ЗАНЯТИЕ № 1

Тема: Механизм полимеразной цепной реакции. 

Вопросы, рассматриваемые на занятии:
Основные компоненты реакционной смеси. 
Требования, предъявляемые к праймерам. 
Дополнительные компоненты: внутренние контроли, ДНК-зонды – их функции. 
Циклический температурный режим. 
Эффект плато. 

Синтеза новой цепи идёт в направлении от 5’-конца новой молекулы к 3’-концу.
1. Основные компоненты реакционной смеси.

Праймеры – искусственно синтезированные олигонуклеотиды, имеющие, как правило, размер от 15 до 30 нуклеотидов, идентичные соответствующим участкам ДНК-мишени. Они играют ключевую роль в образовании продуктов реакции амплификации. Правильно подобранные праймеры обеспечивают специфичность и чувствительность тест-системы и должны отвечать ряду критериев.

Taq-полимераза – термостабильный фермент, обеспечивающий достраивание 3'-конца второй цепи ДНК согласно принципу комплементарности. 

Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) – дезоксиаденозинтрифосфата (дАТФ), дезоксигуанозинтрифосфата (дГТФ), дезоксицитозинтрифосфата (дЦТФ) и дезокситимидинтрифосфата (дТТФ) – «строительный материал», используемый Taq-полимеразой для синтеза второй цепи ДНК.

Нуклеоти́ды (нуклеозидфосфаты) — фосфорные эфиры нуклеозидов
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Буфер – смесь катионов и анионов в определенной концентрации, обеспечивающей оптимальные условия для реакции, а также стабильное значение рН. 
Анализируемый образец – подготовленный к внесению в реакционную смесь препарат, который может содержать искомую ДНК, например, ДНК микроорганизмов, служащую мишенью для последующего многократного копирования. При отсутствии ДНК-мишени специфический продукт амплификации не образуется.

2. Требования предъявляемые к праймерам.

Должны быть специфичными. Особое внимание уделяют 3'-концам праймеров, так как именно с них Taq-полимераза начинает достраивать комплементарную цепь ДНК. Если их специфичность недостаточна, то высока вероятность, что в пробирке с реакционной смесью будут происходить процессы неспецифического связывания, и синтеза фрагментов различной длинны, отличных от искомых. Часть праймеров и дНТФ расходуется на синтез неспецифической ДНК, что приводит к значительной потере чувствительности. 

Не должны образовывать димеры и петли, то есть не должно образовываться устойчивых двойных цепей в результате отжига (комплементарного присоединения) праймеров самих на себя или друг с другом. 

Область отжига праймеров должна находиться вне зон мутаций, делеций или инсерций в пределах видовой или иной специфичности, взятой в качестве критерия при выборе праймеров. При попадании на такую зону, отжиг праймеров не происходит, и, как следствие, возникает ложноотрицательный результат. 

Четыре и более 3’-концевых нуклеотида не должны быть комплиментарны самому праймеру, парному, пробе или иным синтетическим олигонуклеотидам, добавляемым в реакцию. 

Темпратура отжига (annealing temperature, Ta) должна лежать в диапазоне 60-70 °С (как правило, Та≈Тm-5). Тm - это температура денатурации или гибридизации олигонуклеотида, при которой половина молекул находится в двуцепочечном состоянии (гибридизована), а половина в растворе. Tm является характеристикой олигонуклеотида (для конкретных условий среды). Ta - это оптимальная температура соответствующего режима в программе амплификации (оптимальная с точки зрения эффективности, специфичности и др. параметров ПЦР), является характеристикой реакционной системы в целом в зависимости от требуемого результата (при прочих равных при оптимизации по эффективности одно значение Ta, по специфичности другое). 
Tm пары праймеров д.б. приблизительно одинаковой. 
Желательно, чтобы Tm 5’-концевой части праймера была выше Tm 3’-концевой части. 
С 5’-конца м.б. добавлена практически любой длины последовательность не комплиментарная матрице.
Дополнительные компоненты: внутренние контроли, ДНК-зонды – их функции. 

Внутренние контроли – гетерологичный специфическому фрагмент ДНК, как правило, большего размера, ограниченный (фланкированный) специфическими праймерами. Фактически, представляет собой альтернативную матрицу ПЦР и позволяет контролировать эффективность амплификации в каждой конкретной пробирке.

