
ЛЕКЦИЯ 7. Методы амплификации нуклеиновых кислот
1. Характеристика полимеразной цепной реакции (ПЦР)
2. ПЦР в реальном времени (Real-time PCR)
3. Применение ПЦР 
1. Характеристика полимеразной цепной реакции (ПЦР)
Несмотря на то, что методы исследования наследственного материала (нуклеиновых кислот) все время совершенствовались, тем не менее для анализа структуры ДНК требовалось определенное количество клеточного материала. Например, даже при использовании такого чувствительного метода, как фингерпринт, требуется наличие капли крови или другого эквивалентного количества образца животной или растительной ткани, содержащих в клетках достаточное для анализа количество копий ДНК. 

Ситуация радикально изменилась благодаря появлению метода, который был разработан Кэри Мюллисом. Этот метод получил название полимеразной цепной реакции (ПЦР) и стал неотъемлемой процедурой, освоенной во всех генно-инженерных лабораториях мира. Использование ПЦР методики позволяет амплифицировать (размножать) ДНК или её фрагмент in vitro увеличивая количество копий в миллионы раз за несколько часов. ПЦР осуществляют в пробирке с помощью специального термостабильного фермента ДНК-полимераза (Tag-полимеразы), набора всех четырех нуклеотидов А, Т, Г и Ц и коротких олигонуклеотидных затравок – праймеров. Праймеры – это короткие, длиной в 20-30 нуклеотидов, одноцепочечные фрагменты ДНК, комплементарные 3’-концевым последовательностям копируемой ДНК-матрицы. Благодаря праймерам ограничивается фрагмент ДНК, который будет скопирован Tag-ДНК-полимеразой, присоединяющейся к 3’-концам праймеров и достраивающие их до заданной длины. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) протекает в три стадии (рисунок 7.1, 7.2). 
1. Денатурация. Инкубационную смесь, в которой содержится образец нужной ДНК, нагревают до температуры 90 (С. При этом, в течении 15 секунд происходит разрушение слабых водородных связей между нитями ДНК, и из одной двухцепочечной молекулы образуется две одноцепочечные. 

2. Гибридизация праймеров. Температуру снижают до 50 (С. При этом происходит гибридизация цепей ДНК с праймерами. Эта стадия обычно протекает 30 секунд.

3. Полимеризация. Инкубационную смесь нагревают до температуры 70(С. При этой температуре Tag-полимераза удлиняет оба праймера с их 3’-концов. Праймеры дорастают до размеров матрицы. Этот процесс протекает в течении 90 скунд.  В результате количество ДНК удваивается.  Фермент Tag-полимераза была выделена из термофильных бактерий Thermus aquaticus, и отличается устойчивостью к высокой температуре. При температуре 70(С гибрид праймер-ДНК не денатурирует, а Tag-полимераза способна работать с большой скоростью. За 20 циклов амплификации количество копий ДНК достигает величины 106. 
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Рисунок 7.1 – Схема стадий одного цикла амплификации (размножения) 
фрагмента ДНК с помощью метода полимеразной цепной реакции (ПЦР).

В последние годы удалось создать специальный прибор – амплификатор, с помощью которого все три стадии размножения ДНК производятся автоматически, что превратило процесс ПЦР-амплификации конкретной последовательности ДНК в простую задачу. 

За разработку метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 1993 г. Кэри Мюллис (K. Mullis) был удостоен звания лауреата Нобелевской премии. 

ПЦР технологии позволили ученым без огромных временных и материальных затрат получать точные данные по структуре генов и фрагментов ДНК при наличии самого минимального количества биологического материала. Одним из важнейших применений ПЦР стала диагностика наследственных заболеваний человека, особенно на пренатальных стадиях развития при наличии малого количества  ДНК  из  фетальных клеток.   Не  менее  важным  применением 
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Рисунок 7.2 – Развернутая иллюстрация ПЦР
технологий стала дактилоскопия и идентификация индивидуумов, используя материал ДНК, полученный из нескольких сперматозоидов, одного волоса и, в некоторых случаях, даже из одного бластомера, выделенного из зародыша (пре-эмбриона) на стадии восьми зародышевых клеток. Метод ПЦР успешно используется также для направленного получения точковых мутаций.

Конструирование праймеров.

