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Эта диссертационная работа посвящена структурно-функциональному анализу мобильных элементов эукариот. Основная часть результатов была получена при применении новых методов, основанных на гибридизации нуклеиновых кислот в растворе.  Литературный обзор посвящён именно описанию существующих на настоящий момент экспериментальных подходов к крупномасштабному анализу генома и транскриптома. Биология мобильных элементов рассматривается в литературном обзоре лишь  вскользь, поскольку эта тема подробно описывалась в обзоре к диссертации автора на соискание учёной степени кандидата биологических наук. Два фактора: нежелание повторяться, а также то, что методическим подходам, даже новым и оригинальным, как правило, уделяется до обидного мало места в печатных трудах, и сформировали позицию автора относительно структуры настоящей диссертационной работы.

ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР

1 Потенциал и границы применения гибридизации нуклеиновых кислот

Различные экспериментальные подходы, основанные на гибридизации нуклеиновых кислот, такие как гибридизация микрочипов, конкурентная геномная и Саузерн/Нозерн блот гибридизация, стали весьма популярны среди научного сообщества и используются в настоящее время повсеместно. Однако же, представляется недооценённым потенциал ряда родственных экспериментальных методов, основанных на гибридизации нуклеиновых кислот в растворе. К таким методам относятся вычитающая гибридизация, которая позволяет эффективно находить различия в образцах геномной ДНК или кДНК; метод клонирования общих последовательностей (англ. coincidence cloning), который, напротив, позволяет идентифицировать последовательности, присутствующие во всех сравниваемых образцах; нормализация кДНК, которая используется для выравнивания концентраций часто- и редко представленных транскриптов в библиотеках кДНК; метод, названный TILLING, широко применимый для исследований в области обратной генетики. Наконец, некоторые методы направлены на крупномасштабный поиск полиморфных участков ДНК, включая выявление однонуклеотидных полиморфизмов. Литературный обзор настоящей диссертационной работы посвящён этим и другим недавним достижениям в области гибридизации нуклеиновых кислот, включая попытки повышения её специфичности. В первой, вводной, главе, автор старается дать краткую характеристику нынешнему уровню развития технологии гибридизации нуклеиновых кислот в растворе, а также определить основные принципы и области применения основанных на ней методов. В главе также будут обсуждаться преимущества и недостатки этих методов.

 1.1 Введение
Уотсон-Криковская гибридизация комплементарных последовательностей нуклеиновых кислот – это один из самых важных фундаментальных процессов, необходимый как для узнавания на молекулярном уровне in vivo (1), так и для выделения и анализа нуклеиновых кислот in vitro (2). Использование экспериментальных подходов, основывающихся на гибридизации ДНК в растворе, имеет ряд преимуществ для многих приложений, начиная от конструирования репрезентативных библиотек кДНК для секвенирования пулов EST, и заканчивая идентификацией эволюционно консервативных последовательностей, дифференциально экспрессирующихся генов и геномных делеций. Уникальные характеристики многих таких методов делают их сильными конкурентами таких широко известных и вошедших в моду подходов, как микрочиповая и конкурентная геномная гибридизации. В качестве примера можно привести следующие методы: вычитающая гибридизация позволяет находить различия в образцах кДНК или геномной ДНК; метод клонирования совпадающих последовательностей (coincidence cloning), напротив, эффективен для поиска общих последовательностей в сравниваемых образцах; нормализация кДНК успешно используется для выравнивания содержания часто- и редко встречающихся последовательностей в библиотеках кДНК, что особенно важно для создания репрезентативных библиотек EST (англ. expressed sequence tag). Более того, некоторые методы используются для крупномасштабного поиска полиморфных локусов, включая идентификацию однонуклеотидных полиморфизмов. 

Гибридизация нуклеиновых кислот в растворе имеет ряд преимуществ общего характера перед гибридизацией с нуклеиновыми кислотами, иммобилизованными на твёрдом носителе: более быструю кинетику гибридизации, лучшую дискриминацию совершенных дуплексов и возможность использовать полученные дуплексы для дальнейшей ПЦР амплификации и клонирования. Среди методов гибридизации в растворе, вычитающая гибридизация, безусловно, на настоящий момент является наиболее популярной техникой. Анализ дифференциально экспрессирующихся генов в постгеномную эру требует масштабного скрининга и включает в себя как анализ транскриптома и протеома, так и расширенный поиск функциональных полиморфизмов среди популяций. Основными подходами, используемыми для достижения этих целей, являются секвенирование по Сэнгеру и ДНК-чипы, применяемые как для качественных, так и для количественных измерений (3). Вместе с тем, нельзя не признать ряд существенных недостатков, которыми обладают многие популярные подходы, основанные на технологии микрочипов: 

(1) Анализ ограничен количеством кДНК или синтетических олигонуклеотидов, нанесённых на чип. Это количество, как правило, существенно ниже, чем общее количество генов у исследуемых организмов. Таким образов, многие гены избегают анализа в подобных системах.

(2) Даже «полнотранскриптомные» ДНК-чипы в их нынешнем виде слабо дискриминируют различные сплайс-формы мРНК. 

(3) Экспрессия генов, транскрибируемых на низком уровне, не может быть детектирована с использованием стандартных микрочиповых систем.

(4) Чипы, созданные на основе нанесенных на твёрдый носитель кДНК, не позволяют дискриминировать различных индивидуальных представителей многих генных семейств, а также многие транскрипты, содержащие в своём составе геномные повторы.

(5) Наконец, микрочипы не содержат большинства регуляторных антисмысловых РНК и не могут быть использованы для масштабных исследаваний регуляции экспрессии генов по пути РНК интерференции. 

Однако же, многие из вышеперечисленных недостатков могут быть исправлены при подборе или же разработке специфических вариантов технологии микрочипов. 

Впрочем, наиболее важный минус закрытых систем, таких как микрочипы, сохраняется: все они требуют предварительной информации по геномной и транскриптомной последовательностям для обнаружения, например, дифференциально экспрессирующихся транскриптов. 

Открытые системы обладают большей «подвижностью» в детекции новых последовательностей с неизвестной структурой и/или функциональным статусом. Различия в экспрессии генов между двумя образцами могут быть найдены как результат прямого сравнения двух образцов, без предварительного упрощения транскриптомов в угоду той или иной теории, которой придерживается исследователь или же основываясь на которой был разработан микрочип. К таким методам прямого сравнения относятся методы дифференциального дисплея (4), дифференциального клонирования (5), а также комбинация этих методов (6, 7). Эти подходы успешно применялись для поиска генов, дифференциально экспрессирующихся в двух сравниваемых образцах. Впрочем, следует упомянуть и недостаток упомянутых методов: они эффективно применимы лишь для анализа генов, экспрессирующихся на высоком уровне и/или показывающих значительные различия в уровнях экспрессии в сравниваемых образцах. При этом эффективность обнаружения дифференциальных слабо экспрессируемых транскриптов крайне низка (8). Эта проблема становится неразрешимой, когда разница в экспрессии таких «редких» транскриптов между образцами также мала. Необходимо заметить, что многие гены, экспрессируемые на низком уровне, играют важнейшие роли в установлении и поддержании различных фенотипических признаков, и их всесторонний анализ необходим для понимания целостной картины механистических изменений, происходящих в клетке. Основным преимуществом вычитающей гибридизации является возможность поиска дифференциально экспрессирующихся генов вне зависимости от уровня их транскрипции, и при отсутствии предварительных данных об их первичной структуре. Помимо получения дифференциальных библиотек кДНК, вычитающая гибридизация также чрезвычайно полезна для поиска различий в геномных ДНК (9-13).
1.2 Клонирование дифференциальных последовательностей: вычитающая гибридизация

1.2.1 Появление метода

Вычитающая гибридизация (ВГ) была впервые использована Баутцем и Рейлли в 1966 г. для очистки мРНК фага T4 (14). Позднее, в нескольких исследовательских группах использовались варианты этой техники, как для клонирования кДНК, полученных из мРНК сравниваемых образцов (вычитание кДНК), так и для выявления крупных делеций в геномной ДНК (геномное вычитание). Техника ВГ получила «второе дыхание» в 1984 г., когда Палмер и Ламар применили ВГ для создания рекомбинантных библиотек геномной ДНК мыши, обогащённых последовательностями, относящимися к У хромосоме (15). Начиная с этого момента, техника вычитающй гибридизации начала быстро развиваться и на настоящий момент значительно эволюционировала, став одним из наиболее важных и эффективных подходов молекулярной биологии. Этот поистине универсальный метод используется для весьма различных экспериментальных задач, таких как клонирование и характеристика новых генов, поиск болезнь-, организм- и ткане-специфических транскриптов, идентификация генов, дифференциально экспрессирующихся на различных стадиях эмбрионального развития, прогрессии рака, регенерации, для поиска генов, регулируемых в ответ на внешнюю или внутреннюю стимуляцию, и так далее (16, 17). Техника ВГ эффективна для полногеномного сравнения бактериальной ДНК (13), для выделения видо-специфических геномных локусов (18, 19) и полиморфных маркёров как в эукариотических, так и в прокариотических геномах (13, 20). Кроме того, ВГ использовалась для субклонирования ДНК из дрожжевых искусственных хромосом (YAC) в более мелкие векторы (21), для картирования геномных перестроек, ассоциированных с раком или хромосомными аномалиями, а также для заполнения протяжённых брешей геномной последовательности в крупномасштабных проектах по секвенированию геномов (22). 


Однако же, важность ВГ остаётся на настоящий момент недооцененной. В этом разделе автор постарался описать все основные подходы, основанные на вычитании нуклеиновых кислот. Как было упомянуто, ВГ стала популярна начиная с 1984 г., когда Палмер и Ламар предложили простую идею разделения гибридных молекул ДНК. Двуцепочечные гомогибриды так называемой «трейсерной», или «тестерной» ДНК (образец, содержащий дифференциальные последовательности, которые надо найти) отделялись от гетерогибридов трейсер-драйвер и гомогибридов драйвер-драйвер («драйвер» - это контрольный образец, с которым сравнивают трейсер). Задачей ВГ является выделение фракции трейсер-специфичной ДНК, отсутствующей в драйвере. Предложенная идея заключалась в том, что трейсер и драйвер должны иметь различающиеся последовательности на концах (15). Авторы хотели создать рекомбинантную библиотеку ДНК мыши, обогащённую последовательностями, относящимися к У хромосоме (Рис. 1.1). ДНК самки мыши (драйвер) была фрагментирована ультразвуком, тогда как ДНК самца (трейсер) обработали эндонуклеазой рестрикции MboI. ДНК трейсера смешали со 100-кратным весовым избытком драйвера, денатурировали и ренатурировали. При этом только реассоцировавшие гомодуплексы трейсер-трейсер имели липкие концы с обеих сторон и могли быть лигированы в плазмидный вектор pBR322, расщеплённый эндонуклеазой рестрикции BamHI.
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Рисунок 1.1. Схема вычитающей гибридизации геномной ДНК, предложенная Палмером и Ламаром, основана на клонировании гибридов трейсер-трейсер при помощи уникальных рестриктных сайтов. 


Вскоре этот принцип был успешно применён для клонирования фрагментов ДНК человека, делетированных у пациентов с миотонической дистрофией Дюшенна (23). Одновременно, другая исследовательская группа использовала похожий подход для поиска матричных РНК, различающих анализируемые образцы (24, 25), специфичных для определённого типа клеток, тканей или же организма (Рис. 1.2). На матрице поли(A)+ фракции РНК трейсера, синтезировали первые цепи кДНК, затем исходную РНК расщепляли в щелочных условиях, так что в растворе оставались только первые цепи кДНК, комплементарные исходной мРНК трейсера. Трейсер смешивали с драйвером, взятым в 100-кратном или большем весовом избытке. Драйвер являлся фракцией поли (A)+ РНК из другого образца. В получившейся смеси, фрагменты трейсера либо гибридизовались с избытком комплементарных цепей драйвера, либо же оставались в форме одноцепочечной ДНК. Эта последняя одноцепочечная фракция, обогащённая трейсер-специфичными последовательностями, очищалась от драйвера и гибридов трейсер-драйвер на гидроксиапатитовой колонке (специфично связывает двуцепочечные нуклеиновые кислоты). На матрице очищенного одноцепочечного трейсера синтезировали вторую цепь кДНК и лигировали двуцепочечную кДНК либо в экспрессионный вектор (если требовались дополнительные раунды вычитания), либо в вектор для клонирования (24, 25). Для повышения скорости гибридизации, к гибридизационной смеси могли быть добавлены химические акселераторы, например фенол (26).
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Рисунок 1.2. Схема вычитания кДНК/мРНК, использующая щелочную деградацию РНК на стадии 2.

Однако же, этот подход не завоевал популярности, в первую очередь из-за трёх серьёзных ограничений: (1) требовались большие количества очищенной мРНК, (2) технические манипуляции были чрезвычайно трудоёмки и (3) деградация РНК создавала проблемы на всех стадиях работы. Позднее, первая из этих проблем была решена при клонировании кДНК трейсера и драйвера в специальные одно- или двуцепочечные экспрессионные векторы. РНК нарабатывалась в E. coli, что давало возможность получения больших количеств для гибридизации (27-29). Третий барьер был частично снят, когда мРНК драйвера была заменена на двуцепочечную кДНК (использование первых цепей одноцепочечной кДНК было чрезмерно дорого, а двуцепочечная кДНК могла быть наработана в E. coli). Впрочем, при этом возникла новая проблема: как разделять дуплексы трейсер-трейсер от дуплексов драйвер-драйвер? 

В 1986 Велхер с соавторами применили для вычитания биотин-стрептавидиновую систему (30): биотинилированные праймеры использовались для синтеза кДНК драйвера, и продукты вычитания инкубировались конъюгированные со стрептавидином медные гранулы. В результате, в растворе оставались дуплексы трейсер-трейсер, тогда как гранулы связывали остальные продукты гибридизации, кроме одноцепочечного трейсера. Этот метод разделения продуктов вычитания стал достаточно популярным (при этом модифицировались отдельные детали). В 1993, магнитные гранулы заменили медные гранулы в качестве твердофазного носителя для конъюгированного стрептавидина при очистке гибридов трейсер-трейсер (31, 32).

