ЗАНЯТИЕ № 4

Тема: Виды ПЦР. 

Вопросы, рассматриваемые на занятии: 

Качественная ПЦР с электрофоретической детекцией результатов: ПЦР с «горячим» стартом (hot-start PCR);

ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР, RT-PCR);

Мультиплексная (мультипраймерная) ПЦР;

Гнездовая («вложенная», англ. nested PCR) ПЦР;

Область применения, преимущества и недостатки различных видов качественной ПЦР.

Множественная ПЦР (multiplex PCR, mPCR). Присутствие в реакционной смеси нескольких пар праймеров, специфичных в отношении разных генетических локусов, в ряде случаев позволяет проводить одновременную амплификацию соответствующих участков ДНК-матрицы. Такой вариант системы ПЦР получил название множественной ПЦР (мПЦР). . В простом случае это становится возможным, если оптимальные условия проведения реакции близки для всех пар используемых праймеров. Если мПЦР проводят в формате аллель-специфической ПЦР (см. раздел 6.3.11 этой главы), и целью эксперимента является одновременная идентификация двух аллелей одного гена, которые различаются по одному нуклеотиду, то аллель-специфические праймеры делают разной длины, что позволяет по размеру продуктов ПЦР, разделяемых с помощью капиллярного электрофореза, идентифицировать исследуемые аллели.

Вложенная ПЦР (Nested PCR (англ.)) — применяется для уменьшения числа побочных продуктов реакции. Используют две пары праймеров и проводят две последовательные реакции. Вторая пара праймеров амплифицирует участок ДНК внутри продукта первой реакции.

Гнездовая ПЦР. Этот метод часто выручает, когда другими способами не удается освободиться от неспецифических продуктов ПЦР и "шмира". Принцип метода гнездовой ПЦР (nested PCR) заключается в последовательном применении двух пар праймеров, специфичных в отношении исследуемого локуса (рис. 19). Вначале проводят ПЦР с внешними праймерами. В результате по разным причинам синтезируется некий гетерогенный продукт, в котором нужный фрагмент может визуально не наблюдаться из-за его низкой концентрации. Небольшое количество образовавшегося продукта ПЦР без какой-либо очистки далее используют в качестве матрицы в новом раунде ПЦР, которую осуществляют с помощью новых {внутренних) праймеров, комплементарных внутренним последовательностям локуса, амплифицированного в первом раунде ПЦР. Поскольку только у специфического продукта ПЦР будут присутствовать места посадки для внутренних праймеров, амплификация всех остальных продуктов ПЦР, представляющих "шмир" и полосы непонятного происхождения, с внутренними праймерами происходить не будет. К одному из недостатков метода, который одновременно является и его достоинством, следует отнести его чрезвычайную чувствительность, что при неаккуратной работе может стать легким источником ложноположительных результатов из-за загрязнения специфическим продуктом ПЦР компонентов реакционной смеси.

Инвертированная ПЦР (Inverse PCR (англ.)) — используется в том случае, если известен лишь небольшой участок внутри нужной последовательности. Этот метод особенно полезен, когда нужно определить соседние последовательности после вставки ДНК в геном. Для осуществления инвертированной ПЦР проводят ряд разрезаний ДНК рестриктазами с последующим соединением фрагментов (лигирование). В результате известные фрагменты оказываются на обоих концах неизвестного участка, после чего можно проводить ПЦР как обычно.

ПЦР с обратной транскрипцией (Reverse Transcription PCR, RT-PCR (англ.)) — используется для амплификации, выделения или идентификации известной последовательности из библиотеки РНК. Перед обычной ПЦР проводят на матрице мРНК синтез одноцепочечной молекулы ДНК с помощью ревертазы и получают одноцепочечную кДНК, которая используется в качестве матрицы для ПЦР. Этим методом часто определяют, где и когда экспрессируются данные гены.

