Масс-спектрометрические метки для мультиплексной детекции SNP
Соснин Сергей Борисович1
Устинов Алексей Викторович2
Студент
Кандидат химических наук, научный сотрудник  
1. Химический факультет Московского государственного университета имени М. В. Ломоносова
2. Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН
E–mail: sergey_sosnin@rambler.ru
В настоящее время MALDI масс-спектрометрия является одним из самых эффективных методов в исследованиях природных и синтетических биополимеров. Для нуклеиновых кислот верхняя граница масс, надежно детектируемых MALDI, в несколько раз ниже, чем для белков [1, 2]. Это ограничивает возможности детекции однонуклеотидных замен (SNP), обнаружение которых, в свою очередь, является одной из важнейших задач молекулярной биологии и медицинской диагностики. SNP - одна из основных причин наследственных заболеваний. Следует также отметить возможность использования однонуклеотидных замен в качестве маркеров молекулярной эволюции [3]. Одним из наиболее простых и эффективных методов детекции SNP является аллель-специфическая полимеразная цепная реакция (AS-PCR), основанная на специфической элонгации праймера, образующего с ДНК-мишенью совершенный дуплекс и ингибировании элонгации праймера, несущего 3’-терминальную однонуклеотидную замену [4]. Существуют методы детекции полимеразной достройки праймера с помощью MALDI масс-спектрометрии [5], однако, поскольку масс-спектрометрически определяется собственно ДНК, возможности метода ограничены. Мы предлагаем использовать  праймеры, меченные S-тритильными соединениями, которые легко ионизуются под действием лазерного излучения с образованием тритильного катиона, а последний детектируется с высокой чувствительностью. Масса тритильного катиона регулируется с помощью обработки его активированного производного набором аминов. Разработанные нами “масс-метки” можно легко ввести в 5’-терминальное положение олигонуклеотида (праймера) при помощи реакции [3+2]-диполярного циклоприсоединения (click-chemistry) [6]. Синтезирован универсальный реагент, представляющий собой 6-азидогексиловый тиоэфир 4,4’,4’’-триметокситрифенилметана и содержащий фрагмент активированного эфира карбоновой кислоты. Для мечения праймера этот реагент обрабатывают амином определенной молекулярной массы и вводят в реакцию с 5’-этинильным производным олигонуклеотида. Выполнена серия экспериментов по присоедиению “масс-меток” к ПЦР-праймерам, с участием которых были получены продукты ПЦР и проанализированы при помощи MALDI-спектрометрии. В результате разработан масс-спектрометрический метод мультиплексной детекции однонуклеотидных замен в ДНК и синтезирован универсальный реагент для этих целей. Он позволяет одновременно детектировать несколько меченых ПЦР-продуктов, синтезируемых в одной реакционной смеси. 
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