ВКО используется для определения чувствительности и эффективности ПЦР. Также решает задачу определения ложноотрицательных результатов (возникающих вследствие ошибок экспериментатора или действия ингибиторов ПЦР). ВКО добавляют непосредственно к экспериментальному образцу перед началом исследования (желательно чтобы ВКО прошел все стадии исследования). В идеале ВКО должен иметь такие сайты связывания праймеров, что и исследуемая целевая молекула, но отличаться по размеру ампликона или участком последовательности для гибридизации отдельной флуоресцентно-меченой пробы.

ВКО делятся на эндогенный и экзогенный. Эндогенный ВКО изначально присутствует в экспериментальном образце, являясь частью исследуемой биологической системы. В этом случае в реакцию добавляют только праймеры и пробу для ВКО. Обычно это гены “домашнего хозяйства” (н-р, актин или тубулин). Экзогенный ВКО добавляют к каждому экспериментальному образцу вместе с праймерами и пробой для детекции. 

Концентрация ВКО д.б. Подобрана так, чтобы избежать конкуренции с амплификацией исследуемой мишени за компоненты реакции.

ДНК-зонды – искусственно синтезированные олигонуклеотиды небольшого размера (около 30 нуклеотидов), комплементарные специфическим ампликонам (продуктам реакции). Благодаря прикрепленным к ним изотопным или флуоресцентным меткам ДНК-зонды могут использоваться для детекции продуктов реакции.

Меченные праймеры с адаптерной последовательностью (амплифлюры). Первый вариант: праймер несет дополнительную последовательность на 5’-конце, способную образовывать шпилечную структуру типа “стебель-петля”, причем стебель обычно около 5-6 п.н., большинство G-C. Второй вариант: наличие независимого адаптера (+ один адаптер для многих праймеров) или часть петли захватывает последовательность мишени. 
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Puc. 4.5. Cxema paGothl npaliMepoB «aMminadaop»

@ — npaiimep coAepKAT 5'-afanTep ¢ HHBEPTHPOBAHHEIM IIOBTOPOM, IO KPAKM KO-
TOPOrQ pacuosoxkens: payopodop u racurens. IIpH reMnepaType 2JORraNUA KHBEP-
THPOBAEHEIA NOBTOP 06pasyeT MOHAEIHYIO CTPYKTYPY, B KOTOPOi duryopodop n
racuTens cOauxensi. B xome cunresa sropoit nenn JHK mnuneunas cTpyxrypa
«pasBopavMBAETCA® W MHTEHCHBHOCTh (NIyOpecIieHIMA BO3pacTaeT. 6 — mpaimep
COAepPKUT MeveHEIH 5 -ajanTep, KOMILIeMEHTAPHEIR JOIOIHUTENLHOMY OJATORYK-
neorupy ¢ racartenem. CUHTES BTOPOH MeNH ¢CTAIKABACTS OJIMTOHYKICOTUR C Iach-
TeaeM




Праймеры пробы (скорпионы). Содержат адаптер, отделенный от праймера блокатором синтеза второй цепи ДНК, в котором петлевая часть комплементарна внутренней части образующегося фрагмента.
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moro ¢parmenTa, nocie scrpamBanusa B [JHK oma rubpuzusyercsa ¢
¢parMeHTOM, IPUBOAA K pasobmeHHIo dhayopodopa U racuTesns




Однако, очевидно влияние 5’-экзонуклеазной активности Taq-полимеразы на разрушение гибридизованной части праймера-пробы. Следовательно, в общей интенсивности флуоресцентного сигнала будет как составляющая “разворачивания”, так и составляющая разрушения адаптера.

“Вытесняющие пробы” (displacing probes). Проба состоит из пары частично комплементарных друг другу олигонуклеотидов, один несет флуорофор, другой гаситель. В отсутствии мишени проба образует дуплекс. При накоплении продукта, процесс реассоциации пробы начинает конкурировать с процессом гибридизации олигонуклеотидов на мишень, что ведет к увеличению флуоресценции. При использовании полимеразы с 5’-экзонуклеазной активностью, гибридизованные на мишень олигонуклеотиды будут разрушаться, приводя к еще большему увеличению флуоресценции. + легкий синтез и низкая цена, - высокий уровень фоновой флуоресценции.

