 ЗАНЯТИЕ № 2

Тема: Влияние различных веществ на эффективность ПЦР.
Вопросы, рассматриваемые на занятии:
1. Влияние концентрации ионов Mg2+ на специфичность и эффективность ПЦР. 

2. Вещества, ингибирующие ПЦР. Вещества, стабилизирующие ПЦР. 

3. Характеристика термостабильных ДНК полимераз - Тaq-полимераза, Tth-полимераза.

4. Термостабильные ДНК-полимеразы с 3'-5' экзонуклеазной активностью (Vent- и Pfu- полимеразы).

5. Ферментативные смеси для ПЦР-амплификации длинных последовательностей ДНК.

1. Влияние концентрации ионов Mg2+ на специфичность и эффективность ПЦР. Ионы Mg2+ образуют растворимые комплексы с дезоксирибонуклеозидтрифосфатами (dNTPs), формируя субстрат для ДНК-полимеразы. Оптимальная концентрация колеблется в пределах 1-5 мМ при суммарной концентрации dNTPs около 200 мкМ. Концентрация свободных ионов магния в реакционной смеси существенно зависит от концентрации свободных dNTPs и других соединений способных связывать магний (н-р, ЭДТА). Свободные ионы магния заметно повышают температуру плавления (гибридизации) двуцепочечной ДНК, поэтому слишком высокая концентрация магния увеличивает вероятность неспецифического отжига. 

Ионы магния выступают в роли кофактора (малые молекулы небелковой природы, специфически соединяющиеся с соответствующими белками, называемымиапоферментами, и играющие роль активного центра или простетической группы молекулы фермента) термофильных ДНК-полимераз, и их концентрация существенно влияет на эффективность ПЦР. Концентрация ДНК-матрицы, присутствие в образце белков и хелатных агентов, например, ЭДТА или цитратов, влияют на количество свободного магния. При полном отсутствии свободного магния фермент не работает, если же магния слишком много, то фермент делает много ошибок. Поэтому рекомендуется для каждой конкретной системы вначале подобрать оптимальную концентрацию ионов Mg2+.
MgCl2 - поскольку ДНК-полимераза является Mg2+- зависимым ферментом, то концентрация ионов магния влияет на активность фермента (Mg2+ образует комплексы с НТФ - именно эти комплексы являются субстратом для полимеразы). Высокая концентрация приводит к увеличению неспецифической амплификации, а низкая ведет - к ингибированию реакции, оптимум (для различных полимераз) находится в области 0,5 - 5мМ. Кроме того, концентрация солей магния влияет на протекание процессов денатурации и отжига - повышение концентрации Mg2+ вызывает повышение температуры плавления ДНК (т.е. температуры, при корой 50% двухцепочечных нитей ДНК разъединяются на одноцепочечные).

2. Вещества, стабилизирующие ПЦР. Делятся на три группы. Влияют 1) на Та ДНК и олигонуклеотидов (формамид, ДМСО), 2) на конформацию ДНК (белок SSB, белок гена 34 фага Т4), 3) на свойства ДНК-полимеразы: стабильность (бетаин, БСА, неионные детергенты, желатин, глицерин) и кинетику ферментативной реакции (пирофосфатаза).

Формамид (HCONH2) - амид муравьиной кислоты, простейший карбоксамид — первый член гомологического ряда амидов карбоновых кислот.
ДМСО - Диметилсульфоксид химическое вещество с формулой (CH3)2S

 HYPERLINK "https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B4" \o "Кислород" O. Бесцветная жидкость без запаха со специфическим сладковатым вкусом (не достаточно чистый продукт имеет характерный запах диметилсульфидa). Важный биполярный апротонный растворитель.
Добавление ДМСО или формамида приводит к снижению эффективности спаривания молекул праймера и ДНК тем самым, уменьшая количество не специфических спариваний. 
	Вещество:
	Сток:
	Используемые концентрации:
	Механизм действия:

	Acetamide
	25%
	~5%
	повышение растворимости

	Betaine Na
	5M
	0.5-2M
(оптимально ~1.6M)
	стабилизация фермента, понижение Tm DNA, выравнивание Tm AT- и GC-богатых последовательностей