Подводя итог, можно сказать, что ранние методы вычитания кДНК обычно использовали один или два раунда гибридизации и использовали (-) мРНК как драйвер и (+) кДНК как трейсер. При этом наработка (-) мРНК в больших количествах была во многих случаях затруднительна. Степень обогащения трейсер-специфичными последовательностями ограничена соотношением драйвер:трейсер, и за один раунд вычитания произойдёт адекватное обогащение только тех молекул, которые редки в (-) популяции и часто представлены в (+) популяции. Последовательности, которые представлены на среднем и низком уровнях, либо же те, содержание которых различается в трейсере и драйвере не очень сильно (в единицы раз), оказываются недопредставлены в получающихся вычтенных библиотеках кДНК. Более того, количество кДНК, остающееся после гибридизации, может быть очень мало, что часто создаёт проблемы при клонировании продуктов ВГ. 
1.2.2 Вычитающая гибридизация, основанная на ПЦР амплификации


Невзирая на ряд вышеупомянутых модификаций, вычитающая гибридизация оставалась чрезвычайно трудоёмким процессом: за период с 1984 по 1989 годы, использование ВГ было описано лишь в 29 исследовательских статьях (Рис. 1.3). Введение в протокол ВГ полимеразной цепной реакции (ПЦР) сделало ВГ простой, недорогой и широко используемой техникой. Теперь исследователь мог получать большие количества ДНК трейсера и драйвера простым и недорогим способом из ничтожно малого количества исходного материала. Более того, использование ПЦР решило проблему клонирования продуктов вычитания (33-35). Поэтому, начиная с 1990 ПЦР была включена практически во все протоколы вычитания, что сказалось на повышении интереса научного сообщества к методу ВГ: количество публикуемых приложений ВГ в год растёт в 3-4 раза (Рис. 1.3). 
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Рисунок 1.3. Динамика цитирования принципа вычитающей гибридизации в научной литературе. Публикации в журналах, реферируемых в базе данных MedLine, анализировались при помощи сервера PubMed at NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Даётся интегральная картина из 16 публикаций для периода с 1984 по 1987.

ПЦР также предоставила возможность решить ещё одну важную проблему: без ПЦР представлялось невозможным проводить эффективное вычитание редких транскриптов, так как их концентрации были слишком малы и скорость реассоциации в ходе ВГ была для них пренебрежимо малой; поэтому такие транскрипты избегали анализа. Применение ПЦР позволило получать неограниченно большие количества ДНК для гибридизации, что дало возможность детектировать в том числе и редкие транскрипты (33-37). Помимо анализа экспрессии генов, начиная с 1991 ВГ стала использоваться для поиска дифференциальных последовательностей в бактериальных геномах (38), что является одним из наиболее важных приложений ВГ и поныне: идентификация различий в геномной ДНК между вирулентными и невирулентными штаммами, болезнетворными видами бактерий и безвредными родственными видами, является крайне важной как для создания новых диагностических маркеров, так и для поиска бактериальных генов – мишеней разработки новых лекарств (38, 39).


Однако же, эффективность вычитания геномной ДНК в значительной мере зависит от сложности сравниваемых ДНК, что было показано как экспериментально (40, 41), так и предсказано исходя из математических моделей вычитающей гибридизации (42-45). При размере генома свыше 5x108 пн (сложность, сравнимая с геномами арабидопсиса и дрозофилы), кинетика гибридизации начинает играть решающую роль, значительно ограничивая обогащение по целевым последовательностям (45). Геномы млекопитающих слишком сложны, чтобы можно было достичь достаточно высоких скоростей реассоциации, и только значительные различия (такие, как наличие/отсутствие У хромосомы или протяжённые делеции) могут быть эффективно обнаружены в ходе ВГ. Кинетические параметры гибридизации могут быть улучшены при использовании более длительных сроков гибридизации, более высоких концентраций трейсера и драйвера, при повышении соотношения драйвер:трейсер, при наличии более длинных фрагментов ДНК в гибридизационных смесях, а также при использовании методов повышения скорости реассоциации - например, эффективными могут быть техника реассоциации в фенольной эмульси (англ. phenol emulsion reassociation technique - PERT) (46, 47) или техника исключения растворителя (solvent exclusion) (48). Более детально соображения относительно кинетических ограничений и их влиянии на эффктивность ВГ сложных геномных смесей даются в главе 7 настоящего обзора.


Помимо низкой скорости реассоциации, при сравнении сложных эукариотических ДНК встаёт также проблема геномных повторяющихся элементов (формирующих, например, более 40% ДНК млекопитающих (49, 50)). Повторяющиеся элементы реассоциируют значительно быстрее, чем уникальные геномные последовательности (45), так что получающиеся дифференциальные библиотеки в значительной мере обогащены по содержанию повторов (51). Это создаёт серьёзное препятствие для попыток непосредственного сравнения эукариотических геномных ДНК с помощью ВГ. Однако же, как предсказано в некоторых работах (43, 52), адекватная скорость реассоциации теоретически может быть достигнута и для сложных геномных смесей, при условии использования одноцепочечных трейсера и драйвера (9, 52, 53). К сожалению, после 1996 года, когда эта идея была опубликована, она никогда не осуществлялась на практике для полногеномных сравнений ДНК высших эукариот. Таким образом, проблема слабой применимости ВГ для сложных геномных смесей пока остаётся неразрешённой. Следует отметить, что все вышеуказанные соображения относительно кинетики реассоциации в ходе ВГ являются справедливыми и актуальными также и для всех остальных методов, основанных на гибридизации нуклеиновых кислот в растворе.
1.2.3 Первый впечатляющий успех: репрезентативный дифференциальный анализ


В 1994 Николай Лисицын и коллеги опубликовали новый метод, основанный на ВГ, названный ими “репрезентативный дифференциальный анализ” (RDA) (54), что сделало вычитающую гибридизацию значительно более популярным подходом (см. Рис.1.3). Метод RDA широко используется до сих пор. RDA впервые применили для сравнения двух геномов млекопитающих и для клонирования дифференциальных последовательностей. Кинетические ограничения здесь обходятся благодаря случайному упрощению сравниваемых геномных смесей, что достигается либо благодаря использованию НЕ частощепящих эндонуклеаз рестрикции, либо благодаря эффекту ПЦР селекции. 
На примере, проиллюстрированном на рисунке 1.4, геномные ДНК трейсера и драйвера фрагментируются эндонуклеазой рестрикции, и к фрагментированным ДНК лигируются различные олигонуклеотидные адапторы. Полученные лигазные смеси подвергают 50-100 циклам ПЦР амплификации с праймерами, специфичными для последовательностей адапторов. Благодаря широко известному эффекту «ПЦР селекции», различные фрагменты в сложных геномных смесях амплифицируются в ходе ПЦР с сильно различающимися эффективностями, зависящими, в основном, от размера фрагментов. В результате, большая часть исходных фрагментов ДНК оказывается недопредставленной или потерянной в полученных ампликонах, содержащих только около 2-10% от исходного разнообразия фрагментов. Ампликоны затем обрабатывают нуклеазой Mung bean для деградации 3’-концевых адапторных последовательностей (которые могли бы создать проблемы на следующей стадии благодаря кросс гибридизации адаптор-адаптор). Полученный трейсер затем смешивают с избытком драйвера, денатурируют и гибридизуют. Гибридизационную смесь инкубируют с ДНК полимеразой для заполнения 3’ концов, а затем проводят ПЦР с праймером, специфичным к адаптору трейсера. При этом экспоненциально амплифицируются лишь дуплексы трейсер-трейсер, тогда как другие продукты гибридизации либо амплифицируются линейно, либо не амплифицируются вовсе. Экспоненциально амплифицированные двуцепочечные дуплексы могут быть легко клонированы в плазмидный вектор и секвенированы. Возможно проведение дополнительных раундов вычитания для повышения степени обогащения библиотеки дифференциальными последовательностями, присутствующими только в трейсере. Техника недорога, быстра и сравнительно проста; она позволяет работать с небольшими количествами исходного материала (геномной ДНК или кДНК). Поэтому неудивительно, что метод RDA стал популярен как для анализа транскриптов, так и для поиска геномных маркеров (55-60) (Рис. 1.3).
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Рисунок 1.4. Применение метода репрезентативного дифференциального анализа (RDA) для идентификации дифференциальных последовательностей геномной ДНК. Упрощение исходной смеси геномной ДНК происходит за счёт 50-100 циклов ПЦР амплификации на стадии 3.

Однако же, техника RDA обладает серьёзным недостатком: в расчет берётся лишь небольшая часть транскриптома/генома, тогда как основная часть (90-98%) не анализируется. RDA не может быть использован для полногеномных сравнений ДНК, так как полученные с использованием этого метода результаты весьма фрагментарны. Другим минусом метода являестя большое количество фальш-позитивных сигналов при сравнении библиотек кДНК. Когда различия в спектре транскриптов малы, будет образовываться лишь небольшое количество дуплексов трейсер-трейсер, и линейная амплификация гибридов трейсер-драйвер может создать серьёзные проблемы при конструировании вычтенных библиотек (59). Картина становится ещё более пессимистичной, когда дифференциальные гены не только редки, но ещё и слабо транскрибируются. Несмотря на это, RDA в настоящее время широко используется; некоторые исследования, опирающиеся на результаты RDA, даже называются авторами «полногеномными и полнотранскриптомными», что на самом деле не так, как мы теперь знаем. С точки зрения автора настоящего обзора, RDA применим для поиска последовательностей дифференциальных маркёров для сравниваемых ДНК. 

Поскольку интерес к вычитающей гибридизации повышался, было опубликовано несколько во многом дублирующих друг друга математических моделей ВГ, а также в 1995 г. были созданы две компьютерные программы, моделирующие ход ВГ in silico (45, 61). Далее будут описаны некоторые успешные и оригинальные экспериментальные приложения ВГ. Авторы первого исследования (62) предложили новую модификацию ВГ, включающую в себя гибридизацию продуктов вычитания с иммобилизованными на фильтре библиотеками кандидатного геномного локуса. Такое применение ВГ, по мнению авторов, позволяет проводить надёжное картивование геномных локусов, содержащих дифференциально транскрибируемые гены. Авторы другой статьи (63) применяли RDA для более эффективного субклонирования фрагментов дрожжевой искусственной хромосомы (YAC) в более мелкие векторы, подходящие для определения первичной структуры вставки. Геномы дрожжей, содержащих YAC (трейсер) и несодержащих YAC (драйвер) фрагментировали и подвергали вычитающей гибридизации; после нескольких раундов вычитания, продукты клонировали и секвенировали. Подавляющее большинство вставок содержало последовательности из YAC. Это очевидно многообещающее приложение ВГ не получило распространения, по-видимому, из-за прекращения использования YAC в крупномасштабных проектах по секвенированию геномов в пользу более стабильных бактериальных искусственных хромосом (BAC).

Другая модификация RDA использовалась для картирования делеций, произошедших в геномах опухолевых клеток (21). Продукты ВГ раковых и нормальных геномов гибридизовались с упорядоченной библиотекой YAC, что позволило авторам напрямую картировать дифференциальные последовательности и, таким образом, находить делеции, специфичные для раковых клеток (замечу, что в то время полная последовательность генома человека ещё не была опубликована). Позднее, RDA применили для заполнения брешей при секвенировании генома Xilella fastidiosa (22). Фрагменты с уже установленной первичной структурой вычитали из генома Xilella, затем дифференциальные последовательности гибридизовали с полной геномной клонотекой X. fastidiosa, и позитивные клоны (содержащие последовательности с пока не установленной перевичной структурой) секвенировали.

Ещё одним интересным применением ВГ стала техника поиска полиморфизмов длин рестриктных фрагментов (ПДРФ), названная “RFLP subtraction” (64). Сравниваемые образцы геномной ДНК обрабатывали эндонуклеазами рестрикции и поотдельности разделяли на агарозном геле. Затем для трейсера и драйвера вырезались определённые зоны (например, содержащие фрагменты длиной от 100 до 500 п.н.), ДНК элюировали из агарозы и использовали для ВГ. В результате получали ампликоны, обогащённые фрагментами, присутствующими в такой зоне в трейсере, но отсутствующие в аналогичной зоне в драйвере. Техника была эффективна для обнаружения новых ПДРФ, генетических маркёров универсальной применимости. Этот подход был затем значительно улучшен, когда авторы (65) применили ВГ непосредственно в геле. Оба фрагментированных сравниваемых образца, один (драйвер) – в 100-кратном весовом избытке относительно другого (трейсер), наносили на одну и ту же дорожку на геле и разделяли электрофоретически. Гель обрабатывали щелочью для химической денатурации ДНК, а затем нейтрализовали, что позволяло проводить гибридизацию непосредственно в геле. Наконец, гибридизованную ДНК элюировали из геля и амплифицировали с помощью ПЦР для селекции дуплексов трейсер-трейчер. Авторам удалось добиться чрезвычайно высоких значений обогащения по дифференциальным последовательностям, близких к теоретически достижимым. Такой успех может быть объяснён высокими локальными концентрациями фрагментов каждого типа в геле, которые были значительно выше, чем при гибридизации в растворе. К сожалению, этот подход, который мог бы стать превосходной альтернативой наиболее востребованным техникам ВГ, а именно RDA и SSH, является чрезвычайно трудоёмким. 

1.2.4 Дальнейшие усовершенствования: супрессионная вычитающая гибридизация (SSH), эффект супрессии ПЦР и нормализация библиотек кДНК


На рисунке 1.3 можно увидеть, что разработка нового метода, названного «супрессионной вычитающей гибридизацией», англ. “suppression subtractive hybridization, SSH” (10, 66), а также появление на рынке соответствующего кита производства фирмы Clontech в 1996 вызвала революцию в использовании ВГ. Техника стала более производительной, воспроизводимой и простой в исполнении. Повышенный интерес к методу сопровождался некоторыми качественными изменениями в динамике цитирования ВГ в литературе: если за период 1984-1991 приблизительно каждая третья статья описывала модификации и улучшения (с точки зрения авторов) техники ВГ, в 1992-1995 – каждая пятая, то в 1998-1999 – каждая десятая, а в 2000-2005 (когда метод SSH стал популярен и соответствующий кит занял достойное место на рынке) – всего лишь каждая 62-я (!). Таким образом, можно говорить о том, что популяризация SSH и RDA в основном вытеснили другие приложения и «отрицательно» сказались на креативности авторов, которые теперь были удовлетворены предлагаемыми модификациями ВГ. Возможно, это означает, что эти методы не могут быть далее улучшены, или же то, что для большинства приложений улучшения этих методов и не требуется: ВГ стала рутинной и воспроизводимой методикой. 


