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Для широкого внедрения биочипов в практику медицинских и научных учреждений необходимо, чтобы они позволяли получать однозначные достоверные результаты. Эффективность их работы во многом определяется свойствами поверхности подложки, такими как химическая однородность, шероховатость поверхности, плотность поверхностных функциональных групп, прочность закрепления биомолекул и расстояние между ними. В связи с этим химическая модификация поверхности является важным аспектом биочиповых технологий. Наиболее используемым в качестве подложки материалом является стекло. Поскольку в ходе его обработки на поверхности формируются слои, сходные по структуре с кремнеземом, в данной работе нами в качестве модельной системы был взят силипор с удельной площадью поверхности 30 м2/г и изучены варианты его химической модификации с целью оценки эффективности различных синтетических схем.
В ходе работы выявлено, что аминомодифицированная поверхность характеризуется наиболее высокой степенью загрузки и гидролитической стойкости. Далее для разрежения поверхностных аминогрупп нами проведена так называемая мозаичная модификация с использованием объемных молекул (третбутилдиметилхлорсилан (TBDMCS) и трифенилхлорсилан (TPhCS)). Эффективность указанных схем оценивали с помощью иммобилизованного репортерного красителя. Согласно методике, предложенной в [1], по количеству иммобилизованного репортера было найдено соответствующее количество активных функциональных групп, плотность прививки ρ, которая рассчитывалась на единицу поверхности. Оценку стойкости иммобилизованных молекул проводили в модельной системе по разности скоростей их отщепления при гидролизе в водном растворе аммиака и в воде (показатель ∆ρ/ρ).
В результате выявлено, что степень загрузки поверхности в случае обычной модификации (2,0 групп/нм2) значительно превышает таковую в случае мозаичной модификации (1,5-1,6 групп/нм2). Однако, наибольшее значение ∆ρ/ρ наблюдается для образцов, полученных методом мозаичной модификации, что соответствует более высокой степени гидролитической стойкости. На наш взгляд, на увеличение прочности прививки красителя здесь влияют соседние с аминогруппами молекулы TBDMCS и TPhCS, которые создают вокруг них гидрофобное окружение, снижая тем самым сольватацию и отщепление репортерной молекулы при гидролизе.

Проверку полученных результатов осуществляли на системе стеклянных подложек с иммобилизованными олигонуклеотидами, мечеными флуоресцентным красителем. Для них с помощью применения лазерного сканера оценена интенсивность флуоресцентного сигнала и гидролитическая стойкость при воздействии температуры. Характеристика скорости гидролиза показала, что мозаичная модификация поверхности стекла так же, как и в случае кремнезема, способствует повышению стойкости иммобилизованных олигонуклеотидов к гидролизу. Таким образом, используя приведенный подход мозаичной модификации можно решить одновременно две задачи: разрежения поверхностных функциональных групп и повышения гидролитической стойкости иммобилизуемых репортерных молекул.
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