Метод ПЦР, сопряженной с обратной транскрипций (ОТ-ПЦР) (RT PCR, one tube PCR), позволяет обнаруживать в образцах последовательности РНК и количественно определять их содержание, что широко используется для оценки дифференциальной экспрессии генов на уровне транскрипции и в ДНК-диагностике возбудителей инфекционных заболеваний, например, для обнаружения вируса гепатита С или ВИЧ [279]. Во время проведения ОТ-ПЦР на матрице РНК с помощью обратной транскриптазы синтезируют кДНК, последовательности которой далее, в свою очередь, амплифицируют в обычной ПЦР. В современных вариантах ОТ-ПЦР (обратную транскрипцию и ПЦР) проводят в одной пробирке, что объясняет одно из распространенных названий этого метода [263]. Для проведения обратной транскрипции используется несколько ферментов. Наиболее эффективной (но и дорогостоящей) является обратная транскриптаза вируса миелобластоза птиц (AMV), с помощью которой удается синтезировать кДНК длиной до 14 т.п.о., вируса лейкоза мышей Молони (MMLV) (10 т.п.о.), а также ДНК-полимеразы термофильных бактерий Thermus thermophilus (Tth-ДНК-полимераза), Т. flavus и Carboxydothermus hydrogenoformans (С. therm.), с помощью которых удается амплифицировать последовательности меньшей длины (до 3 т.п.о.). Бактериальные ДНК-полимеразы обнаруживают способность использовать РНК в качестве матриц только в присутствии ионов Мn2+ (кроме С. therm., которая активна в присутствии ионов Mg2+) при повышенной температуре (50-70°С), что особенно удобно в случае амплификации последовательностей с высоким GC-составом и сложной вторичной структурой. Вариант метода с раздельной обратной транскрипцией и ПЦР подходит для исследования сложных смесей РНК или при необходимости транскрибирования очень длинных последовательностей. В данном случае обратную транскрипцию проводят в условиях, полностью оптимизированных для этих ферментов, чего не удается сделать при проведении обеих стадий реакции в одной пробирке. Ввиду чрезвычайно высокой чувствительности метода источником ложноположительных результатов могут быть даже небольшие примеси ДНК в анализируемых образцах. Проблему решают путем подбора праймеров таким образом, чтобы они были комплементарны последовательностям соседних экзонов. В этом случае продукт ПЦР не образуется на матрице ДНК за большого размера интрона, если же он все-таки синтезируется, его можно будет легко отличить по размерам от ожидаемого фрагмента ДНК, который должен синтезироваться на безинтронной матрице кДНК. Альтернативным способом борьбы с такими артефактами является обработка анализируемых образцов ДНКазой.

Асимметричная ПЦР (англ. Asymmetric PCR) — проводится тогда, когда нужно амплифицировать преимущественно одну из цепей исходной ДНК. Используется в некоторых методиках секвенирования и гибридизационного анализа. ПЦР проводится как обычно, за исключением того, что один из праймеров берется в большом избытке. Модификаций этого метода является англ. Linear-After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR), в котором используются праймеры с разной концентрацией, и праймер с низкой концентрацией подбирается с высокой (температурой плавления), чем праймер с высокой концентрацией. ПЦР проводят при высокой температуре отжига, тем самым удаётся поддержать эффективности реакции на протяжении всех циклов

Асимметричная ПЦР (asymmetrical PCR), иначе называеназываемая однонаправленной ПЦР (single-sided PCR), используется Для наработки одноцепочечных фрагментов ДНК, соответствующих амплифицируемому участку ДНК-матрицы. В этом случае при постановке ПЦР один из праймеров находится в низкой концентрации, поэтому в процессе ПЦР он быстро истощается, и синтез ДНК с этого момента продолжается с одного праймера, исходно присутствовавшего в избытке, а накопление ПЦР-продукта уже происходит не экспоненциально, а линейно. В итоге продукт ПЦР оказывается представленным, в основном, одноцепочечными молекулами ДНК. Кроме вышеупомянутого случая с множественной ПЦР, асимметричную ПЦР используют также для проведения непосредственного секвенирования продукта ПЦР [272], для наработки одноцепочечных ДНК при создании олигонуклеотидных микрочипов [273] и в других приложениях (например, при исследовании полиморфизма одноцепочечных фрагментов ДНК (single-stranded conformation polymorphism - SSCP) в ДНК-диагностике, требующих для своей реализации использования оцДНК.