При конструировании праймеров необходимо соблюдать ряд требований:
длина праймера (18 до 24 нуклеотидов)

•    температура плавления (Tm ) 

Tm = 2(А+Т) + 4(G+C) (формула Уоллеса (Wallace))

•    специфичность 

•    комплементарная последовательность праймера 
• G/C содержание и полипиримидиновые (Т, С) или полипуриновые (A, G) протяженные участки (Состав нуклетидов в праймере должен быть между 45% и 55% содержанием GC) 
•    3’-концевая последовательность.
Таким образом, можно сказать, что праймер должен содержать почти случайную смесь нуклеотидов, иметь содержание GC – 50% и длину ~ 20 оснований.  Это даст Tm в пределах 56° - 62°С.
Ключевые свойства Taq-ДНК-полимеразы

1. Наличие 5’→3’ экзонуклеазной активности.
2. Отсутствие 3’ →5’ экзонуклеазной активности.
3. Высокая термостабильность (время полужизни: ~2 часа при 95°С).
4. Скорость синтеза ДНК ~ 50 н/сек при 72°С.
Гнездовой и мультиплексный метод ПЦР

Гнездовой   метод ПЦР   может   быть   использован   для   улучшения   выхода последовательности целевой ДНК (Newton and Graham, 1994).  ПЦР с гнездовыми праймерами осуществляется за 15 – 30 циклов с одним набором праймеров, а затем в течение дополнительных   15 – 30   циклов   со   вторым   набором   праймеров, – к внутреннему участку первого амплифицированного ДНК продукта.  Таким образом, наибольший фрагмент, полученный после первого раунда ПЦР, используется в качестве матрицы для второго раунда ПЦР.  Использование гнездового метода ПЦР может резко повысить чувствительность и специфичность амплификации ДНК.
В отличии от стандартного метода в мультиплексном методе ПЦР используют для амплификации не одну пару праймеров, а множество пар праймеров многих последовательностей одновременно.  

Для этого типа ПЦР амплификации выбирают праймеры с близкой температурой отжига. Длина продуктов для амплификации должна быть также сходной; большая разница в длине целевых ДНК будет способствовать амплификации более коротких целевых последовательностей в ущерб более длинным, и это приведет к различному уровню выхода продуктов амплификации. В дополнение, буфер для мультиплексного ПЦР содержит добавки для Taq полимеразы, которые уменьшают конкуренцию между ампликонами и дискриминацию более длинных фрагментов ДНК в процессе мультиплексного ПЦР. 

Продукты мультиплексного ПЦР можно впоследствии гибридизовать с ген-специфичными зондами для проверки. 

2. ПЦР в реальном времени (Real-time PCR)
ПЦР в реальном времени (или количественная ПЦР, кПЦР, ПЦР-РВ, англ. Real-time PCR, qPCR) – лабораторный метод, основанный на классическом ПЦР, позволяющий определять не только присутствие целевой нуклеотидной последовательности в образце, но и измерять количество её копий.
Принципиальной особенностью реакции является мониторинг и количественный анализ накопления продуктов с применением флуоресцентных методов, а также автоматическая регистрация и интерпретация полученных результатов. Реакцию проводят в особом приборе, представляющем собой амплификатор, совмещенный с флуориметром. На сегодняшний день единственным препятствием широкого использования ПЦР в реальном времени является довольно высокая стоимость прибора.
Для количественной оценки ПЦР применяют либо флуоресцентные красители, интеркалирующие в двухцепочечные молекулы ДНК, либо модифицированные праймеры, которые флуоресцируют после гибридизации с комплементарными участками ДНК.

В качестве интеркалирующего красителя используют флуоресцентный цианиновый краситель SYBR Green I. Его добавляют в реакционную смесь, которая, в остальном, не будет принципиально отличаться от смеси стандартной ПЦР. Возрастание количества двухцепочечных продуктов ПЦР будет приводить к увеличению флуоресценции (рисунок 7.3).
Недостаток метода состоит в том, что краситель будет одинаково эффективно связываться как со специфичным ПЦР-продуктом, так и с неспецифичным. Кроме того, SYBR Green I с низкой эффективностью способен связываться с одноцепочечными нуклеиновыми кислотами. Все это может приводить к снижению точности количественной оценки ПЦР.
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Рисунок 7.3 – ПЦР (qPCR) - метод с использованием интеркалирующего 

красителя
В методе с использованием репортерного праймера используют олигонуклеотид, который способен отжигаться внутри амплифицируемой последовательности ДНК. Его длина составляет 20-24 н., на 5’-конце он несет флуоресцентную группу, на 3’-конце -«гасящую» флуоресценцию группу. Меченый олигонуклеотид добавляют в ПЦР-смесь вместе со специфичными прямым и обратным праймерами. Он отжигается на одной из цепей ДНК параллельно с одним из специфичных праймеров (рисунок 7.4).
Когда флуоресцентная и гасящая группы находятся в составе праймера, любая эмиссия репортерной группы поглощается гасителем, и флуоресценция близка к нулю. На стадии синтеза Taq-полимераза, обладающая 5’-3’-экзонуклеазной активностью, отщепляет флуорофор. Будучи больше не связанным физически с гасителем, он начинает флуоресцировать.