[image: image4.png]Puc. 4.7, Cxema pabothl « BeITecHs0mMENR 1po6si» . Paryopodop u racurens

1}1yOpECHEeH N DACIOJIOXKEHEl HA KOMIJIEMEHTAPHEIX OJUTOHYKJIEOTH-
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Линейные разрушаемые пробы (TaqMan). Олигонуклеотид метят флуорофором и гасителем, которые в отсутствии пробы сближены за счет стремления олигонуклеотида реализовать максимальное количество водородных связей (самозашпилевание). При накоплении продукта проба гибридизуется на ампликон, что ведет к ее разрушению за счет 5’-экзонуклеазной активности полимеразы. 
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Пробы с ИКП (инвертированный концевой повтор), “молекулярные маячки”, beacons. ИКП в 5-8 п.н. Позволяет сформировать структуру стебель-петля при температуре ниже 55-60 °С с низким уровнем флуоресценции (за счет контактного гашения).
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Примыкающие пробы. Используют два олигонуклеотида, гибридизующихся с матричной ДНК в непосредственной близости друг от друга. Один из которых донор, другой акцептор. Гибридизация двух олигонуклеотидов ведет к сближению флуорофоров и переносу энергии с донора на акцептор. 
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4. Циклический температурный режим.

Если в анализируемом образце присутствует искомая ДНК, то в процессе реакции амплификации с ней происходит ряд событий, которые обеспечиваются определенными температурными циклами.

Каждый цикл амплификации состоит из трех этапов:

1. Денатурация – это переход ДНК из двухнитевой формы в однонитевую при разрыве водородных связей между комплементарными парами оснований под воздействием высоких температур.

2. Отжиг – это присоединение праймеров к одноцепочечной ДНК-мишени. Праймеры подбирают так, что они ограничивают искомый фрагмент и комплементарны противоположным цепям ДНК. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности Чаргаффа. Если это условие не соблюдено, то отжига праймеров не происходит.

3. Элонгация (синтез). После отжига праймеров Taq-полимераза начинает достраивание второй цепи ДНК с 3'-конца праймера. Температуру в реакционной смеси доводят до оптимума работы Taq-полимеразы, которая с максимальной эффективностью начинает синтез второй цепи ДНК от 3'-конца праймера, связанного с матрицей, и движется в направлении от 3' к 5' концу.

Иногда в случае близкого значения температуры отжига праймеров и температуры оптимума работы фермента, становится возможным использовать двухэтапный ПЦР, совместив отжиг и элонгацию. Температурный цикл амплификации многократно повторяется (30 и более раз). На каждом цикле количество синтезированных копий фрагмента ДНК удваивается (рис. 4). Результатом циклического процесса является экспоненциальное увеличение количества специфического фрагмента ДНК, которое можно описать формулой:

А = М*(2n- n-1)~2 n , где

А – количество специфических (ограниченных праймерами) продуктов реакции амплификации;

М – начальное количество ДНК-мишеней;

n – число циклов амплификации.

Реальное значение эффективности отдельных циклов амплификации составляет по некоторым данным 78-97%. Если в пробе присутствуют ингибиторы реакции это значение может быть намного меньше, поэтому фактическое количество специфических продуктов амплификации лучше описывает формула: 

А = М*(1+Е) n , где

Е – значение эффективности реакции.

Следует заметить, что в процессе амплификации на исходной цепи синтезируются и длинные фрагменты, однако их накопление происходит лишь в арифметической прогрессии по формуле:

К = М* n , где

К – количество длинных продуктов амплификации.

Таким образом, специфические фрагменты, ограниченные на концах праймерами, впервые появляются в конце второго цикла, накапливаются в геометрической прогрессии и очень скоро начинают доминировать среди продуктов амплификации.
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Эффект плато. 

Следует заметить, что процесс накопления специфических продуктов амплификации по геометрической прогрессии идет лишь ограниченное время, а затем его эффективность критически падает – «эффект плато».

Термин «эффект плато» используют для описания процесса накопления продуктов ПЦР на последних циклах амплификации, когда количество ампликонов достигает 0,3–1 пмолей.

В зависимости от условий и количества циклов реакции амплификации, на момент достижения

«эффекта плато» влияют:

Утилизация субстратов (дНТФ и праймеров).

Стабильность реагентов (дНТФ и фермента).

Количество ингибиторов, включая пирофосфаты и ДНК-дуплексы.

Неспецифические продукты и праймер-димеры, конкурирующие за праймеры, дНТФ и полимеразу.

Концентрация специфического продукта за счет неполной денатурации при высокой концентрации ампликонов.