Количественная ПЦР (Quantitative PCR, Q-PCR (англ.)) или ПЦР в реальном времени — используется для непосредственного наблюдения за измерением количества конкретного ПЦР продукта в каждом цикле реакции. В этом методе используют флуоресцентно-меченые праймеры или ДНК-зонды для точного измерения количества продукта реакции по мере его накопления; или используется флуоресцентный интеркалирующий краситель Sybr Green I (но лучше использовать SYTO 13), который связывается с двухцепочечной ДНК. Sybr Green I обеспечивает простой и экономичный вариант для детекции и количественного определения ПЦР-продуктов в ходе ПЦР в режиме реального времени без необходимости использования специфичных флуоресцентных зондов или праймеров. В ходе амплификации краситель SYBR Green I встраивается в малую бороздку ДНК ПЦР продуктов и испускает более сильный по сравнению с несвязанным красителем флуоресцентный сигнал при облучении синим лазером. SYBR Green I совместим со всеми известными на сегодняшний день приборами для проведения ПЦР в режиме реального времени. Максимум поглощения для SYBR Green I находится при длине волны 494 нм. Кроме главного, в спектре красителя имеются два небольших дополнительных максимума поглощения — при 290 нм и 380 нм. Максимум испускания для SYBR Green I находится при длине волны 521 нм (зелёный)[17].

Ступенчатая ПЦР (Touchdown PCR (англ.)) — с помощью этого подхода уменьшают влияние неспецифического связывания праймеров. Первые циклы проводят при температуре выше оптимальной температуры отжига, затем каждые несколько циклов температуру отжига постепенно снижают до оптимальной. Это делается для того, чтобы праймер гибридизовался с комплементарной цепью всей своей длиной; тогда как при оптимальной температуре отжига, праймер частично гибридизуется с комплементарной цепью. Частичная гибридизация праймера на геномной ДНК приводит к неспецифической амплификации, если участков связывания для праймера достаточно много. В большинстве случаев, первые десять ПЦР циклов, можно проводить при температуре отжига в 72-75°С, а затем сразу снизить до оптимальной, например до 60-65°С.

Метод молекулярных колоний (ПЦР в геле, англ. Colony - PCR Colony) — акриламидный гель полимеризуют со всеми компонентами ПЦР на поверхности и проводят ПЦР. В точках, содержащих анализируемую ДНК, происходит амплификация с образованием молекулярных колоний.

ПЦР с быстрой амплификацией концов кДНК (англ. Rapid amplification of cDNA ends, RACE-PCR).

ПЦР длинных фрагментов (англ. Long-range PCR) — модификация ПЦР для амплификации протяженных участков ДНК (10 тысяч и более оснований). Используют смесь двух полимераз, одна из которых — Taq-полимераза с высокой процессивностью (то есть, способная за один проход синтезировать длинную цепь ДНК), а вторая — ДНК полимераза с 3'-5' экзонуклеазной активностью, обычно это Pfu полимераза. Вторая полимераза необходима для того, чтобы корректировать ошибки, внесённые первой, так как 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.

RAPD (англ. Random Amplification of Polymorphic DNA), ПЦР со случайной амплификацией полиморфной ДНК — используется тогда, когда нужно различить близкие по генетической последовательности организмы, например, разные сорта культурных растений, породы собак или близкородственные микроорганизмы. В этом методе обычно используют один праймер небольшого размера (около 10 п.н.). Этот праймер будет частично комплементарен случайным участкам ДНК исследуемых организмов. Подбирая условия (длину праймера, его состав, температуру и пр.), удаётся добиться удовлетворительного отличия картины ПЦР для двух организмов.