Для повышения специфичности детекции вместо одного меченого праймера можно использовать сразу два. Праймеры подбирают таким образом, чтобы они отжигались на одной из цепей последовательно на расстоянии 1-3 нуклеотида друг от друга, и метят флуорофорами: первый - на 3'-конце, второй - на 5'-конце. Принцип метода – перенос энергии от одного флуорофора, находящегося на 3'-конце первого праймера, ко второму флуорофору, находящемуся на 5'-конце второго праймера. При одновременном связывании обоих праймеров с ДНК матрицей испускаемое первым флуорофором излучение передается на второй флуорофор, а его излучение детектируется прибором. Таким образом, возрастает специфичность анализа. Основным недостатком методов с использованием репортерных праймеров, по сравнению с методами, использующими интеркалирующие красители, является их высокая стоимость.
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Рисунок 7.4 – ПЦР в реальном времени - метод с использованием

репортерного праймера
Самое трудное в методе ПЦР в реальном времени – это интерпретация результатов. Высокая чувствительность метода даже к малейшим изменениям условий реакции приводит к искажениям результатов. Поэтому необходимо очень внимательно относится к подбору условий и ставить эксперимент в нескольких повторах с хорошими контролями.

При оценке результатов ПЦР исходят из того, что через n циклоп сигнал флуоресценции (Fn) в пробе должен быть с некоторым коэффициентом (k) пропорционален числу молекул ДНК (Nn): Fn=kNn, или, учитывая эффективность (Е): Fn = kN0(l+E)n, где N0 - исходное количество молекул ДНК. Коэффициент k может отличаться в разных экспериментах и пробах. На коэффициент также влияют настройки приборов, параметры пробирок, точность разнесения реактивов по пробиркам и т.п.
Для сравнения графиков ПЦР часто используют пороговый метод - определение порогового цикла реакции Ct (threshold cycle), который задаёт точка пересечения графика накопления ДНК и пороговой линии. Величина Ct выражается в циклах ПЦР, когда количество ДНК в пробирке (и флуоресцентный сигнал) достигает одинаковой, обычно заданной пользователем, пороговой величины Nt. Сравнивая значения Ct можно судить о начальных концентрациях ДНК n исследуемых образцах. Чем меньше значение Ct, тем больше было ДНК в образце в начальный момент времени. Сравнительный анализ значений Ct проводят во время экспоненциальной фазы ПЦР. Очевидно, что на значения Ct большое влияние будет оказывать эффективность реакции. Эффективность реакции можно определить путем проведения ПЦР с последовательными десятикратными разведениями исследуемого образца. После реакции для каждого разведения определяют значение Ct. Затем строят калибровочную кривую. 
Часто ПЦР в реальном времени используют для количественной оценки транскрипции генов в комбинации с методом обратной транскрипции. Считается, что при правильной постановке эксперимента метод ПЦР в реальном времени в несколько раз эффективнее Нозерн-блоттинга. При оценке экспрессии генов на уровне транскрипции используют внешние контроли – стабильно экспрессирующиеся в тестируемых условиях гены, например, гены рРНК или гены домашнего хозяйства глицеральдегиддегидрогеназы, b-актина, гистона 3 и др.). В опыте анализируют относительную экспрессию исследуемых генов, нормированную на экспрессию референсных генов. Однако к выбору референсного гена, от которого зависит трактовка результатов, необходимо относиться аккуратно и учитывать стабильность его транскрипции в тестируемых условиях.
3. Применение ПЦР