Основное преимущество SSH над остальными вариантами ВГ – это значительно уменьшенный фон фальш-позитивных клонов. В других методах этот фон вызывается линейной амплификацией гибридов трейсер-драйвер, что сводится к минимуму при применении SSH (см. более детальное объяснение в Главе 2). Другим преимуществом SSH стала возможность одновременной нормализации библиотек кДНК, которая применяется для выравнивания концентраций различных транскриптов, присутствующих в сравниваемых пулах кДНК. Выравнивание, например, необходимо для того, чтобы избежать дискриминации редкопредставленных транскриптов при вычитании. Нормализация библиотек кДНК может быть использована не только для нужд ВГ, но и, например, для конструирования репрезентативных библиотек EST. Эта независимая группа методов описана в Главе 4. 


Оба преимущества техники SSH базируются на так называемом эффекте «ПЦР супрессии» (детальное описание дано в Главе 2). Приблизительно 40-нуклетидные ГЦ-богатые линкеры (называемые супрессионными адапторами) лигируют к фрагментированной двуцепочечной ДНК. Затем ДНК полимераза достраивает вторую цепь адапторов, так что в результатк исходные фрагменты ДНК фланкируются инвертированными ГЦ-богатыми повторами длиной около 40 п.н. Принцип метода заключается в том, что праймеры, комплементарные последовательности супрессионных адапторов, не могут эффективно отжигаться на матрице и инициировать ПЦР сами по себе (Рис. 1.5) благодаря значительно более сильным внутримолекулярным комплементарным взаимодействиям между инвертированными повторами, которые элиминируют сайты, доступные для посадки праймеров в ходе ПЦР. Использование эффекта ПЦР супрессии предотвращает фоновую амплификацию с адаптор-специфических праймеров.
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Рисунок 1.5. Принцип эффекта ПЦР супрессии. GC-богатые инвертированные повторы (супрессионные адапторы) спариваются внутримолекулярно, тем самым мешая отжигу более коротких праймеров, специфичых последовательности адаптора. При этом значительно понижается фоновая амплификация при использовании адаптор-специфических праймеров. 


На рисунке 1.6 схематично изображена процедура SSH и её приложение для идентификации различий между бактериальными геномами. Сравниваемые ДНК (как трейсер, так и драйвер) расщепляются эндонуклезами рестрикции, затем ДНК трейсера разделяется на две порции (назв. Трейсер А и Трейсер Б), и к порциям лигируются разные супрессионные адапторы. К ДНК драйвера при этом ничего не лигируется. Обе фракции трейсера смешиваются с избытком драйвера, денатурируются и гибридизуются. При последующей ПЦР амплификации с праймерами, комплементарными обоим использованным супрессионным адапторам, экспоненциально амплифицируются только дуплексы Трейсер А/Трейсер Б, обогащённые по последовательностям, специфичным для трейсера (12). 
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Рисунок 1.6. Схема метода супрессионной вычитающей гибридизации (SSH), применённой для сравнения двух бактериальных геномов. При анализе сложных геномов, как геномы млекопитающих, должны применяться другие подходы.

Обычно SSH используется для сравнения транскриптомов (10), что позволяет создать высококачественные дифференциальные библиотеки кДНК. Частично удалось решить одну из самых основных и общих проблем всех методов анализа кДНК, а именно – проблему потери редко представленных транскриптов в получаемых библиотеках. Метод, разработанный под руководством С.А.Лукьянова для нормализации библиотек кДНК в растворе (Рис. 1.7; см. также Главу 4) позволяет осуществлять простое и эффективное выравнивание концентраций редко- и часто представленных кДНК. К двум порциям фрагментированной двуцепочечной кДНК лигируются два различных супрессионных адаптора, обе порции отдельно денатурируют и оставляют ренатурировать на короткое время. На этой стадии, друг с другом гибридизуются в основном часто представленные последовательности. Затем обе фракции смешивают и оставляют гибридизоваться, уже на длительное время. Те кДНК, которые не сформировали дуплексы во время первой гибридизации, могут прогибридизоваться теперь. Затем концы гибридизованных кДНК достраиваются ДНК полимеразой и проводится их ПЦР амплификация с праймерами, комплементарными использованным супрессионным адапторам (Рис. 1.7). В результате, экспоненциально амплифицируются только те дуплексы, которые были сформированы во время второй, а не первой, гибридизации. Ампликон, таким образом, оказывается обогащён репликами редко представленных транскриптов. Такая стратегия является отличной альтернативой гораздо более сложному подходу (67), основанному на специальном вычитании последовательностей высоко представленных транскриптов из исходных пулов кДНК для обогащения по «редким» кДНК. 
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Рисунок 1.7. Схема нормализации библиотек кДНК с использованием эффекта ПЦР супрессии. Нормализация приводит к выравниванию концентраций часто- и редко-представленных транскриптов, что необходимо для более высокой представительности библиотек кДНК и для некоторых других приложений как секвенирование библиотек EST. 

Хотя количество фоновых фальш-позитивных клонов при использовании SSH, как правило, невелико, было предложено дальнейшее усовершенствование этого метода (68). При помощи метода, названного “Mirror orientation selection (MOS)” (Рис. 1.8), количество недифференциальных клонов уменьшается основываясь на наблюдении, что фон, создающийся реассоциацией не-трейсер-специфичных молекул, появляеся случайным образом, и каждый из типов таких фоновых дуплексов представлен малым числом молекул относительно «правильных» трейсер-специфичных последовательностей. Поскольку продукты SSH несут адапторные последовательности (Рис. 1.8), фланкирующие ДНК трейсера в обеих ориентациях (продукты A и A’ на рисунке), то удаление адаптора, денатурация и последующие гибридизация и заполнение концов приведут к появлению фрагментов трейсера, фланкированных последовательностью второго адаптора с обоих концов. При помощи ПЦР, такие фрагменты трейсера могут быть экспоненциально амплифицированы с использованием одного праймера (Рис. 1.8). При этом фоновые фрагменты теряются, поскольку они появляются в SSH-ампликонах случайно и каждый их вид представлен крайне низкими концентрациями (тогда как количество таких видов фоновых последовательностей может быть огромно), и возможность того, что они сформируют гибриды, несущие адапторную последовательность с обеих сторон, в большинстве случаев пренебрежимо мала (Рис. 1.8, правая сторона). 
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Рисунок 1.8. Схема метода мirror oriented selection (MOS). MOS применяют для уменьшения фона, создаваемого псевдо-селективной амплификацией случайных побочных последовательностей. MOS был признан эффективным как для сравнения кДНК, так и сложных геномных ДНК.

Кроме того, SSH может быть использована в комбинации с дифференциальным дисплеем (6) и микрочиповой гибридизацией (7). Последний подход представляется весьма перспективным, так как позволяет получать интегральную картину пространственно-временной дифференциальной экспрессии генов. При этом важно заметить, что непосредственное использование гибридизации с микрочипами как правило дискриминирует редкопредставленные транскрипты, тогда как предварительная процедура SSH, особенно со стадией нормализации кДНК, может значительно повысить как чувствительность метода, так и воспроизводимость результатов. 
1.2.5 Другие перспективные подходы к вычитающей гибридизации


В предыдущих разделах были описаны две наиболее популярные экспериментальные техники, основывающиеся на ВГ, которые делают вычитающую гибридизацию одним из наиболее эффективных, своевременных и универсальных подходов молекулярной биологии, подобно дифференциальному дисплею, масштабному секвенированию геномов, секвенированию библиотек EST и серийному анализу генной экспрессии (69). Поскольку количество опубликованных работ, использующих ВГ, возрастает даже несмотря на отсутствие серьёзных популяризованных усовершенствований в её методологии в течение последних 6 лет, потенциал вычитающей гибридизации остаётся высоким. В этом разделе будут рассмотрены некоторые недавние оригинальные и перспективные методы, основанные на ВГ. Новый подход, названный “covalently hybridized subtraction (CHS)”, использует ковалентную сшивку трейсера и драйвера после гибридизации (70). Для этого ДНК драйвера химически модифицируется таким образом, чтобы все цепи ДНК, загибридизовавшиеся с драйвером, оказались ковалентно связаны с ним и не могли быть амплифицированы в ходе ПЦР, в отличие от гибридов трейсер-трейсер. Другой интересный подход был использован для улучшения техники RDA. Он основан на защите 3’ концов ДНК трейсера с использованием альфа-тио-дезоксирибонуклеотидов (71). После гибридизации с немодифицированным драйвером, получившаяся смесь обрабатывается нуклеазами ExoIII, которая отщепляет незащищённые 3’ концевые нуклеотиды, и Mung Bean, которая расщепляет участки одноцепочечной ДНК. После такой обработки, в растворе остаются лишь гибриды трейсер-трейсер, которые затем амплифицируют в ходе ПЦР, клонируют и секвенируют. 

Наконец, новая техника, названная “primer extension enrichment reaction (PEER)” (72), основана на оригинальном принципе использования коротких фрагментов трейсера для праймирования реакции удлинения праймера на матрице ДНК драйвера. Для этого двуцепочечную ДНК трейсера фрагментируют на небольшие фрагменты при помощи расщепления эндонуклеазами, а затем лигируют к ним якорные последовательности специальных адапторов. 3’ конец адаптора содержит сайт узнавания эндонуклеазы рестрикции класса IIS. Фрагменты затем расщепляют ферментом класса IIS Mme I с тем, чтобы создать пул олигонуклеотидов с уникальным 3'-концом, пришедшим из последовательности трейсера, и адапторным 5'-концом. Такие помеченные адапторной последовательностью олигонуклеотиды отжигаются на ДНК драйвера и удлиняются в присутствии биотинилированных дидезоксинуклеотидтрифосфатов. Последние блокируют дальнейшую достройку и позволяют удалить биотинилированные молекулы из раствора при помощи магнитных гранул, конъюгированных со стрептавидином. Таким образом, праймеры, комплементарные последовательности драйвера, блокируются и удаляются из раствора, где остаются лишь праймеры с уникальными для трейсера последовательностями. В присутствии исходной полноразмерной ДНК трейсера, эти олигонуклеотиды могут праймировать реакцию достройки фрагментов, уникальных для трейсера. На этой стадии праймеры с якорными адапторными последовательностями достраиваются до полноразмерных матриц ДНК, которые могут быть далее амплифицированы с использованием адапторных праймеров. Получившиеся фрагменты клонируют и секвенируют. Авторы показали, что по крайней мере для некоторых приложений метод PEER был значительно более чувствительным и эффективным, чем другие варианты ВГ, включая SSH.


Заканчивая этот раздел, считаю своим долгом упомянуть о некоторых недостатках, присущих большинству методов, основанных на ВГ. Во-первых, ПЦР амплификация может исказить исходную картину распределения различных фрагментов ДНК в смеси благодаря эффекту ПЦР селекции в случае, когда используется слишком много циклов ПЦР (этот эффект упомянут выше в разделе 1.2.3). Вторая проблема заключается в том, что ВГ в ряде случаев не может дискриминировать различных представителей эволюционно молодых генных семейств, обладающих значительной гомологией первичной структуры. Похожая проблема возникает как на уровне геномной ДНК, так и для кДНК, когда исследуются геномные повторы. Наконец, «незначительные» изменения в экспрессии генов, то есть таковые менее одного порядка величины, обычно с трудом детектируются при использовании ВГ. 
1.3 Поиск общих последовательностей: метод клонирования совпадений

 
В отличие от вычитающей гибридизации, задача которой – поиск дифференциальных последовательностей, присутствующих в образце, называемом трейсер, и отсутствующих в другом образце, называемом драйвер, подход, называемый “coincidence cloning” (CC; Глава 5) был разработан для нахождения общих последовательностей среди анализируемых образцов. Подход основан на клонировании идентичных нуклеотидных последовательностей, принадлежащих к различным пулам фрагментированной геномной ДНК или кДНК, и избавлении от всех остальных последовательностей (73). Сопоставляя фрагменты геномной ДНК с фрагментами какого-либо сходным образом фрагментированного локуса (клонированного в форме BAC, космиды, и т.п.), можно отобрать и клонировать геномные фрагменты, принадлижащие данному локусу. 


Для этого оба образца сравниваемой ДНК фрагментируют, как-либо помечают (например, введением различных адапторных олигонуклеотидов), смешивают, денатурируют и гибридизуют, а затем выделяют дуплексы, имеющие обе специфические «метки», то есть гетерогибриды обоих образцов, соответствующие общим последовательностям. Последняя стадия является ключевой для всего процесса, поскольку эффективное выделение правильных гибридных молекул необходимо для создания СС библиотек, подлинно обогащённых общими последовательностями. Ранние версии техники СС были низко эффективны. Их самым серьёзным недостатком была низкая селективность, благодаря которой в итоговых библиотеках содержалось значительное количество фрагментов, уникальных для того или иного образца. Для улучшения этой ситуации, Ажикина и др. применили метод селективной супрессии ПЦР (упомянут в разделе 1.2.4, детально рассмотрен в Главе 2), что сильно повысило эффективность CC (74-76).


На рисунке 1.9 представлена простая модель использования метода coincidence cloning для поиска эволюционно консервативных последовательностей, содержащихся в сравниваемых геномах, предложенная в работе Чалой и др. Геномные ДНК человека и мармозетки были расщеплены часто щепящими эндонуклеазами рестрикции, а затем к ним были лигированы два различных набора супрессионных адапторов. Образцы смешали, денатурировали и гибридизовали, а затем достроили концы при помощи ДНК полимеразы, (Рис. 1.9) и обработали нуклеазами, специфичными к неспаренным нуклеотидам (77). Такие нуклеазы узнают неспаренные либо же неверно спаренные нуклеотиды в составе двуцепочечных ДНК и разрезают подобные «неправильные» гибриды, тем самым значительно повышая эффективность всего процесса. На следующей стадии, продукты гибридизации амплифицируют с праймерами, специфичными к последовательностям использованных супрессионных адапторов, так что в модельном эксперименте амплифицировались лишь гибридные молекулы ДНК человека и Callithrix pigmaea. В результате была создана геномная библиотека, высоко обогащённая эволюционно консервативными последовательностями, сохраняющимися в геномах человека и Callithrix pigmaea.
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Рисунок 1.9. Схема метода Mispaired DNA Rejection (MDR). Принцип метода – это специфическая энзиматическая деградация несовершенных дуплексов в растворе (стадия V), что приводит к значительному снижению фоновой гибридизации. Метод был эффективен в том числе для сложных геномных смесей, таких, как ДНК приматов.