Групп-специфическая ПЦР (англ. group-specific PCR) — ПЦР для родственных последовательностях внутри одного или между разными видами, используя консервативные праймеры к этим последовательностям. Например, подбор универсальных праймеров к рибосомальным 18S и 26S генам для амплификации видоспецифического межгенного спейсера: последовательность генов 18S и 26S консервативна между видами, поэтому ПЦР между этими генами будет проходить для всех исследуемых видов. Противоположный этому методу является — уникальная ПЦР (англ. unique PCR), в котором задача состоит в подборе праймеров для амплификации только конкретной последовательности среди родственных последовательностей.

ПЦР с использованием горячего старта (англ. Hot-start PCR) — модификация ПЦР с использованием ДНК-полимеразы, в которой полимеразная активность блокируется при комнатной температуре антителами или имитирующие антитела небольшими молекулами типа Affibody, то есть в момент постановки реакции до первой денатурации в ПЦР. Обычно первая денатурация проводится при 95 °C в течение 10 минут.

ПЦР с "горячим стартом"

Хотя оптимальной температурой для синтеза ДНК термостабильными ДНК-полимеразами является ~72°С, они активны и при комнатной температуре. В то же время при низкой температуре создаются идеальные условия для неспецифического взаимодействия праймеров и матрицы в случае их неполной комплементарности в соответствующих участках. В такой ситуации 3'-концы праймеров, доступные ДНК-полимеразе при комнатной температуре и выше вплоть до температуры денатурации комплексов праймер-матрица, удлиняются, а образующиеся при этом полностью комплементарные матрице участки служат эффективными праймерами в следующих циклах ПЦР. В итоге образующиеся по данному механизму продукты ПЦР не имеют ничего общего с последовательностью нуклеотидов, которую было необходимо амплифицировать. Для преодоления этого затруднения необходимо создать условия, при которых удлинение праймеров начиналось бы только после их отжига с соответствующими последовательностями матрицы, при понижении температуры после стадии денатурации в первом цикле ПЦР. Имеется несколько подходов, получивших название ПЦР с "горячим стартом" (hot start PCR), которые позволяюттдостичь желаемого результата. В самых первых системах ДНК-полимеразу и остальную часть реакционной смеси разделяли с помощью легкоплавкого физического барьера (воска) [274]. При таком подходе все компоненты реакционной смеси, кроме ДНК-полимеразы и матрицы, вносят в нижнюю часть пробирки, на смесь наносят легкоплавкий полимер и пробирки прогревают с тем, чтобы он расплавился, и затем охлаждают до его застывания. Далее сверху наслаивают масло, а под масло вносят недостающие компоненты. Плавление барьера происходит в первом цикле ПЦР после прогревания пробирок до ~55°С, что сопровождается объединением всех компонентов реакционной смеси, и ПЦР начинается.

