Проверка применимости системы узнавания фрагментов ДНК методом поверхностно-усиленного гигантского комбинационного рассеивания для прямого определения в моче мутаций промотора TERT. 
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В работе проверяется применимость системы сиквенс-специфичного определения фрагментов ДНК для выявления опухолевых мутаций в последовательности промотера гена теломеразной каталитической субъединицы человека (hTERT) методом спектроскопии поверхностноусиленного гигантского комбинационного рассеивания (ГКР) на прямую в моче. Система распознавания основана на изменении интенсивности поверхностно-усиленного сигнала ГКР при удалении от модифицированной поверхности сенсора ГКР-активной молекулярной метки, которое происходит за счет комплементарных взаимодействий аналита и специфических последовательностей зондов-олигонуклеотидов, иммобилизованных на наночастицах серебра, с фрагментами ДНК из раствора [1]. Глобальной целью работы является создание метода неинвазивной диагностики опухолевых процессов, не требующего амплификации ДНК и выделения из мочи ДНК. Наличие последовательностей, характерных для опухолевой клетки, позволяет определять рак мочевого пузыря [2]. Известно несколько типов мутаций в промоторе hTERT, приводящих к раку мочевого пузыря [3], которые могут выступать в качестве потенциальных мишеней.
В рамках настоящей работы были оптимизированы условия проведения измерений, позволяющие получать стабильный ГКР-сигнал без повреждения модифицированной поверхности и исследована концентрационная зависимость аналитического сигнала от содержания фрагментов с мутантной формой. Чувствительность разработанной методики позволяет проводить определение на уровне 100 пМ. Нами были проведены измерения методом [1] в буфере с модификациями, моделирующими состав мочи [4]. Мы протестировали работу системы в присутствии двуцепочечных фрагментов ДНК с последовательностью промотора hTERT с целью проверки селективности узнавания мутаций в присутствии таких фрагментов.
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