Ещё одним успешним вариантом техники клонирования совпадений является новый метод, названный “Non-methylated genomic sites coincidence cloning (NGSCC)”, который позволяет получить набор последовательностей, относящихся к интересующему геномному локусу и содержащих неметилированные сайты CpG. Метод основан на фрагментации исходных образцов ДНК эндонуклеазами рестрикции, чувствительными к метилированию. Для упрощения геномной гибридизационной смеси, ДНК дополнительно фрагментируется часто щепящим ферментом, не чувствительным к метилированию, например AluI. В результате, размер фрагментов оказываются в диапазоне, оптимальном для ПЦР амплификации (то есть в пределах до 1.5 тпн. Затем различные супрессионые адапторы лигируют к липким концам, образованным метил-чувствительным ферментом, и к тупым концам, созданным AluI. Дальнейшая ПЦР амплификация с праймерами, специфичными для обоих использованных адапторов, приводит к получению ампликона геномных фрагментов, обладающих неметилированным сайтом CpG с одной стороны и ограниченных рестриктным сайтом AluI с другой. 


Затем ампликон гибридизуют с фрагментированной ДНК интересующего геномного локуса, к которой предварительно были лигированы адапторы третьего типа (в своих экспериментах авторы метода анализировали профили метилирования геномного локуса 19 хромосомы человека D19S208-COX7A1 длиной около 1 млн. пар оснований). В ходе последующей ПЦР амплифицируются только те неметилированные CpG-содержащие фрагменты, которые относятся к локусу D19S208-COX7A1. Секвенирование соответствующих клонотек, полученных для нормальных и опухолевых тканей, позволило авторам создать для этого локуса первую полную крупномасштабную карту участков метилирования, включая её ткане- и опухоль-специфические варианты (75). Позднее, та же группа авторов объединила методы NGSCC и SAGE, создав методику, названную “RIDGES”. Эта методика более информативна, чем NGSCC, поскольку на выходе получается в 10-20 раз больше информации о сайтах метилирования при расчёте на один отсеквенированный клон, что обеспечивается технологией SAGE (74).


Впрочем, использование метода coincidence cloning не ограничивается анализом геномной ДНК. В частности, недавно опубликованный подход, названный “genomic repeat expression monitor (GREM)” использует принцип метода coincidence cloning для поиска общих последовательностей среди пре-амплифицированных 3’-концевых локусов, фланкирующих геномные повторяющиеся элементы, и набором 5’-концевых фрагментов кДНК, что приводит к созданию гибридной библиотеки геномной ДНК/кДНК, обогащённой промоторно-активными повторами. Это позволяет создать исчерпывающую полногеномную карту промоторно-активных повторяющихся элементов генома (78). Эти и другие применения метода CC будут подробно описаны в Главе 5. 

1.4 Гибридизация в растворе для поиска геномных полиморфных участков

 
В отличие от вычитающей гибридизации, которая направлена на поиск относительно длинных дифференциальных фрагментов, следующая группа методов используется для поиска небольших, порядка единиц нуклеотидных замен, различий между сравниваемыми образцами ДНК. Исследование мутаций позволяет выявлять нормальные функции генов, белков, некодирующих РНК, причины многих заболеваний, а также исследовать вариабильность индивидуальных ответов на сигнал среди популяций. Многие однонуклеотудные полиморфизмы (SNP) не являются вредными сами по себе, но могут быть сцеплены с мутантными аллелями, связанными с генными заболеваниями или спецификой ответа на определённые лекарственные средства. 

Тому огромному количеству исследователей, работающему в данной области, уже удалось найти десятки миллионов SNP за последние годы. Однако же, это число представляется ничтожным в сравнении с реальными количествами SNP и других мутаций, присутствующими в геномах. Идеальный метод детекции мутаций и SNP должен быть способен отыскивать мутации в больших фрагментах ДНК и картировать их с точностью до нуклеотида; при этом такой метод был бы чувствительным, надёжным и производительным. На настоящее время, для детекции мутаций применяют множество химических, энзиматических, биоинформационных и физических методов. Многие методы позволяют быстро и эффективно определить нприсутствие мутации в интересующем геномном участке, но не позволяют дать характеристику этой мутации и точно определить её локализацию. Другая группа методов позволяет проводить точное картирование мутаций, но дорогим и трудоёмким способом. Семейство новых подходов для детекции мутаций, основанных на гибридизации ДНК в растворе, сочетает в себе высокую производительность, экономичность, надёжность и детальную характеристику мутаций (детально рассмотрено в Главе 6). 

В настоящее время, поиск мутаций при помощи секвенирования ДНК по Сэнгеру принято за эталонный подход. При этом, необходимо учесть, что хотя это и является единственным способом точной характеристики мутации, но не является лучшим способом детекции мутаций и скрининга большого количества образцов. Тот факт, что многие методы сканирования мутаций практически моментально способны детектировать присутствие 5-10% мутантных молекул на фоне избытка молекул дикого типа, доказывает преимущество таких подходов перед секвенированием, по крайней мере для некоторых приложений. Кроме того, биоинформатические подходы позволяют находить большое количество новых SNP при анализе геномных баз данных.

Впрочем, эти методы требуют предварительной информации, обычно получаемой при секвенировании ДНК, и поиск мутаций в этом случае осуществляется при множественном выравнивании доступных последовательностей. Последние исследования показывают, что лишь небольшая доля всех мутаций может быть найдена таким способом, и многие мутации, в частности, SNP, встречающиеся с низкой частотой, теряются. Становится очевидным, что для детекции таких вариантов требуются высокопроизводительные методы, которые можно было бы применять для скрининга популяций при исследовании, например, сложных генетических заболеваний, при которых затрагиваются протяжённые геномные локусы, большие гены и/или группы генов. Для этих задач были разработаны несколько групп методов. Все они основаны на том, что молекула ДНК, содержащая мутацию, образует неспаренный участок в мутантном сайте при гибридизации с ДНК дикого типа (Рис. 1.10). Таким образом, при гибридизации мутантной ДНК и ДНК дикого типа, образуются два аналогичных неспаренных участка. Детекция и правильное позиционирование этих участков и является ключём к идентификации новых мутаций.
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Рисунок 1.10. При гибридизации, мутантные цепи и ДНК дикого типа образуют гетеродуплексы с неспаренными участками, соответствующими точкам мутации.

Такие неспаренные нуклеотиды могут быть идентифицированы прямо или косвенно с использованием самых различных химических, энзиматических или физических подходов, которые характеризуются превосходной эффективностью детекции, соединённой с высокой производительностью и низкой ценой. Следует отметить, что подтверждение новой мутации обязательно требует стадии секвенирования. Однако же в данном случае это секвенирование будет направленным, а не случайным, поиском в чётко определённом геномном локусе, что позволит избежать огромного количества лишней работы. В результате, эти методы снижают стоимость детекции мутации на порядок величины и более. Вкратце, химические подходы основаны на химическом расщеплении неспаренных нуклеотидов, энзиматические используют энзиматическое узнавание несовершенных дуплексов (с дальнейшим связыванием, расщеплением, модификацией или лигированием ДНК по позиции неспаренного нуклеотида), тогда как физические методы детектируют разность в физических характеристиках между мутантными цепями и ДНК дикого типа, будучи основаны либо на физическом выделении несовершенных гибридов ДНК (как электрофоретическое разделение), либо же на поиске различий физических свойств несовершенных и совершенных гибридов ДНК. Все эти методы используют гибридизацию нуклеиновых кислот в растворе и будут подробно описаны в Главе 6.
1.5 Заключение

 
В этой главе я постарался кратко проиллюстрировать то, как методы гибридизации нуклеиновых кислот в растворе могут быть полезны для большого количества приложений. Был дан краткий обзор основных методических подходов, описанных более детально в других главах.


Широкий спектр экспериментальных задач, решаемых с помощью таких подходов, включает в себя вычитающую гибридизацию, упорядоченный дифференциальный дисплей, метод прогулки по геному, мультиплексная ПЦР, создание библиотек кДНК на основе ничтожно малого количества тотальной РНК, быстрое клонирование концов кДНК (RACE), эффективное выравнивание концентраций редко- и часто-представленных транскриптов в библиотеках кДНК, поиск промоторно-активных повторов и дифференциально метилированной геномной ДНК, идентификация общих последовательностей в образцах геномной ДНК или кДНК, картирование новых генов, поиск эволюционно консервативных последовательностей, а также идентификация и крупномасштабный мониторинг протяжённых и однонуклеотидных мутаций. Разумеется, не существует панацеи, идеального метода, который помог бы разрешить все технические проблемы, стоящие перед исследователем, но комбинирование вышеперечисленных подходов с высокой вероятностью будет полезно для планирования и проведения успешных исследований. 
2 Селективная супрессия ПЦр и наиболее популярные приложения этого метода

В этой главе рассматриваются методы, основанные на эффекте супрессии ПЦР (создание библиотек кДНК с использованием малого количества тотальной РНК, супрессионная вычитающая гибридизация, упорядоченный дифференциальный дисплей, метод быстрой амплификации концов кДНК, прогулка по геному, варианты метода Coincidence Cloning, нормализация библиотек кДНК, мультиплексная ПЦР, клонирование in vitro и др.). Вместе эти методы позволяют анализировать сложные образцы кДНК, начиная от поиска интересующих последовательностей до установления полной структуры соответствующих генов.

2.1 Введение

Наиболее важные процессы в самых разнообразных биологических системах (клеточная дифференцировка и морфогенез при эмбриональном развитии и регенерации, апоптоз или раковая трансформация клеток, и т.д.), находятся под контролем специфических регуляторных генов. Для понимания соответствующих молекулярных механизмов, гены, вовлечённые в эти процессы, должны быть выявлены и исследованы. К настоящему моменту, большинство методов молекулярной биологии, вовлечённых решение подобных задач, включают в себя стадию ПЦР, что позволяет работать даже с небольшими количествами биологического материала. Однако же, использование ПЦР требует наличия предварительной информации о последовательности исследуемых образцов ДНК. Когда последовательность интересующих генов частично или полностью неизвестна, прямое использование ПЦР может быть неэффективным.

Феномен селективной супрессии ПЦР (ССП), открытый в 1994 году (79), лежит в основе группы высокоэффективных, взаимнодополняющих методов поиска и анализа новых функционально значимых последовательностей ДНК и РНК, особенно полезных, когда первичная структура таких молекул неизвестна. Использование ССП позволило отбросить трудоёмкие и не всегда эффективные методы физического фракционирования ДНК и сделало методы поиска и анализа новых генов проще, быстрее и надёжнее.

2.2 Селективная супрессия ПЦР

Эффект ССП заключается в ингибировании амплификации молекул ДНК, фланкированных инвертированными концевыми повторами (ИКП), в ходе ПЦР с праймерами, соответствующими внешней части ИКП, при условии, что такие праймеры существенно короче, чем полная последовательность ИКП (Рис. 2.1).

Принцип супрессии ПЦР – целевая ДНК дизайнируется так, чтобы ее концы образовывали самокомплементарные шпильки. Как правило, задачей ССП является предотвращение амплификации нежелательных последовательностей в ходе ПЦР.

Самокомплементарные структуры, используемые для ССП, по форме напоминающие сковороду, создают при лигировании GC-богатых адапторов к рестриктным фрагментам ДНК или кДНК (Рис. 2.1) (79). В результате, каждый одноцепочечный фрагмент ДНК оказывается фланкирован инвертированными концевыми повторами (то есть самокомплементарными концевыми последовательностями). В ходе ПЦР, при денатурации и отжиге, самокомплементарные концы каждой одиночной цепи образуют шпильки, превращая каждый такой фрагмент в сковородоподобную структуру. Образование стабильного дуплекса на концах фрагментов ДНК делает неэффективным прохождение ПЦР только с праймерами, комплементарными последовательности адаптора (A-праймер на рисунке), благодаря тому, что внутримолекулярный отжиг комплементарных концов кинетически более предпочтителен и более стабилен, чем межмолекулярный отжиг более короткого А-праймера (79). Однако же в присутствии не только A-праймера, но также и праймера на целевую последовательность (таргетного праймера; T-праймер на рисунке), ПЦР становится эффективной. Т-праймер отжигается на свою целевую последовательность и нормально используется ДНК полимеразой для инициации синтеза ДНК. Новосинтезированая цепь ДНК уже не имеет самокомплементарных концов, и может быть эффективно амплифицирована с праймерами А и T. Соответственно, амплифицируются только те цепи, которые содержат таргетные последовательности, тогда как фоновые последовательности, не обладающие сайтом посадки таргетного праймера, остаются инертными. 
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Рисунок 2.1. Схема эффекта супрессии ПЦР. Молекулы ДНК, фланкированные инвертированными концевыми повторами, образуют внутримолекулярные концевые дуплексы, тем самым предотвращая отжиг праймеров, специфичных к последовательности адаптора и, следовательно, ингибируя ПЦР.

Эффективность ингибирования амплификации зависит от многих параметров, основными из которых являются следующие:

(1) Разница в температурах отжига ИКП и праймеров, используемых для амплификации. Соотношение длины и GC-состава целого ИКП и последовательности праймера сильно влияет на эффективность ССП. Использование ИКП длиной 40-50 пн с повышенным содержанием нуклеотидов G u C во внутренней (супрессионной) части, и адапторного праймера длиной 20-25 нт, соответствующего внешнему сегменту ИКП, представляется оптимальным.

(2) Длина ИКП-содержащей молекулы ДНК. Чем длинее молекула, тем меньше вероятность встречи и внутремолекулярной гибридизации её концов. Эффект ССП не работает или работает плохо при амплификации длинных фрагментов ДНК (более 6 тпн). 

(3) Концентрация праймеров в реакционной смеси ПЦР. Успех ССП зависит от конкуренции внутримолекулярной гибридизации и отжига праймеров. Поэтому, эффект ССП более выражен при низких концентрациях праймеров.