В альтернативных подходах объектом воздействия является непосредственно ДНК-полимераза. В одном случае образуют комплекс моноклональных антител с ферментом, в котором антитела инактивируются при прогревании в первом цикле ПЦР [275], в другом случае фермент модифицируют по некоторым аминокислотным остаткам термолабильными химическими группами, что делает его неактивным при комнатной температуре. Активация Taq-ДНК-полимеразы происходит после ее прогрева в течение 2-4 мин при 95°С [276]. Недостатком этого метода является снижение удельной активности Taq-ДНК-полимеразы, а, следовательно, и эффективности ПЦР в целом. Олигонуклеотидные аптамеры, специфически взаимодействующие с Taq-ДНК-полимеразой, также могут быть использованы для горячего старта [277]. Однако, по своей природе этот метод не является универсальным, так как в ряде случаев невозможно исключить взаимодействие аптамеров с праймерами или матричной ДНК. Наконец, в последнее время разработан вариант ПЦР с горячим стартом, в котором из реакции при низкой температуре выводятся праймеры, образующие характерную вторичную структуру, разрушающуюся при нагревании [278]. Для реализации этого подхода к 5'-концам праймеров присоединяют одинаковые последовательности, которые отсутствуют в матричной ДНК. ПЦР . проводят в присутствии трех праймеров: двух, специфичных в отношении амплифицируемого участка ДНК, и одного, комплементарного избыточной 5'-концевой последовательности праймеров. Первые циклы ПЦР проводят при температуре отжига праймеров, которая обеспечивает амплификацию соответствующего участка матрицы. Затем температуру отжига повышают, что дает возможность лишь третьему праймеру взаимодействовать с дополнительной последовательностью на концах первых двух. В результате образовавшиеся в предыдущих циклах продукты ПЦР продолжают амплифицироваться только с помощью этого одного праймера. С помощью такого подхода удается повысить специфичность ПЦР и избежать образования димеров праймеров, поскольку короткие продукты ПЦР из-за присутствия на их концах самокомплементарных последовательностей образуют структуры типа "ручки сковородки" (шпилька-одноцепочечная петля). ДНК с подобными структурами являются при проведении ПЦР плохими матрицами.

Виртуальная ПЦР (англ. in silico PCR, цифровая ПЦР, электронная ПЦР, е-ПЦР) — математический метод компьютерного анализа теоретической полимеразной цепной реакции c использованием списка последовательностей праймеров (или ДНК-зондов) для предсказания потенциальной амплификацииДНК исследуемого генома, хромосомы, кольцевой ДНК или любого другого участка ДНК.

ПЦР in situ. Этот вариант ПЦР разработан для амплификации последовательностей ДНК или РНК непосредственно на фиксированных препаратах тканей, клеток или хромосом [284, 285]. Если с помощью обычной гибридизации in situ с использованием меченой ДНК в качестве зонда можно обнаруживать до 10 копий анализируемых последовательностей на клетку, то чувствительность ПЦР in situ в -10 раз выше, т.е. позволяет обнаруживать одну копию ДНК на фоне 1 мкг неспецифической ДНК или (с помощью ОТ-ПЦР) небольшое количество РНК, образовавшейся в результате транскрипции уникального гена. Поскольку метод не требует полного разрушения клеток или тканей, что необходимо для проведения гибридизации по Саузерну или Северного (Northern) блоттинга, с помощью ПЦР in situ удается идентифицировать и локализовать клетки, обладающие исследуемыми последовательностями, и определить их количество. Постановка ПЦР in situ включает в себя четыре этапа: приготовление и фиксацию препаратов клеток или тканей, получение полупроницаемых клеточных мембран, амплификацию последовательностей с помощью ПЦР и обнаружение ПЦР-продукта. Фиксацию клеток и тканей обычно производят 10%-ным формалином. Далее ткани заключают в парафиновые блоки, а клетки промывают и суспендируют в воде, содержащей диэтилпирокарбонат, для инактивации ДНКаз и РНКаз. После этого срезы тканей и клетки переносят на предметные стекла, обработанные силаном, и ткани дополнительно промывают ксиленом и этанолом для удаления парафина. Мембраны клеток делают полупроницаемыми с помощью протеолитических ферментов: пепсина, трипсина или протеиназы К, причем эффективность этой стадии зависит от продолжительности фиксации препаратов формалином. Использование первых двух ферментов предпочтительнее, поскольку они менее стабильны, чем протеиназа К, и легко инактивируются во время инкубации препаратов при высоких значениях рН. Окончательную инактивацию протеиназы проводят с помощью диэтилпирокарбоната и промыванием препаратов абсолютным этанолом. Далее с помощью амплификатора, снабженного специальным блоком, в капле на препарате проводят ПЦР с горячим стартом, используя dUTP, меченный стероидом диоксигенином, или биотином, и по завершению этого этапа препараты инкубируют с антителами к диоксигенину или стрептавидином, находящимися в комплексе с хромогеном, для обнаружения соответствующего комплекса.

