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Биосенсорные технологии являются перспективным направлением в разработке эф-
фективных, быстрых и экономически выгодных методов анализа нуклеиновых кислот.
Особый интерес представляют наночастицы с уникальными оптическими и электрохими-
ческими свойствами, которые могут быть использованы для создания высокочувствитель-
ных биосенсоров. Например, магнитные наночастицы (МНЧ) обладают большим количе-
ством преимуществ перед современными методами обнаружения нуклеиновых кислот, та-
кими как ПЦР, поэтому использование МНЧ для детекции нуклеиновых кислот является
развивающейся областью биотехнологии.

В данном исследовании фокусируется внимание на количественном определении оли-
гонуклеотидов, иммобилизованных на поверхности МНЧ.

В работе проведено определение линейного участка зависимости флуоресценции от
концентрации биотинилированного Dz (biotin-Dz) в диапазоне от 0 до 1000 пМ с целью
дальнейшего подсчета Dz на стрептавидин-покрытых МНЧ. Для эксперимента Dz был
разведён в 1x Col буфере (0.2 M MgCl2, 0.15 M KCl, 15 mM NaCl, 50 mM HEPEs pH 7.4)
в концентрациях 0-1000 пМ. В каждую пробирку добавляли 200 нМ специализированного
флуоресцентного субстрата (F-sub), который расщеплялся активным Dz. Важно отметить,
что F-sub при гибридизации с Dz отщепляется в раствор, что позволяет однозначно сопо-
ставлять флуоресценцию в гомогенном и гетерогенном форматах. Инкубация проходила 1
и 3 часа в водяной бане при 55 ∘С. Измерение флуоресценции выполнялось на спектрофлу-
ориметре Tecan при длинах волн 480 нм (возбуждение) и 525 нм (эмиссия). Полученные
данные были обработаны с использованием Prizm для построения калибровочных кривых.

По результатам исследования линейная область зависимости флуоресценции от кон-
центрации biotin-Dz обнаружена в диапазоне концентраций от 0 пМ до 50 пМ в течение
1 часа и от 0 пМ до 100 пМ в течение 3 часов. На основе этих данных составлены урав-
нения калибровочных кривых, что позволяет использовать полученные зависимости для
количественного анализа иммобилизованного Dz c поверхности МНЧ.

Для дальнейшего количественного определения Dz на МНЧ, к стрептавидин-покры-
тым МНЧ пришивались 20 нМ Dz, Dz и TTT-олигонуклеотидов. Биоконъюгация олиго-
нуклеотидов к МНЧ проводилась 1 час на шейкере при 23 ∘С, с последующей трёхкратной
отмывкой. Для дальнейшего эксперимента добавляли 200 нМ (F-sub), инкубировали 1 и
3 часа в водяной бане при 55 ∘С и измеряли флуоресценцию. По полученных данным
флуоресценции с помощью линейных участков калибровочных кривых вычисляли кон-
центрацию Dz. Эффективность биоконъюгации предварительно составила 0.32 % через 1
час, и 0.02 % через 3 часа.
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