2.3 Подготовка образцов ДНК, содержащих инвертированные концевые повторы

Используют два основных способа введения супрессионных последовательностей в молекулы ДНК: 

(1) лигирование двуцепочечных фрагментов ДНК с псевдодвуцепочечными олигонуклеотидами, называемыми супрессионными адапторами (80); 

(2) ПЦР с длинным (супрессионным) праймером, 3'-конец которого комплементарен амплифицируемым фрагментам ДНК (79). 

Первый способ наиболее универсален, так как он не требует предварительного введения в ДНК каких-либо последовательностей. Образец ДНК для лигирования может быть приготовлен при обработке двуцепочечной кДНК или геномной ДНК эндонуклеазами рестрикции. При этом оптимально использовать ферменты, продуцирующие у рестриктных фрагментов тупые концы, поскольку в этом случае для различных ферментов может быть использован стандартный набор супрессионных адапторов. Второй способ может быть эффективен тогда, когда известна часть или вся последовательность амплифицируемого фрагмента: например, образцы кДНК, получаемые при добавлении гомополимерных последовательностей к первой цепи кДНК. 

2.4 Стратегия применения различных вариантов ССП


ССП может быть использована для анализа сложных смесей фрагментов ДНК (кДНК или фрагментированных геномных ДНК) для супрессии нежелательной фоновой фракции ДНК при эффективной экспоненциальной амплификации целевых последовательностей. ССП позволяет проводить селекцию ассиметрично фланкированных молекул ДНК на фоне симметрично фланкированной ДНК. До открытия ССП, подобная задача не могла быть решена в ходе ПЦР. Можно обозначить три основных схемы применения ССП.

Первая схема (Рис. 2.2a) основана на добавлении одного и того же супрессионного адаптора ко всем молекулам ДНК. Затем проводят амплификацию с двумя праймерами, один из которых соответствует внешней части адаптора, а второй комплементарен таргетной ДНК (например, ген-специфичный или олиго(дT)-содержащий праймер). В ходе ПЦР происходит отбор молекул ДНК, несущих последовательность второго праймера. Эта схема соответствует таким методам, как поиск фрагментов геномной ДНК или кДНК, содержащих интересующую известную последовательность (80, 81), конструирование библиотек кДНК из малого количества тотальной РНК (82), а также упорядоченный дифференциальный дисплей кДНК (83).

Вторая схема (Рис. 2.2b) основана на добавлении двух различных супрессионных последовательностей к ДНК. После этого проводится амплификация с праймерами, соответствующими внешним частям адапторов. Во время ПЦР отбираются асимметрично фланкированные молекулы ДНК, то есть те, которые несут на концах последовательности разных адапторов. Эта схема применяется для метода клонирования in vitro (84).

Третья схема (Рис. 2.2c) является усложнённым вариантом предыдущей. К двум образцам ДНК добавляют различные 5'-концевые (но не 3'-концевые) супрессионные адапторы. Образцы затем денатурируют и гибридизуют. После достройки 3'-концов, проводят ПЦР с праймерами, соответствующими внешней части супрессионных адапторов. Как и во второй схеме, отбираются асимметрично фланкированные молекулы ДНК, но только в этом случае каждый такой дуплекс должен быть сформирован при гибридизации комплементарных цепей из разных образцов. Подобная селекция гетеродуплексов используется в вычитающей гибридизации кДНК (79), нормализации кДНК (85), модифицированном методе клонирования совпадений (76-78), и при поиске эволюционно консервативных последовательностей ДНК.
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Рисунок 2.2. Основные стратегии, основанные на использовании эффекта ПЦР супрессии. A), один супрессионный адаптор лигирован к образцу; B), лигированы два различных адаптора; C) образец ДНК разделён на две части, к которым лигируют разлчные супрессионные адапторы.

2.5 Семейство методов, основанных на ССП

В настоящее время, при исследовании изменений экспрессии генов в ходе различных биологических процессов часто используется следующая стратегия: (1) конструирование библиотек кДНК из исследуемых биологических образцов; (2) скрининг этих библиотек на наличие генов (точнее, фрагментов этих генов), дифференциально экспрессирующихся или почему-либо интересных исследователям; (3) получение полноразмерных кДНК интересующих генов и определение их геномной структуры. Все эти стадии могут быть осуществлены с помощью методов, основанных на ССП (86).

В этом разделе будут рассмотрены некоторые такие методы: супрессионная вычитающая гибридизация, мультиплексная ПЦР и метод, названный targeted genomic differential display. 

2.5.1 Создание библиотек кДНК с использованием малых количеств биологического материала


Создание библиотек кДНК требуется для большинства подходов к анализу экспрессии генов. Методы их получения из относительно большого количества биологического материала были разработаны сравнительно давно и сейчас являются рутинными процедурами. Однако же, такие методы бесполезны, когда количества биологического материала малы (что, пожалуй, характерно для большинства случаев).

ПЦР дала толчок методам конструирования библиотек кДНК из малых количеств тотальной РНК. Впрочем, использование ПЦР требует информации по крайней мере о части последовательности, которая должна быть амплифицирована. Поскольку мРНК абсолютного большинства генов содержит поли (А) последовательность, ПЦР может проводиться с олиго (дТ) содержащим праймером. Экспоненциальная амплификация требует введения искусственной последовательности также на противоположный конец кДНК для отжига второго праймера.

Было разработано несколько основных способов добавления таких последовательностей: (1) добавление гомополимерной последовательности к 3'-концу первой цепи кДНК с использованием терминальной дезоксинуклеотидил трансферазы (tailing) (87); (2) лигирование синтетического одноцепочечного олигонуклеотида к первой цепи кДНК (88) или к мРНК (89) при помоци T4 РНК лигазы; (3) лигирование двуцепочечного олигонуклеотидного адаптора к двуцепочечной кДНК при помощи Т4 ДНК лигазы (90).

Лигирование двуцепочечных молекул ДНК лигазой Т4 более эффективно и воспроизводимо, чем два другие метода (81). Впрочем, в своём первоначальном виде метод, основанный на использовании ДНК лигазы Т4 (90), имеет важный недостаток: он применим лишь к поли(А) + РНК. Если кДНК синтезируется на базе тотальной РНК, то даже использование олиго(дТ) содержащего праймера не может предотвратить синтеза избытка фоновой кДНК на матрице рибосомной РНК. На основе ССП, этот подход был значительно улучшен: к двуцепочечной кДНК при помощи T4 ДНК лигазы лигируют супрессионный адаптор, вслед за этим проводят ПЦР с олиго(дТ) содержащим праймером и с праймером, комплементарным внешней части адаптора (Рис. 2a) (82). 

В ходе ПЦР происходит селективная амплификация фракции кДНК, содержащей сайт отжига олиго(дТ) праймера. В то же время, ССП ингибирует амплификацию остльной части кДНК, которая фланкирована адапторами с обеих сторон. Таким образом, библиотека кДНК может быть создана на основе малых количеств тотальной РНК без необходимости выделения поли(А)+ фракции (82). Библиотеки, созданные таким образом, применяли для анализа функционально значимых экспрессируемых последовательностей в самых разных биологических системах (91-93). Метод позволяет конструирование рептезентативных библиотек полноразмерных кДНК исходя из малых (10-100 нг) количеств тотальной РНК, сравнимых по качеству с библиотеками, получаемыми другими методами из 5-10 мкг поли(A) + РНК.
2.5.2 Детекция дифференцильно экспрессирующихся генов


Понимание молекулярных механизмов биологических процессов требует поиска и изучения генов, дифференциально экспрессирующихся в ходе этих процессов. Методы поиска таких генов основаны на детекции молекул мРНК, по-разному представленных в разных тканях и на разных стадиях исследуемого процесса. Изменения в количественном и качественном составе клеточных мРНК можно анализировать несколькими способами. Помимо микрочиповой гибридизации, наиболее широко используются два подхода: дифференциальный дисплей и вычитающая гибридизация.

2.5.2.1 Дифференциальный дисплей


Tехника дифференциального дисплея была разработана в 1992 г. (4) и вплоть до настоящего момента широко используется при поиске дифференциально экспрессирующихся генов. Используются короткие случайные олигонуклеотидные праймеры с низкими температурами отжига, которые инициируют ПЦР амплификацию ограниченного пула фрагментов кДНК. Сравнительный анализ таких амплифицированных образцов кДНК в ПААГ позволяет выявлять дифференциально представленные кДНК. Использование случайных праймеров, однако же, не позволяет проводить систематического сравнения образцов по всем типам мРНК: характеристический набор амплифицируемых фрагментов кДНК случаен, а кроме того, подавляющее большинство таких фрагментов относится к наиболее часто представленным транскриптам.

Также использование праймеров с низкими температурами отжига сопровождается неспецифической амплификацией и приводит к множественным артефактам. Другой подход включает в себя исчерпывающее сравнение всех типов мРНК на основе разделения молекул по наличию тех или иных рестриктных сайтов в 3' концевом фрагменте кДНК (94). Недостатки этого подхода – невысокая чувствительность и трудность выполнения протокола. Мац и коллеги разработали метод, названный ordered differential display (ODD), также основанный на анализе 3'-концевых рестриктных фрагментов кДНК (83). При этом, селекция фрагментов идёт при помощи ПЦР, а не физического разделения (Рис. 2.3). Это приводит к селективной амплификации 3'-концевых фрагментов кДНК (от олиго(дТ) содержащего праймера до ближайшего рестриктного сайта), что сильно упрощает метод и повышает его чувствительность. Эффективность метода ODD показали при поиске генов, дифференциально экспрессирующихся вдоль переднее-задней оси планарии (83).
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Рисунок 2.3. Схема метода упорядоченного дифференциального дисплея (ODD), использующего эффект супрессии ПЦР для специфической амплификации 3’-концевых участков кДНК.

В случае же метода targeted genomic differential display (TGDD), эффект ССП используется для амплификации набора фрагментов геномной ДНК или кДНК при помощи единственного таргетного праймера, комплементарного последовательности геномного повтора. Благодаря ССП, не происходит амплификации геномных фрагментов, не имеющих таргетный повтор. Ампликон содержит множество фрагментов, каждый из которых содержит часть повтора и один из фланкирующих геномных локусов. После разрешения продуктов ПЦР в ПААГ, наблюдается характеристический паттерн распределения фрагментов, специфичный для каждого образца геномной ДНК или кДНК (Рис. 2.4) (95-98). Выделение и секвенирование дифференциальных продуктов позволяло находить новые однонуклеотидные полиморфизмы, инсерции и делеции (96). В методе TGDD, сложность разрешаемого ампликона регулируется при помощи 3’-концевых якорных нуклеотидов, добавляемых к последовательности праймера, аналогично методу ODD и некоторым другим подходам (99) (83). Это позволяет разделить геномные фрагменты на неперекрывающиеся наборы адекватного размера для разделения в ПААГ. 
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Рисунок 2.4. Репрезентативная электрофореграмма результатов основанного на ССП дифференциального дисплея транскрипции эндогенных ретровирусов в нормальной (N1) и в двух образцах раковой ткани (O1 и O2). Фрагменты 1.1, 1.2 и 1.3 ярко представлены в образцах O1 и O2, но не видны в N1. Дифференциальные фрагменты вырезают из геля и секвенируют, затем их дифференциальный статус подтверждают независимыми методами, например, ОТ-ПЦР или Нозерн блот гибридизацией. 

В отличие от других методов дифференциального дисплея, созданных для таргетинга геномных повторов (100, 101), TGDD показывает большую специфичность: ~90% всех клонов действительно содержали таргетные последовательности (96, 97). TGDD применяли для анализа геномного полиморфизма и тканеспецифичности экспрессии эндогенных ретровирусов человека (98), а также для поиска полиморфных инсерций других мобильных элементов человека – ретротранспозонов L1 (102). 

Следует также упомянуть о недостатках этих подходов: (1) неравномерная амплификация различных последовательностей может приводить к перепредствленности одних и потере других отдельных индивидуальных фрагментов; (2) размер различных фрагментов, разрешаемых в ПААГ, может совпадать, что не позволяет идентифицировать ряд дифференциальных последовательностей.
2.5.2.2 Вычитающая гибридизация кДНК


Вычитающая гибридизация (ВГ) кДНК – это процесс гибридизации двух образцов кДНК, называемых трейсер и драйвер, целью которого является получение библиотеки, обогащенной целевыми последовательностями, специфичными для трейсера, но отсутствующими в драйвере. ВГ включает гибридизацию трейсера с избытком драйвера с последующей селекцией целевых последовательностей. 


Использование ВГ кДНК позволило идентифицировать большое количество функционально важных генов, вовлечённых в эмбриональное развитие, клеточную дифференцировку, раковую трансформацию и метастазировние. Однако же, низкая представительность получающихся обогащённых библиотек, скромные значения обогащения по целевым последовательностям, а также трудоёмкость очистки обогащённой фракции ограничивают использование этого подхода, особенно в случаях, когда количества биологического материала малы, а содержание целевых транскриптов невелико (например, десятки копий на клетку).


Перечисленные минусы, практически полностью снимаются при использовании метода супрессионной вычитающей гибридизации (SSH) (10, 11), которая позволяет идентифицировать в том числе и редко представленные дифференциальные транскрипты благодаря стадии нормализации концентраций различных транскриптов в исследуемых образцах. Это становится возможным при использовании ССП (Рис. 2.2c). Эффективность этого протокола впервые была проверена в модельных экспериментах, где в качестве таргетных последовательностей выступала экзогенная вирусная ДНК, в определённых концентрациях добавленная к трейсеру (79). Метод затем использовали для поиска дифференциальных транскриптов во многих биологических системах, например, при активации иммунного ответа в культурах иммунокомпетентных клеток (85), при изменении потенциала метастазирования раковых клеток, при регенерации плоского червя планарии (91), а также для конструирования тканеспецифических библиотек кДНК человека (10). Наиболее важные преимущества SSH заключаются в следующем: (1) процедура включает две стадии гибридизации, что приводит также к эффективной нормализации концентраций различных кДНК, (2) требуется только один раунд гибридизации, (3) не требуется проводить физического разделения фракций одноцепочечной и двуцепочечной ДНК. Частота фальш-позитивных клонов мала и, как правило, составляет менее 10% (10). В результате, SSH стала одним из наиболее популярных и эффективных методов исследования дифференциальной транскрипции генов (103, 104). Следует также упомянуть, что индекс цитируемости оригинальной статьи, где впервые упомянут метод SSH в своём «проработанном» варианте (10), составляет на настоящий момент более 2000. 