Метод ПЦР, в сочетании с другими молекулярными методами, представляет собой мощный инструмент генетического анализа. Благодаря простоте исполнения и доступности, ПЦР в ряде случаев стужит альтернативой молекулярной гибридизации нуклеиновых кислот, а иногда даже заменяет ее.
Тестирование наличия мутации - ПДРФ-анализ
Метод ПЦР, как и Саузерн-блоттинг, можно применять в анализе полиморфизма длин рестриктных фрагментов (ПДРФ). Допустим, аллель А содержит сайт рестрикции R, аллель а содержит мутацию, изменяющую сайт рестрикции, в результате чего рестриктаза R перестает его узнавать. Для выявления мутации у диплоидного организма амплифицируем фрагмент, включающий область мутации. Затем ПЦР-продукт обрабатываем рестриктазой R и образующиеся фрагменты разделяем в геле. Если исследуемый образец ДНК содержит два аллеля А, ПЦР-продукт расщепляется рестриктазой на два фрагмента. Если исследуемый образец ДНК содержит два аллеля а, ПЦР-продукт не расщепляется рестриктазой. В том случае, если исследуемый образец ДНК гетерозиготен, в геле будут присутствовать три фрагмента, поскольку один из фрагментов (А) будет расщепляться, а другой (а) - нет (рисунок 7.5).
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Рисунок 7.5 – ПДРФ-анализ
Тестирование наличия мутации - аллель-специфичная ПЦР
Метод применяют для выявления точечных мутаций, он служит альтернативой Саузерн-блоттингу с использованием аллель-специфичных зондов. В основе метода лежит особенность Taq-полимеразы (отсутствие 3'-5'-экзонуклеазной активности), не позволяющая ей синтезировать вторую цепь ДНК в случае некомплементарности последнего (3'-концевого) нуклеотида в удлиняемой цепи. Эту особенность используют для подбора аллель-специфичных праймеров. К тестируемому аллелю подбирают пару прямых праймеров с различными нуклеотидами на 3'-конце таким образом, чтобы с одного могла амплифицироваться последовательность без мутации, а с другого - с мутацией. Обратный праймер подбирают к не содержащему изменений в структуре ДНК участку аллеля.
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Рисунок 7.6 – Аллель-специфичная ПЦР
На рисунке 7.6 показан пример тестирования мутации в гене β-глобина. В данном случае подбираем к соответствующим аллелям βА и βS (аллель-специфичные праймеры АСП1 и АСП2). Затем тестируемую ДНК амплифицируем отдельно с парой праймеров АСП1 и СП (специфичным праймером - обратным праймером к неизмененной области гена) и с парой праймеров АСП2 и СП. В случае прохождения реакции только в первой пробе, делаем вывод об отсутствии мутации в гене β-глобина. В случае прохождения реакции только во второй пробе, делаем вывод об наличии мутации в гене β-глобина. Если реакция идет в обеих пробах, делаем вывод о гетерозиготности анализируемого индивида по этому гену (рисунок 7.6).
Введение модификаций и мутаций методом ПЦР
С помощью ПЦР можно вводить различные модификации и мутации в амплифицируемую последовательность ДНК. Изменения вводят в один или в оба праймера.

Для модификации концевых последовательностей ПЦР-продукта дополнительные нуклеотиды вводят на 5’-конец праймера так, чтобы хотя бы 10-15 нуклеотидов на 3’-конце были комплементарны матричной цепи. Так можно добавить к амлифицируемой последовательности небольшую репортерную группу или промотор (если амплифицируемая последовательность - это, ген без промотора), последовательность сайта рестрикции и т.п. На рисунке 7.7 показан способ введения промотора фага Т7 в амплифицируемую последовательность гена без промотора. Таким образом, транскрипция гена будет контролироваться Т7-РНК-полимеразой.
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Рисунок 7.6 – Введение в последовательность ДНК промотора Т7 с

использованием модифицированного праймера
Нa рисунке 7.7 рассмотрен пример модификации праймера в ПЦР, в результате которой в продукт будет введена замена кодона (Thr→Ser). Кроме того, продукт приобретает сайт рестрикции XhoI.
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Рисунок 7.7 – Введение сайта рестрикции и замены кодона методом ПЦР
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Рисунок 7.8 – Введение мутации в середину ПЦР-продукта
С помощью комбинированной реакции ПЦР мутации можно вводить не только на концах ПЦР-продукта, но и в его середину. Для этого подбираем две пары праймеров. Один праймер из пары – к концу фрагмента, а другой - к той части, которая будет содержать мутацию (рисунок 7.8). Неспаренное основание (или основания) должно находиться ближе к 5-концу праймера. Последовательности праймеров, содержащих неспаренный нуклеотид (праймеры 2 и 3), должны перекрываться минимум на 10-15 н. Эти перекрывающиеся последовательности будут служить затравками для синтеза полноразмерного продукта.
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