	BSA
	10 µg/ µl
	~0.1 µg/µl
	стабилизация фермента

	DMSO
	100%
	2.0-15%
(оптимально ~5%)
	повышение растворимости

	Formamid
	100%
	1-5%
	

	Glycerol (пропан-1,2,3-триол)


	100%
	5-20%
(оптимально10-15%)
	стабилизация фермента

	NP-40, Tween 20, Triton X-100
	10%
	0.1-0.5%
(улучшает seq. PCR)
	стабилизация фермента

	PEG 8000
	40%
	5-20%
(оптимально - 15%)
	повышение эффективной концентрации

	Tetramethylammonium chloride (TMA chloride)
	5M
	0.01-0.1mM
	повышение специфичности

	Pyrophosphatase thermostable
	5 u/µl
	0.001-1u/реакцию
	устранение пирофосфатов, которые могут обращать реакцию полимеризации

	ssDNA binding protein E.coli
	500 µg/ml
	5 µg/ml
	Стабилизация ssDNA (single-stranded)

	ssDNA binding protein T4 gene 32 protein
	500 µg/ml
	улучшает выход в концентрациях 0.5-1.0mM.
	Cтабилизация ssDNA


Вещества, ингибирующие ПЦР. 

	Агароза
	не мешает до ~1%.

	АА акриламид линейный
	не мешает (по крайней мере в низкой концентрации).

	AcONa (pH 5.0)
	начинает ингибировать при>5mM.

	BSA ацетилированный
	10µg/ml - ингибирует.

	BSA heat инактивированный
	10µg/ml - не мешает.

	Vanadil ribonucleoprotein complexes
	ингибируют при > 0.4mM; не мешают при <0.04mM (когда цвет 8-гидроксихинолина в феноле не изменяется при экстракции - уже не ингибируют)

	Гемоглобин (концентрация в крови ~160 mg/ml)
	уменьшает выход при >1mg/ml.

	Гепарин
	ингибирует (используется для предотвращения свертывания крови 14.3 u/ml, не устраняется органическими растворителями и переосаждением).
Ингибирует PCR при >0.15U/ml.

	EDTA
	связывается с Mg2+ стехиометрически, начинает ингибировать при >0.5mM, PCR не идёт при 1mM.

	DEPC
	ингибирует реакцию, лучше не использовать в PCR-реакции растворы, обработанные DEPC.

	Желатин
	10µg/ml - не мешает.

	Изопропанол
	ингибирование при концентрациях >1% (более сильный ингибитор, чем этанол).

	Масло, покрывающее PCR
	может устранять ингибирующий эффект некоторых загрязнений.

	Мочевина (в моче ~350mM)
	на разные реакции - по разному, в среднем, начинает ингибировать при >20mM.

	NaCl
	заметно ингибирует при 25mM, PCR не идёт при 50mM.

	RT смесь
	не влияет на PCR реакцию при концентрации 10%, начинает ингибировать при >15%.

	RNA
	ингибируют (>0.5µg на 20µl PCR); ингибирующий эффект можно устранить добавлением в реакцию RNase (термостабильна).

	Сахароза
	не мешает до 30%.

	Фенол
	уменьшает выход при >0.2%, PCR не идёт при 0.5%.

	Ficoll 400
	не мешает до 1% (выше - ингибирует).

	HxPO4
	Mg3(PO4)2 - образует преципитат при NT, если >0.25mM (в PBS - HxPO4~9.3mM).

	Этанол
	для некоторых реакций - стимулирующий эффект при 1%, для других - ингибирование при концентрациях >1%.

	Хлороформ
	не влияет на PCR реакцию даже при концентрации 5%.

	Цитрат Na
	не оказывает влияния при 1mM.

	Меланин
	Заметно от 0.01µg/µl, ингибирует: 0.08µg/µl.