Техника SSH нашла широкое применение (105-108)). Отдельные элементы и стадии этого метода были позднее применены для решения некоторых других задач, например, для конструирования библиотек кДНК (84, 86) и поиска эволюционно консервативных последовательностей (77). 

2.5.3 Поиск 5'- и 3’-концевых фрагментов кДНК


Одной из наиболее важных, но технически затруднительных задач, связанных с характеристикой генов, является приготовление полноразмерных кДНК. Обычные методы детекции генетических последовательностей (скрининг библиотек кДНК, клонирование консервативных генов при помощи ПЦР с вырожденными праймерами, идентификация дифференциально экспрессирующихся генов с использованием дифференциального дисплея мРНК, или же вычитающая гибридизация кДНК) обычно позволяют определить последовательность только лишь фрагмента целой кДНК. Для эффективного клонирования полноразмерных кДНК, был предложен комплекс методических подходов, называемый RACE (англ. Rapid amplification of cDNA ends), позволяющий проводить амплификацию концевых последовательностей кДНК in vitro (109)). 

Большая часть методов RACE основана на введении в 3'-конец первой цепи кДНК искусственной последовательности, служащей в качестве эффективного сайта отжига для ПЦР праймеров. Однако же, проблема супрессии неспецифической амплификации в ходе RACE для последовательностей редких генов даже более серьёзна, чем при конструировании библиотек кДНК. ССП позволяет преодолеть эти сложности. К образцу кДНК лигируют супрессионные адапторы, а затем кДНК амплифицируют с праймером, соответствующим внешней части супрессионного адаптора и с ген-специфичным праймером. (Рис. 2.5, см. также обобщённую схему на Рис. 2.2a). Амплифицируются лишь те молекулы, которые содержат 5'- or 3'-концевые последовательности (в зависимости от используемых праймеров). Амплификация остальных молекул подавляется благодаря эффекту ССП. Эффективность метода была доказана как в модельных экспериментах, так и при решении множества практических задач (81).

[image: image15.jpg]5-RACE 3'-RACE

RNA g nAAAA RNA gummmmnnnnARAA
first strand cDNA synthesis first strand cDNA synthesis
TS-0ligo mumerrGrGrG T-primer 3 wemTTTT

T-primer5 TTTT

e |

5 5 BACKGROUND 5
BB s AR s AAAR
—_—— T —— T T
PCR amplification PCR amplification
5-GSP == 3-GSP =
SO-Mix 5= SO-Mix
——— . o —— TTT To—

L
't
|

=

——————em
—

=

No amplification
Product of amplification PS-effect Product of amplification




Рисунок 2.5. Метод быстрой амплификации концов кДНК (RACE), основанный на эффекте ССП. Этот быстрый и недорогой подход позволяет клонировать и идентифицировать как 3’-, так и 5’-концевые фрагменты кДНК.

2.5.4 Поиск промоторных участков и модификация метода «прогулки по хромосоме»


Анализ геномной организации выделенных фрагментов кДНК и клонирование регуляторных элементов, особенно в случае отсутствия доступной полногеномной последовательности, крайне важны для структурно-функционального анализа генов. При этом большинство основанных на ПЦР методов прогулки по хромосоме трудоёмки и малоэффективны. Была предложена усовершенствованная техника, основанная на эффекте ССП (80). Для приготовления образца ДНК, содержащей ИКП, геномную ДНК обрабатывают эндонуклеазой рестрикции и затем лигируют с супрессионным адаптором. При этом выявление регуляторных участков исследуемых генов проводится при последующей ПЦР с ген-специфичным и с адапторным праймерами, согласно уже упомянутой схеме выделения полноразмерной кДНК. Этот метод также нащёл широкое применение (110-115).

2.5.5 Клонирование In vitro
Хотя в последнее время большинство классических методов генной инженерии претерпело модернизацию или было заменено более эффективными подходами, основанными на ПЦР, традиционные методы сохранили основную роль при молекулярном клонировании ДНК (клонирование в бактериальные, фаговые и другие in vivo системы). Принципиально иной метод клонирования, базирующийся на ССП, названный клонированием in vitro, был предложен Лукьяновым и соавторами (84). Метод позволяет проводить ПЦР-амплификацию и последующее секвенирование индивидуальных молекул ДНК неизвестной структуры без стадии клонирования in vivo. 

Метод включает в себя следующие стадии (Рис. 2.2b): 

(1) Одновременное лигирование двух различных супрессионных адапторов к двуцепочечным фрагментам ДНК; 

(2) Многократное разведение полученной смеси для доведения концентрации ДНК в объёме, который будет использован для дальнейшей амплификации, до порядка единиц молекул; 

(3) ПЦР-амплификация единичных молекул ДНК при помощи праймеров, комплементарных внешним частям адапторов. 

Получающиеся продукты ПЦР, так называемые in vitro клоны, соответствуют одиночным молекулам ДНК. Благодаря ССП, эти клоны оказываются фланкированы последовательностями различных адапторов, что позволяет проводить определение последовательности ДНК клонированных фрагментов согласно любому протоколу секвенирования продуктов ПЦР. Метод может быть использован для решения большого круга методических задач вместо традиционного клонирования in vivo. Метод особенно удобен, когда требуется не более, чем несколько десятков клонов (116). Также, был выработан протокол для быстрого приготовления панели перекрывающихся субклонированных фрагментов для секвенирования протяжённых фрагментов ДНК (~5тпн) (117).

2.5.6 Мультиплексная ПЦР



Супрессия ПЦР также использовалась для создания новой стратегии мультиплексной ПЦР (mПЦР). В ходе mПЦР, в одной и той же пробирке одновременно амплифицируются многие фрагменты ДНК (118). Амплификация каждой целевой ДНК при обычной ПЦР требует использования двух ген-специфичных праймеров. Когда одновременно амплифицируют много типов целевых фрагментов, часто невозможно бывает избежать нежелательных взаимодействий праймеров и добиться одинаково эффективного синтеза всех типов ДНК. Несмотря на множество работ, посвящённых выработке эффективных стратегий mПЦР (119, 120) и минимизации взаимодействий праймеров друг с другом (121), mПЦР по-прежнему нельзя назвать стандартной процедурой (122).


Хотя в некоторых случаях и удавалось добиваться высоких уровней мультиплексности в ходе ПЦР (123), это были, всё же, исключения из правила. Обычная mПЦР не позволяет проводить равномерную амплификацию более 5-10 целевых типов матриц. Использование ССП для мПЦР потребует всего лишь одного ген-специфичного праймера на каждый тип и одного праймера, общего для всех амплифицируемых молекул. Таким образом, n-плексная ПЦР потребует только n+1 праймеров вместо 2n , как при обычной ПЦР (Рис. 2.6). В согласии с теоретическими предпосылками, ССП- mПЦР позволила проводить более эффективную амплификацию многих таргетных последовательностей (122, 124), и лишь небольшой оптимизации условий реакции оказалось достаточно для одновременной амплификации 30 таргетных ДНК различной длины из разных хромосом человека (122). 
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Рисунок 2.6. Схема мультиплексной ПЦР амплификации с использованием только одного специфичного праймера на каждый амплифицируемый локус (вместо двух праймеров при обычной ПЦР).


Кроме того, ССП-mПЦР демонстрировала повышенную специфичность амплификации целевых последовательностей (122, 124). Хотя метод и включает в себя две дополнительных стадии по сравнению с классической мПЦР (расщепление геномной ДНК эндонуклеазами рестрикции и лигирование адапторов), это не создаёт значительных трудностей. Было показано, что при амплификации многих таргетных фрагментов можно использовать одну эндонуклеазу рестрикции, так что один подготовленных образец ДНК может быть использован во многих экспериментах. Таким образом, приложение ССП для mПЦР предоставляет ряд преимуществ перед традиционными методами, таких как высокий уровень мультиплексности, более высокая специфичность, более простое дизайнирование праймеров и экономия затрат на их синтез (122).

Подводя итог, можно констатировать, что открытие эффекта ССП привело к созданию множества взаимнодополняющих прогрессивных методов анализа сложных образцов ДНК: конструирования библиотек кДНК, вычитающей гибридизации и дифференциального дисплея мРНК для поиска дифференциально экспрессирующихся генов, быстрого клонирования полноразмерной кДНК, прогулки по хромосоме для клонирования промоторов и других регуляторных участков, мультиплексной ПЦР, клонирования in vitro, и других приложений.

3 Использование сковородоподобных олигонуклеотидов как гибридизационных проб для нужд молекулярной биологии и биомедицины 

Первоначально, сковородоподобные гибридизационные зонды представляли собой одноцепочечные олигонуклеотиды, содержащие участок, комплементарный целевой последовательности, фланкированный инвертированными повторами, образующими самокомплементарные концы, а также сопряжённую пару флуорофор / гаситель на 5’- и 3’-концах. Когда целевая последовательность отсутствует в гибридизационной смеси, такие зонды образуют сковородоподобные структуры, в которых флуорофор и гаситель флуоресценции оказываются пространственно сближенными. Это приводит к репрессии флуоресценции. Напротив, в присутствии целевой последовательности в гибридизационной смеси, зонд образует с ней комплекс, в котором гаситель и флуорофор пространственно разделены. Разделение флуорофора и гасителя приводит к повышению уровня флуоресценции, что позволяет проводить количественное измерение сигнала с пороговым значением, обозначающим присутствие целевой последовательности в образце. Кроме того, сковородообразные зонды могут использовать эффект FRET (fluorescence resonance energy transfer), при этом проводится мониторинг сдвига длины волны флуоресценции. Сковородоподобные зонды в настоящее время используются для многих задач, в основном для специфичной детекции мотивов нуклеиновых кислот и при ПЦР в реальном времени. Также сковородоподобные зонды применяют для исследования взаимодействия ДНК с белками, и даже для высокоспецифичной детекции неорганических ионов. Эта быстро эволюционирующая группа методов ежегодно находит отражение по крайней мере в 40 патентах и 50 статьях в реферируемых международных научных журналах.

3.1 Введение 

Природные сковородоподобные структуры в составе РНК и ДНК исполняют важные регуляторные роли при нормальном функционировании клетки (125-127). Помимо узнавания белками (128) и специфического сайленсинга генов (129), сковородоподобные структуры показывают ряд преимуществ при гибридизации нуклеиновых кислот, по сравнению с другими конформациями (122, 130-134)). Использование олигонуклеотидов, формирующих на концах сковородоподобные структуры, для эффекта супрессии ПЦР, что позволило создать множество полезных экспериментальных подходов, основанных на ПЦР, рассмотрено во второй главе данного обзора и не будет упомянуто в этой части. Настоящая глава посвящена применению сковородоподобных (англ. stem loop - SL) олигонуклеотидов как зондов для гибридизации. Преимущества сковородоподобных олигонуклеотидов были чётко продемонстрированы при сравнении гибридизации линейных и сковородоподобных (называемых также molecular beacon-“молекулярные беконы”) ДНК-зондов. Последние показали значительно большую специфичность гибридизации (135, 136). С помощью анализа фазовых диаграмм свободной энергии молекулярных беконов в гибридизационной смеси в присутствии и без специфической целевой последовательности, авторы показали, что структурированные зонды могут специфично дискриминировать неспаренные нуклеотиды в большем диапазоне температур, чем при использовании неструктурированных зондов (122, 136).

Возможным объяснением этого эффекта может быть более низкая свободная энергия отжига SL зонда, связанная с меньшим количеством возможных конфигураций (и, соответственно, с пониженной энтропией гибридизации) (137). Выступающие петлевые участки, комплементарные целевой последовательности, лучше экспонированы для гибридизации по сравнению с линейным зондом. Основное преимущество структурированных зондов заключается в улучшенной дискриминации неспаренных олигонуклеотидов (138). SL структуры могут использоваться для гибридизации в растворе (например, в качестве специфического зонда при количественной ПЦР в реальном времени (139)), или же могут быть закреплены на твёрдом носителе таким образом, что петлевые участки иммобилизованы на его поверхности, а самокомплементарные концевые участки участвуют в распознавании целевой последовательности в гибридизационной смеси (122, 138).

3.2 «Молекулярные беконы»

Первоначально, сковородоподобные гибридизационные зонды представляли собой одноцепочечные олигонуклеотиды, содержащие участок, комплементарный целевой последовательности, фланкированный инвертированными повторами, образующими самокомплементарные концы, а также сопряжённую пару флуорофор / гаситель на 5’- и 3’-концах (140, 141) (Рис. 4.1). Когда целевая последовательность отсутствует в гибридизационной смеси, такие зонды образуют сковородоподобные структуры, в которых флуорофор и гаситель флуоресценции оказываются пространственно сближенными. Это приводит к репрессии флуоресценции. Напротив, в присутствии целевой последовательности в гибридизационной смеси, зонд образует с ней комплекс, в котором гаситель (например, часто используемое для этих целей вещество 4-{[4’-(диметиламино)фенил]азо}бензойная кислота (DABCYL)) и флуорофор пространственно разделены. Разделение флуорофора и гасителя приводит к повышению уровня флуоресценции, что позволяет проводить количественное измерение сигнала с пороговым значением, обозначающим присутствие целевой последовательности в образце (Рис. 3.1) (122). 
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Рисунок 3.1. Принцип действия молекулярных беконов первого поколения. Зонд образует сковородоподобную структуру благодаря внутримолекулярному спариванию инвертированных повторов на его концах. Зонд помечен флуорофором и гасителем флуоресценции на своих противоположных концах. При добавлении комплементарной зонду целевой последовательности, более сильное спаривание между целевой последовательностью и молекулярном беконом разрушает исходную сковородоподобную структуру и фруорофор пространственно удаляется от гасителя, что позволяет детектировать флуоресценцию. 

Кроме того, сковородообразные зонды могут использовать эффект FRET (англ. fluorescence resonance energy transfer), при этом проводится мониторинг сдвига длины волны флуоресценции (Рис. 4.2). Энергия возбуждения флуоресценции может переноситься с одного флуорофора на другой при резонансном переносе энергии. После поглощения фотона и перехода в возбуждённое состояние, донорный флуорофор D может перенести энергию возбуждённого состояния на второй хромофор (акцептор, или A) непосредственно, без испускания фотона. Эффективность такого переноса энергии зависит, помимо прочего, от протяжённости участка перекрывания зон в спектрах испускания для D и поглощения для A, от относительной ориентации обоих флуорофоров, и – от расстояния между D и A. 

