектру биомолекулярных шаблонов. 

5. Заключение 
Таким образом, в ходе данной работы исследованы различные этапы 

разработки подходов к анализу биомолекул. Высокая эффективность иммо-
билизации олигонуклеотидных зондов на твердотельный носитель, а также 
чувствительная и специфичная схема фермент-опосредованного выявления 
заданной последовательности ДНК позволила создать удобные системы 
анализа точечных мутаций. 

Предложен простой и удобный подход к формированию капроновых 
МИПов, способных к специфичному связыванию различных молекул-
шаблонов. 

ВЫВОДЫ 
1. Предложены новые подходы к повышению эффективности иммобилиза-
ции олигодезоксирибонуклеотидов на твердотельные носители различной 
природы, содержащие и не содержащие на поверхности химически актив-
ные группы. 
 Показано, что в водных условиях эффективность ковалентной иммобили-
зации олигонуклеотидов на микрочастицы, несущие на поверхности хи-
мически активные остатки активированных эфиров, изотиоционатов, ди-
хлортриазина и др., повышается от 3 до 40 раз при наличии в реакцион-
ной смеси катионных поверхностно активных веществ цетил- или доде-
цил-триметиламмония бромидов в концентрациях от 0.8 до 22 мМ. 

 Продемонстрировано, что введение в структуру олигонуклеотидов корот-
кого концевого декатимидилатного домена значительно повышает эф-
фективность их УФ-индуцированной иммобилизации на нейлоне-6 (ка-
проне), а также их фермент-зависимого мечения при гетерофазном выяв-
лении специфических последовательностей ДНК. Представлены данные, 
свидетельствующие о том, что амидные, а не алифатические аминогруп-
пы в структуре капрона являются центрами УФ-индуцированной фикса-
ции олигонуклеотидных зондов. 

2. Исследовано накопление продуктов ограниченного удлинения (мечения) 
олигодезоксирибонуклеотидов с помощью Taq ДНК-полимеразы в составе 
комплексов с анализируемой ДНК в изотемпературных условиях (реакция 
минисеквенирования). 
 Установлено, что наиболее эффективное накопление продукта такой ре-
акции вне зависимости от её формата (гомофазная или гетерофазная) 
происходит при температуре, близкой к температуре плавления комплек-
сов олигонуклеотидный зонд/ДНК и продукт/ДНК. Предложена кинетиче-
ская схема процесса мечения зонда при минисеквенировании ДНК, позво-
ляющая проводить количественный анализ эффективности образования сиг-
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нального продукта в зависимости от условий гибридизации, структуры зонда 
и продукта его ферментативного удлинения. 

3. Предложены прототипы аналитических тест-систем для диагностики мо-
лекулярных маркеров белковой и нуклеотидной природы. 
 Продемонстрирована перспективность использования эллипсометриче-
ского анализа для прямой (label-free) визуализации нативных белков и 
белок-белковых комплексов, иммобилизованных на поверхности крем-
ниевых пластин в отсутствии или при наличии поверхностного монослоя 
наночастиц золота. 

 Разработаны подходы к получению ДНК-чипов низкой плотности на ос-
нове капроновых мембран, несущих УФ-иммобилизованные олигонукле-
отидные зонды. Предложены прототипы тест-систем для выявления и ге-
нотипирования вируса гепатита С с помощью реакции минисеквенирова-
ния ДНК и для анализа высоковариабельных участков ДНК на наличие 
значимых нуклеотидных замен, обуславливающих, например, лекарст-
венную устойчивость ВИЧ-1, с помощью ферментативного лигирования 
олигонуклеотидов. 

4. Предложен удобный оригинальный подход к получению молекулярно им-
принтированных полимеров (МИПов) на основе капрона, основанный на пере-
воде полиамидных цепей из растворенного в твердотельное состояние в при-
сутствии молекулы-шаблона. С использованием 2,2,2-трифторэтанола в каче-
стве основного растворителя получены МИПы, проявляющие способность к 
специфическому связыванию различных низко- и высокомолекулярных шаб-
лонов, в том числе нуклеотидной и белковой природы, с коэффициентами се-
лективности от 1.4 до 4.6.  
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