	Polyvinilpyrollidon (PVP)
	не ингибирует по крайней мере до 2%

	Мембраны:

	Nitrocellulose
	ингибирует PCR

	Cellulose acetate
	ингибируетPCR

	Fluropore
	не ингибирует PCR

	Durapore
	не ингибирует PCR


3. Характеристика термостабильных ДНК полимераз - Тaq-полимераза, Tth-полимераза. Основное требование к полимеразе для ПЦР, это способность сохранять активность после инкубации при 95°С. Долгое время использовались отдельные термостабильные ДНК-полимеразы: Taq, Tth, Pwo и др. В наст. время используют смеси полимераз с различными свойствами, включая искусственно полученные модификации природных ферментов. Большинство ферментов плч путем наработки в клетках E.coli или других системах экспрессии.

Taq-полимераза выделена из термофильной эубактерии Thermus aquaticus. Фермент представляет собой одну полипептидную цепь молекулярной массой около 95 кДа. Это высокопроцессивный фермент (как правило, эффективно амплифицирующий фрагменты длиной до 3-5 т.п.н.) с хорошо выраженной 5’-3’ экзонуклеазной активностью и без 3’-5’ (корректирующей) экзонуклеазной активности. Получаемые при использовании Taq-полимеразы фрагменты ДНК, как правило, содержат выступающий 3’-концевой нуклеотид (чаще аденозин), нематрично присоединяемый ферментом. Это свойство Taq-полимеразы используют для эффективного клонирования продуктов ПЦР в специально подготовленные линеаризованные вектора с выступающим тимидином.

Tth-полимераза выделена из Thermus termophilus. Это высокопроцессивный фермент (фрагменты до 3 т.п.н.) массой около 94 кДа с хорошо выраженной 5’-3’ экзонуклеазной активностью и без 3’-5’ (корректирующей) экзонуклеазной активности. Особенностью этой полимеразы является наличие ревертазной активности (способности использовать в качестве матрицы молекулы РНК).

4. Термостабильные ДНК-полимеразы с 3'-5' экзонуклеазной активностью (Vent- и Pfu- полимеразы).

Pwo-полимераза выделена из термофильной архебактерии Pyrococcus woesei Масса фермента около 90 кДа. Это высокопроцессивный фермент дает фрагменты до 3 т.п.н. С хорошо выраженной 3’-5’экзонуклеазной активностью и без 5’-3’ экзонуклеазной активности

Pfu-полимераза получена из Pyrococcus furiosis. Масса фермента 92 кДа, отличается низкой процессивностью (фрагменты до 1 т.п.н.) и обладает 3’-5’экзонуклеазной активностью (proofreading (корректирующая) activity). Наличие 3’-5’экзонуклеазной активности делает фермент пригодным для ПЦР, где необходимо получение продукта с высокой точностью синтеза (для последующего клонирования или определения последовательности нуклеотидов).

Vent-полимераза выделена из Thermococcus litoralis катализирует матричный синтез ДНК. Точность синтеза в 5-15 раз выше, чем у Taq Полимеразы благодаря наличию 3`-5` корректирующей экзонуклеазной активности. Отличается более высокой термостабильностью, по сравнению с Taq полимеразой. Более 90% полимеразы остается активной после 1 ч. Инкубации при 95°С.
5. Ферментативные смеси для ПЦР-амплификации длинных последовательностей ДНК. ПЦР длинных фрагментов (англ. Long-range PCR) – вариант ПЦР для амплификации протяженных участков ДНК (10 тысяч и более оснований). Для реализации данного подхода используют смесь двух полимераз, одна из которых – Taq-полимераза с высокой процессивностью (способная за один проход синтезировать длинную цепь ДНК), а вторая – ДНК-полимераза с 3'-5' экзонуклеазной активностью (Pfu- полимераза). Она необходима для корректирования ошибок, внесённых Taq-полимеразой, при этом некомплементарные нуклеотиды удаляются с помощью Pfu-полимеразы. 

Taq-полимераза останавливает синтез ДНК если был добавлен не комплементарный нуклеотид. Этот не комплементарный нуклеотид удаляет Pfu полимераза. Смесь полимераз берется в отношении 50:1 или даже меньше 100:1, где Taq-полимеразы берётся в 25—100 раз больше по отношению к Pfu-полимеразе.
(Long-range PCR in next-generation sequencing: comparison of six enzymes and evaluation on the MiSeq sequencer doi:10.1038/srep05737)