FRET можно использовать для измерения расстояний от 20 до 100 Å (142), для детекции конформационных изменений и измерения их количественных характеристик (143). Наиболее часто FRET используется для исследования белковых взаимодействий и для создания гибридизационных ДНК-зондов (144-147). В случае молекулярных беконов, донорные и акцепторные флуорофоры прикрепляют к двум различным сторонам участка основания шпильки сковородоподобной структуры. Если оба флуорофора колокализуются, может осуществляться резонансный перенос энергии, и будет наблюдаться характеристический пик флуоресценции (типичный для акцептора); и наоборот, когда сковородоподобная конформация зонда нарушена, донорный и акцепторный флуорофоры находятся на слишком большом расстоянии друг от друга, и эффективный перенос энергии между ними невозможен.
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Рисунок 3.2. Пример методики, использующей молекулярные беконы, помеченные при помощи FRET.

Подход молекулярных беконов быстро завоевал популярность для некоторых применений в силу его относительной простоты и возможности отслеживания протекающих процессов в реальном времени (134). 

Благодаря улучшенному дискриминированию неспаренных нуклеотидов, ДНК молекулярные беконы успешно применяют для детекции однонуклеотидных полиморфизмов (141, 148, 149), для количественной ПЦР в реальном времени (150, 151), в качестве иммобилизованных зондов для ДНК-микрочипов (152-154), и как комплементарные зонды для детекции целевых РНК in vivo (122, 155). За последние годы был разработан ряд усовершенствований этой технологии. Например, несколько целевых типов молекул нуклеиновых кислот могут детектироваться одновременно в одном опыте с использованием различно окрашенных молекулярных беконов (150, 151). Была сильно увеличена чувствительность метода, который используется, например, для детекции патогенных вирусных и бактериальных штаммов (156-158).

В другом случае, точность и чувствительность метода были существенно повышены при использовании золотых наночастиц в качестве гасителя. Преимущество достигается благодаря более выраженной способности к гашению флуоресценции у кластеров золотых частиц (159). В случае, когда флуоресцентно меченные олигонуклеотиды оказываются поблизости от металлических поверхностей, интенсивность испускания зависит как от электромагнитных эффектов (то есть, гашение флуоресценции или усиление испускания), так и от структуры нуклеиновых кислот (например, неупорядоченной, петлевой, шпилечной, или дуплексной) (160). Использование металлических наночастиц для стратегии молекулярных беконов открывает новые перспективы для создания гасителей флуоресценции нового поколения с сильно различающимися характеристиками. Такие различия в свойствах могут быть заданы формой, размером и составом металлического кластера. В будущем, одновременная детекция нескольких целевых последовательностей в одной пробирке может быть осуществлена при использовании нескольких металлических гасителей флуоресценции (159). Альтернатива этому решению проблемы мультиплексной идентификации целевой последовательности в растворе – использование молекулярных беконов, сдвигающих длину волны испускания флуорофора (161). Впрочем, некоторые высокочувствительные методы детекции, основанные на молекулярных беконах, меченных различными флуорофорами, уже вошли в повседневную практику (162-164). 

Уайткомб и соавторы объединили молекулярный бекон и праймер для ПЦР в едином SL зонде, названном “скорпион” (165). В этом подходе, ПЦР содержит 5’-выступающий участок, имеющий все характеристики бекона: петлевой участок, комплементарный целевой последовательности, фланкированный самокомплементарным стеблем, и пару флуорофор / гаситель на 5’- и 3’-концах этого участка, соответственно (Рис. 4.3) (122). Сковородоподобный участок соединён с ПЦР праймером через химически модифицированную линкерную последовательность, которая предотвращает амплификацию сковородоподобной структуры ДНК полимеразой. В ходе ПЦР, когда праймер достраивается и синтезируется целевая последовательность ДНК, сковородоподобная структура разворачивается и петлевой участок внутримолекулярно гибридизуется с целевой последовательностью, что повышает флуоресценцию (Рис. 4.3). Таким образом, скорпион-праймер использует мономолекулярный механизм гибридизации зонд-целевая последовательность, а не бимолекулярное узнавание, как при традиционном использовании молекулярных беконов. Это обуславливает более быструю кинетику гибридизации и увеличивает стабильность комплекса зонд-целевая последовательность (122, 166).
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Рисунок 3.3. Молекулярный бекон типа “скорпион”. Зонд скорпион имеет модули молекулярного бекона и праймера для ПЦР. Когда целевая последовательность амплифицируется при помощи модуля праймера, бекон разворачивается и пара флуорофор\гаситель пространственно разделяется, что повышает флуоресценцию.

Следующая многообещающая техника основана на применении каталитических ДНК (ДНКzymes) в комбинации с молекулярными беконами. В этом случае, ПЦР праймер содержит последовательность, комплементарную каталитической ДНК (167). В ходе ПЦР, образуется активный ампликон, который расщепляет вносимый в реакционную смесь флуоресцентный субстрат в форме молекулярного бекона, что повышает флуоресценцию. Подход универсален, поскольку для детекции совершенно различных геномных целевых последовательностей используется одна универсальная пара ДНКzyme – субстрат (122). 

Каталитические молекулярные беконы представляют собой следующее поколение молекулярных зондов с возможностью амплификации сигнала и детекции целевых нуклеотидных последовательностей без ПЦР амплификации. В данном случае, создаётся сложный двуцепочечный ДНК-зонд, сочетающий в себе свойства молекулярного бекона и ДНКzyme типа hammerhead; эти два модуля локализуются на различных цепях, на двух противоположных концах ДНК (168) (Рис. 4.4). В отсутствии целевой последовательности, модуль ДНКzyme блокирован гибридизацией с модулем бекона. При добавлении целевой последовательности, модуль бекона меняет свою конформацию и позволяет модулю ДНКzyme гидролизовать субстрат, который представляет собой линейный олигонуклеотид с флуорофором и гасителем на противоположных концах. ДНКzyme расщепляет субстрат по позиции специально вводимого в него рибонуклеотида, что разбивает связь флуорофора и гасителя и приводит к усилению флуоресценции. Расщеплённый субстрат диссоциирует, ДНКzyme вновь гибридизуется с модулем бекона, и цикл повторяется. Хотя флуоресцентный ответ, вызываемый круговоротом субстрата, был в несколько раз ниже, чем ответ, вызываемый изменением конформации обычного молекулярного бекона (168), этот подход был безусловно интересен, поскольку включал стадию каталитического расщепления (122). В отличие от классического протокола молекулярного бекона, основывающегося лишь на связывание с целевой последовательностью, этот метод использует каталитическое расщепление для высвобождения флуорофора для детекции и количественного анализа, что делает возможным использовать каталитический цикл для амплификации сигнала. 
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Рисунок 3.4. Молекулярный бекон, функционирующий как ДНКzyme. Без целевой последовательности, модуль ДНКzyme блокирован гибридизацией с модулем бекона. При добавлении целевой последовательности, модуль бекон меняет конформацию и позволяет модулю ДНКzyme гидролизовать субстрат, представляющий собой линейный олигонуклеотид с флуорофором и гасителем на противоположных концах. ДНКzyme расщепляет субстрат по последовательности специально введенного рибонуклеотида, что пространственно разобщает флуорофор и гаситель и повышает флуоресценцию.

В отличие от классических молекулярных беконов, которые детектируют лишь нуклеиновые кислоты, каталитические молекулярные беконы могут применяться для детекции более широкого спектра анализируемых веществ. 

В частности, методы, нацеленные на детекцию ионов металлов (например, ионов двухвалентного свинца (169)) основаны на наблюдении, что практически все ДНКzymes, обладающие нуклеазной активностью при положении субстрата in trans, обладают сходной структурой, состоящей из каталитического кора ДНКzyme, фланкированного двумя субстрат-узнающими плечами. На основе типичного ДНКzyme, названного "8-17", удалось создать высокочувствительный и точный сенсор ионов Pb2+. Пара флуорофор-гаситель располагается пространственно близко, при этом флуорофор находится на 5'-конце субстрата, а гаситель – на 3'-конце фермента, и дополнительная молекула гасителя навешена на 3'-конец субстрата (дополнительная копия гасителя требуется для супрессии фоновой флуоресценции) (170). При этом фермент становится каталитически активен лишь в присутствии ионов свинца. Метод двойного гасителя позволяет получить сенсор, работающий при более широком спектре температур с высоким отношением сигнала к фону.

Если удастся создать структуру каталитического бекона, которая будет оптимизирована для быстрого оборота молекул субстрата, эта группа методов станет хорошей альтернативой методам детекции целевых последовательностей, основанным на ПЦР амплификации, или даже методам определения неорганических ионов. Однако же, на настоящий момент этот подход всё ещё находится на стадии развития и пока что далёк от рутинного применения. 

Интересно, что молекулярные беконы могут быть доставлены непосредственно внутрь живой клетки либо при помощи обычных реагентов, применяемых для трансфекции, либо (более эффективно) при введении холестерольной группы на конец стебля шпильки бекона. Такой зонд, проникающий сквозь клеточную мембрану, может быть использован как превосходный биосенсор для мониторинга in-vivo в режиме реального времени экспрессии генов на уровне РНК и последующей судьбы клеточных транскриптов (130, 171).
3.3 Сковородоподобные ДНК-зонды для микрочиповой гибридизации 

Не секрет, что точность детекции мутаций при помощи стандартной микрочиповой гибридизации с линейными зондами часто является неудовлетворительной (172), и требуются альтернативные подходы (рассмотрено в главе 6). Сковородоподобные ДНК-зонды, характеризующиеся повышенной точностью дискриминации неспаренных нуклеотидов, нашли своё применение для создания технологии ДНК-микрочипов с повышенной чувствительностью и точностью обнаружения однонуклеотидных замен. Имеющие форму шпильки зонды прикрепляют к поверхности твёрдого носителя (способ прикрепления - за последовательность петли или же за основание стебля шпильки - зависит от конкретной экспериментальной задачи) (124, 138, 173) (152, 174) (Рис. 5a). Зонды могут быть иммобилизованы, например, с помощью биотин-стрептавидиновой системы (138, 152, 174), или же ковалентно связаны с носителем при помощи различных химических агентов (124, 173, 175).

Иммобилизованные ДНК или ДНК–PNA (peptide nucleic acid) химерные беконы позволяют детектировать немеченые комплементарные последовательности в гибридизационной смеси (например, РНК, кДНК, или ПЦР ампликоны) (174, 176). SL ДНК зонды с обращённым в раствор основанием шпильки демонстрируют двукратное повышение скорости гибридизации и повышенную стабильность дуплекса зонд-целевая последовательность относительно линейных зондов (138). Также была предложена изящная методика, комбинирующая гибридизацию и энзиматическое лигирование SL ДНК зонда для детекции мутаций в одноцепочечных таргетных ДНК (Рис. 4.5) (124). Следует, однако, заметить, что технология микрочипов с использованием сковородоподобных ДНК зондов находится в стадии раннего развития.
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Рисунок 3.5. Подход сопряжённых гибридизации и лигирования для детекции целевой последовательности с использованием нанесённых на микрочип молекулярных беконов.

3.4 Заключение

На настоящий момент, сковородоподобные ДНК зонды широко применяются для множества областей молекулярной биологии и биомедицины. Их преимуществами являются: (i) повышенная специфичность распознавания зонд-целевая последовательность и (ii) возможность проведения нескольких экспериментов в одной пробирке и мониторинга результатов в режиме реального времени.

Методы, сочетающие ДНК SL зонды с другими модулями (рибозимы и ДНКzymes, неорганические наночастицы, и др.) и новыми технологическими решениями (например, микрочипами, продвинутыми оптическими технологиями) в будущем, вероятно, будут широко применимы для исследовательских целей и для молекулярной диагностики. Наконец, стратегия молекулярных беконов, особенно в комбинации с технологией аптамеров, предоставляет новые возможности для исследования ДНК-белковых взаимодействий. Например, меченный с помощью FRET молекулярный бекон – аптамер может связываться со специфическим белковым биомаркером, platelet-derived growth factor (PDGF) (177). Такой сенсор может детектировать целевой белок начиная с концентрации 10 нг PDGF на микрограмм белка культуральной среды (177).


В целом, успех этой быстро эволюционирующей группы методов ежегодно находит отражение по крайней мере в 40 патентах и 50 статьях в реферируемых международных научных журналах.

4 Нормализация библиотек кДНК

Количество копий различных индивидуальных мРНК в транскриптоме клетки может различаться на несколько порядков. Это соотношение разных типов транскриптов сохраняется и в кДНК. Методы нормализации позволяют выравнивать представленность транскриптов в библиотеках. Нормализованные библиотеки кДНК используются для функционального скрининга кДНК и для поиска новых генов, транскрибируемых на относительно низком уровне. В этой главе рассмотрены методы нормализации, основанные на гибридизации ДНК или РНК.

4.1 Введение

4.1.1 Для чего нужна нормализация библиотек кДНК

Исследование пулов мРНК позволяет лучше понимать генетическую регуляцию многих биологических процессов. Современные методы позволяют находить дифференциальные мРНК, исследовать их пространственно-временную регуляцию в организме и, наконец, приближаться к пониманию функций закодированных в них белков. Масштабный анализ клеточной мРНК (транскриптома) стал чрезвычайно популярным в последнее десятилетие (Guigo et al. 2000).

В эукариотической клетке, мРНК составляет 1–5% от общей массы РНК, при этом количество экспрессирующихся генов варьирует от десятков до десятков тысяч. Кроме того, количество копий мРНК на тот или иной экспрессирующийся ген может различаться на несколько порядков. Как правило, 5–10 основных «генов домашнего хозяйства» дают ~20% от общей массы РНК, 500–2000 генов, транскрибируемых на промежуточном уровне, составляют 40–60% массы транскриптома, а 10000–20000 слабо транскрибируемых генов - 20–40% мРНК mass (Alberts et al. 1994).

Методы исследования мРНК, как правило, связаны с манипуляциями не с мРНК, а с комплементарной ДНК (кДНК). На настоящее время разработаны методы, позволяющие создавать репрезентативные библиотеки кДНК из крайне малых количеств тотальной РНК (0.1–1 μг). 