Иммуно-ПЦР (immuno-PCR - IPCR) является сверхчувствительным методом обнаружения белков и других антигенов [292-294]. Разработанный впервые Т. Сано и др. в 1992 г. Метод иммуно-ПЦР обеспечивает ~ 1000-кратное увеличение чувствительности при детекции антигенов по сравнению с обычными иммуноферментными методами анализа (enzyme-linked immunosor-bent assay - ELISA). В этой группе методов используют ковалентные конъюгаты фрагментов одноцепочечной или двухцепочечной ДНК с антителами или их генно-инженерными производными в качестве зондов к исследуемым антигенам (рис. 22, я). В таком варианте антиген, иммобилизованный на твердом носителе, инкубируют с антителами в виде конъюгатов с маркерным фрагментом ДНК. После отмывания избытка несвязавшегося конъюгата оставшийся ампликон обнаруживают с помощью ПЦР. Во второй модификации метода (рис. 22, б) иммуно-ПЦР используют для конкурентного обнаружения низкомолекулярных антигенов. В одном из таких случаев, иллюстрирующем принцип данного метода, свободный анализируемый гаптен конкурирует с конъюгатом гаптен-стрептавидин за сайты связывания в молекулах антител, иммобилизованных на твердой подложке. Конъюгат, оставшийся в связанном состоянии, определяется по присутствию маркерных фрагментов ДНК с помощью ПЦР. Системы биотин-стрептавидин или биотин-авидин часто используются для формирования различных межмолекулярных комплексов. Авидин - белок куриного яйца, и его функциональный аналог, бактериальный белок стрептавидин из Streptomyces avidinii, образуют чрезвычайно прочные комплексы с авидином с константой ассоциации ~1015. Использование стрептавидина в различных приложениях с нуклеиновыми кислотами предпочтительнее, чем авидина, поскольку его изоэлектрическая точка (pi) лежит вблизи 7,0, а следовательно при физиологических значениях рН неспецифическое взаимодействие этого белка с ДНК менее вероятно. Кроме того, молекулы стрептавидина не гликозилированы, что опять-таки предотвращает образование неспецифических комплексов. Молекулы биотина могут быть присоединены ковалентными связями к 3'- и 5'-концевым нуклеотидам нуклеиновых кислот, а также включены во внутренние части макромолекул в составе различных конъюгатов с дезоксирибонуклеозидтрифосфатами, один из которых изображен на рис. 22, в. Стрептавидин является гомотетрамерным белком, содержащим четыре сайта связывания молекул биотина, по одному на каждой цепи. На рис. 22, г представлена схема самосборки олигомерных конъюгатов стрептавидин-ДНК из биотинилированных фрагментов ДНК и молекул стрептавидина. В этом примере фрагменты ДНК биотинилированы по обоим 5'-концам и, взаимодействуя с четырехвалентными молекулами стрептавидина, образуют трехмерные межмолекулярные сети. Анализ с помощью электрофореза и сканирующей силовой микроскопии показал, что после термального разрушения таких сетей и повторной сборки комплексов в них начинают преобладать двухвалентные молекулы стрептавидина, соединяющие соседние молекулы ДНК, получивших название ДНК-содержащих наночастиц (nanocircles). Как следствие, олигомерные конъюгаты стрептавидина с ДНК еще сохраняют значительную способность взаимодействовать с биотином, в том числе и в иммуно-ПЦР-тестах, направленных на конкурентное обнаружение низкомолекулярных гаптенов (рис. 22, б). В целом, фрагменты ДНК соединяют с антителами с помощью химических поперечных сшивок [293], химерных белков с двойной специфичностью [292], путем взаимодействия между стрептавидином и биотином [295], а также с использованием только что рассмотренных олигомерных самособирающихся конъюгатов стрептавидин-ДНК [296].

