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Выявление однонуклеотидных замен является сложной и распространённой задачей в области диагностирования генетических заболеваний. В клинической диагностике для определения полиморфизмов используется технология на основе ПЦР в режиме реального времени в качестве золотого стандарта, обеспечивающего высокую скорость и производительность анализа при его относительно небольшой стоимости. Однако, по данным исследования [1], метод обладает существенными ограничениями по точности и специфичности из-за особенностей протекания биохимических реакций, лежащих в его основе. Ситуацию позволяют исправить модификации метода ПЦР с использованием Taq-man зондов. Самой распространенной технологией повышения температуры отжига короткого зонда (фрагмента ДНК комплементарного искомой последовательности с флюорофорами) является добавление к зондовой последовательности синтетических LNA, MGB нуклеотидов [2]. Таким образом, вклад каждого неспаренного основания становиться более существенным и анализ становиться точнее, однако цена синтеза таких «присадок» увеличивает стоимость разработки всей системы в несколько раз.  
В нашем исследовании испытывается альтернативный подход увеличения специфичности за счет добавления на стадии отжига зонда механизма контролируемой конкурирующей реакции. При добавлении в реакционную смесь двух зондовых последовательностей, отличающихся между собой в один нуклеотид и наличием красителя, происходит их конкурирующая гибридизация на целевой аллель гена. Из уравнений химической кинетики было получено, что соотношение начальных концентраций зондов с красителем и «заглушек» (зондов без красителей) позволяет задавать скорость каждой из реакции и регулировать эффективность амплификации на начальных этапах экспоненциального роста.        

С помощью полученного в ходе экспериментов и моделирования оптимального соотношения концентраций зондов и заглушек была разработана диагностическая тест-система с максимальным показателем эффективности для генотипирования аутоиммунного лимфопролиферативного синдрома у кошек британской короткошерстной породы. Согласно экспериментальным данным, полученным по серии разбавлений ДНК матрицы, было выявлено, что система с конкурирующими зондами сработала на 10% эффективнее, чем предшествующая система без механизма конкуренции. Также был полностью исключен неспецифический отжиг зондов на нецелевой аллели гена. В дальнейшем планируется отработка методики на других тест-системах наследственных заболеваний кошек и формирование панели высоко эффективных и дешевых в производстве диагностических наборов генетического анализа для задач ветеринарной генетики.   
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