К библиотекам кДНК, как правило, предъявляются следующие требования: они должны быть репрезентативными, то есть содержать копии всех или практически всех транскриптов, имеющихся в образце. В случае библиотек, полученных при помощи ПЦР, это требование ограничивает количество циклов. Обычно, для этих целей используют не более 25 циклов ПЦР; в противном случае, библиотеки получаются нерепрезентативными (Matz 2002).

Во-вторых, для многих целей требуется кДНК, обогащённая полноразмерными последовательностями. Например, секвенирование полноразмерной кДНК позволяет предсказывать полную аминокислотную последовательность соответствующего белка. Более того, функциональный скрининг библиотек целесообразно проводить именно для полноразмерных кДНК. 

Наконец, часто бывает важно минимизировать искажение соотношения различных типов транскриптов в кДНК, так, чтобы оно как можно точнее соответствовало бы соотношению в исходной мРНК. И наоборот, для некоторых задач концентрации индивидуальных типов кДНК должны быть выравнены. 

Методы, позволяющие уменьшить преобладание «мажорных» транскриптов и увеличить содержание «минорных» в библиотеках кДНК, называются методами нормализации кДНК. Библиотеки, в которых различия в концентрации мажорных и минорных генов меньше, чем таковые для исходных образцов мРНК или кДНК, называются нормализованными. В идеальном случае, в такой библиотеке концентрации всех транскриптов равны.

Нормализованные библиотеки кДНК, как правило, используются для поиска новых генов, транскрибируемых на низком уровне. Исходная частота встречаемости кДНК слабо транскрибируемого гена может быть менее 2×10-6, тогда как в идеально нормализованной библиотеке она будет выше ~ в 25 раз (Soares et al. 1994). Поэтому, так называемое «полное» секвенирование нормализованных библиотек (с 5-кратным клональным перекрытием) подразумевает секвенирование на порядок меньшего числа клонов по сравнению с обычной библиотекой кДНК. Уменьшается также и количество анализируемых клонов при функциональном скрининге библиотек кДНК.

4.1.2 Оценка эффективности нормализации

Для контроля за эффективностью нормализации, целесообразно проводить сравнение концентраций мажорных и минорных транскриптов в библиотеках до и после стадии нормализации. Для этого можно использовать количественную ПЦР в реальном времени или гибридизацию по Саузерну. Чем более эффективно прошла нормализация, тем меньше разница между содержанием транскриптов различных типов.

В качестве альтернативы можно проводить масштабное секвенирование клонированных библиотек кДНК с последующим анализом содержания присутствующих в них транскриптов. Каждый индивидуальный транскрипт будет представлен n копиями, где n – это положительное целое число. Полезно бывает графически отобразить соотношение между числом индивидуальных транскриптов (генов) и значениями n. Чем ближе получившаяся гистограмма к нормальному распределению по Пуассону, тем более эффективной следует признать нормализацию. 

4.2 Основные подходы к нормализации библиотек кДНК 

В настоящее время, разработано два основных подхода к нормализации кДНК.

Первый подход основан на физическом выделении всех транскриптов в равных количествах из исходных библиотек кДНК. Теоретически, для этого можно использовать соответствующую денатурированную геномную ДНК, иммобилизованную на твёрдом носителе (Weissman 1987). Насыщающая гибридизация такого набора, дополненная последующим выделением связанной кДНК, приводит к созданию нормализованной библиотеки. Поскольку практически все гены представлены в геноме одной или несколькими копиями, то и количество загибридизовавшейся кДНК будет более-менее одинаковым для всех транскриптов. Впрочем, в такой системе невозможно исследовать минорные транскрипты, поскольку для них невозможно достичь концентраций, при которых гибридизация с иммобилизованной геномной ДНК действительно была бы насыщающей. 

Второй подход основывается на последовательных денатурации-гибридизации двуцепочечных молекул кДНК или гетеродуплексов мРНК/ первая цепь кДНК. Для каждого отдельного транскрипта, скорость гибридизации будет пропорциональна квадрату его концентрации. Таким образом, чем выше исходная концентрация индивидуального типа кДНК, тем больше молекул реассоциируют (образуют дуплекс) за определённый отрезок времени. Тогда после стадии денатурации-реассоциации, библиотека кДНК будет состоять из двух типов молекул: (1) фракция двуцепочечной кДНК, и (2) фракция одноцепочечной кДНК, содержащая различные индивидуальные типы кДНК в существенно выровненных концентрациях (Young and Andersen 1985; Galau et al. 1977).

Для этой группы методов, критической стадией является последующее разделение вышеупомянутых фракций. Эффективное решение этой технически нетривиальной задачи было предложено лишь в последние годы (Zhulidov et al. 2004).

Для разделения фракций одно- и двуцепочечной кДНК, можно применять следующие подходы: физическое разделение (а), селективная амплификация (б), а также энзиматическая деградация пула двуцепочечной кДНК (в).

(а) Физическое разделения осуществляют с помощью колоночной хроматографии на гидроксиапатитовом сорбенте (Ko 1990; Soares et al. 1994), при иммобилизации первых цепей кДНК на гранулах твёрдофазного носителя (Sasaki et al. 1994; Tanaka et al. 1996), или же с помощью биотинилирования исходной РНК (Carninci et al. 2000). Эти методы обладают тремя общими недостатками: они трудоёмки, требуют больших количеств исходного материала и слабо воспроизводимы. 

(б) Селективная амплификация нормализованной кДНК основана на эффекте супрессии ПЦР ((Lukyanov et al. 1996); см. Главу 2). Такой подход применим лишь для библиотек фрагментированных кДНК и нерационален при функциональном скрининге библиотек.

Способ энзиматической деградации двуцепочечной фракции (в), по-видимому, является наиболее прогрессивным. Фермент (или смесь соответствующих ферментов) гидролизует двуцепочечную фракцию кДНК, оставляя одноцепочечную кДНК интактной. Фермент должен быть активен при высокой температуре (60–70°C), что позволит при его использовании минимизировать фоновый гидролиз кДНК, связанный с образованием участков вторичной структуры в составе одноцепочечных молекул. Гидролиз при помощи смеси частощепящих (узнающих 4-нуклеотидный мотив в составе дуплкса ДНК) рестриктаз оказался низко эффективным (Coche and Dewez 1994). Недавно для этих целей был применён новый фермент – дуплекс-специфичная нуклеаза из гепатопанкреаса камчатского краба (DSN) (Shagin et al. 2002). На настоящий момент, DSN-нормализация представляется предпочтительным подходом при создании нормализованных библиотек кДНК (Zhulidov et al. 2004). Этот метод рассматривается подробнее в следующем разделе главы.

4.2.1 Создание нормализованных библиотек, обогащённых полноразмерными кДНК, с использованием дуплекс-специфичной нуклеазы (ДСН-нормализиция) 

Этот подход схематически изображён на рисунке 4.1. Метод включает в себя денатурацию и последующую реассоциацию двуцепочечной кДНК, фланкированной адапторными последовательностями. После этого гибридизационную смесь обрабатывают дуплекс-специфичной нуклеазой из гепатопанкреаса камчатского краба (DSN) для избирательной деградации двуцепочечных молекул, образовавшихся при гибридизации. Одноцепочечная фракция, содержащая транскрипты в относительно выровненных концентрациях, остаётся в растворе и подлежит дальнейшей ПЦР амплификации (Zhulidov et al. 2004; Zhulidov et al. 2005).

В ходе выравнивания используются стандартные условия реассоциации, разработанные для метода супрессионной вычитающей гибридизации ((Diatchenko et al. 1996); Глава 2). Рекомендовано использование формамидного буфера согласно Carninci и др. (Carninci et al. 2000), что позволяет предотвратить образование вторичных структур в составе одноцепочечной фракции кДНК. 

Метод основан на избирательной деградации двуцепочечной фракции под действием DSN. DSN характеризуется сильным предпочтением к расщеплению дуплексов ДНК–ДНК и ДНК–РНК по сравнению с одноцепочечными ДНК и РНК, независимо от длины дуплекса. Фермент стабилен при широком диапазоне температур и демонстрирует оптимальные показатели активности при 55-65OC (Shagin et al. 2002), что позволяет использовать его при высоких температурах, препятствующих образованию нежелательных вторичных структур в составе одноцепочечной фракции. 

Заключительная стадия DSN-нормализации – это ПЦР амплификация нормализованной одноцепочечной фракции. Для того, чтобы преодолеть хорошо известный эффект ПЦР селекции, благодаря которому предпочтительно амплифицируются более короткие фрагменты ДНК, используются два основных подхода. Во-первых, используются энзиматические системы для ПЦР амплификации длинных фрагментов, одинаково хорошо амплифицирующие длинные и короткие фрагменты (Barnes 1994), а во-вторых, средняя длина продуктов ПЦР частично регулируется эффектом супрессии ПЦР ((Shagin et al. 1999); Глава 2)

Адапторные последовательности вводятся на концы кДНК как описано ранее в Главе 2 (Zhu et al. 2001). 
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Рисунок 4.1. Схема DSN-нормализации. Чёрные линии показывают мажорные транскрипты, серые – минорные. Прямоугольниками обозначены адапторные последовательности. 
5 Клонирование совпадений: эффективный метод экспериментального выделения общих последовательностей 

Метод клонирования совпадений (англ. Coincidence cloning) (КС) нацелен на поиск фрагментов ДНК, общих для сравниваемых образцов. Сравниваться могут образцы кДНК, геномной ДНК, как клонированные, так и неклонированные. Метод основан на клонировании идентичных или почти идентичных последовательностей, принадлежащих различным пулам фрагментированной геномной ДНК или кДНК, при этом отбрасываются дифференциальные последовательности. Ранние версии метода КС были не очень эффективны. Наиболее серьёзным недостатком являлась низкая селективность метода, так что получающиеся библиотеки содержали большую долю последовательностей, уникальных для одного из сравниваемых образцов. Современная модификация КС позволяет преодолеть это препятствие при помощи эффекта селективной супрессии ПЦР. Следующей важной проблемой является “неспецифическая” гибридизация между неортологичными геномными повторами или короткими фрагментами сходной последовательности, что приводит к получению химерных клонов, занимающих значительную часть библиотеки (до 60%, когда речь идёт о сложных геномных смесях). Важным усовершенствованием техники стало использование нуклеаз, специфичных для неспаренных участков в дуплексах, для обработки гибридов. При этом расщепляются несовершенные дуплексы, тогда как правильные нехимерные гетеродуплексы оказываются наиболее широко представлены в итоговой смеси (до 96% и более).

5.1 Введение
В отличие от вычитающей гибридизации, нацеленной на поиск дифференциальных последовательностей, метод, названный “клонирование совпадений” (КС) был разработан для поиска фрагментов ДНК, общих для исследуемых образцов. Согласно Ребекке Девон и Энтони Бруксу, которые были среди ранних разработчиков метода, “понятие клонирование совпадений включает в себя множество разных методик, целью которых является выделение последовательыностей ДНК, встречающихся в двух исходных образцах. Это могут быть образцы геномной ДНК или кДНК. Если это геномная ДНК, то в итоге будет получена смесь, обогащённая полезными маркерными последовательностями, присутствующими в обоих источниках. Если это один образец геномной ДНК и один – кДНК, то в результате получится смесь, содержащая гены, принадлежащие данному геномному локусу ” (73).

Сравнив фрагменты геномной ДНК с фрагментами упорядоченных геномных библиотек (например, отдельных BAC, космид, а также их перекрывающихся контигов), можно отобрать и идентифицировать геномные фрагменты, принадлежащие данному локусу. Для этого необходимо специфично пометить оба типа сравниваемой фрагментированной ДНК (например, лигировать разные концевые адапторные олигонуклеотиды), смешать образцы, денатурировать и гибридизовать ДНК, а затем выделить фракцию дуплексов, имеющих обе специфичные метки (“гетерогибриды”, сформированные общими для сравниваемых образцов последовательностями). Эта последняя стадия является краеугольным камнем всей процедуры, поскольку эффективное выделение фракции правильных гибридных дуплексов является залогом создание КС библиотеки, действительно обогащённой общими последовательностями (Рис. 5.1). 
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Рисунок 5.1. Общая схема клонирования совпадений. Правильное выделение гетеродуплексов образец 1 – образец 2 является ключевой стадией всех методов, основанных на CC.


Существуют три основных подхода к дискриминации гомо- и гетерогибридов. Первый из них (англ. cloning selection) основан на фланкировании ДНК исходных образцов (образец А и образец Б) различными рестриктными сайтами (например, сайты могут быть введены в состав лигированных концевых адапторов). Обработка продуктов гибридизации соответствующими рестриктазами позволяет лигировать гетерогибриды в вектор, предварительно расщеплённый таким образом, чтобы содержать пару требуемых липких концов. Второй подход (физическое разделение) использует иммобилизацию одного из образцов ДНК на твёрдом носителе (например, ДНК образца А, прикреплённая к магнитным гранулам). После гибридидзации, прикреплённая фракция, содержащая одноцепочечные молекулы А, гомогибриды А, а также гетерогибриды А/Б, отделяется от жидкофазной фракции, содержащей все остальные типы молекул. Далее прикреплённая фракция амплифицируется в ходе ПЦР с праймерами, специфичными для линкеров, фланкирующих ДНК Б, что приводит к более-менее специфичной амплификации гетерогибридов А/Б. Третий способ основан на селекции гетерогибридов исключительно в ходе ПЦР. К ДНК A и Б лигируют различные олигонуклеотидные линкеры, проводят гибридизацию, и амплифицируют продукты с парами А- и Б- специфичных праймеров.

Ранние версии технологии КС были достаточно низкоэффективны и не получили широкого распространения. Наиболее серьёзным их недостатком была низкая селективность, приводящая к невысокому содержанию гетерогибридных клонов в библиотеках. Эту проблему удалось решить, когда Ажикина и соавторы впервые применили подход селективной супрессии ПЦР (Глава 2; (10)) для повышения эффективности КС (74-76). 

Следующей проблемой стала “неспецифическая” гибридизация между не-ортологичными повторяющимися элементами или короткими последовательностями сходной структуры, что приводит к образованию впечатляющей фракции химерных клонов (до 60% при гибридизации сложных геномных смесей, таких, как геномная ДНК млекопитающих). Химерные клоны заметно осложняют анализ библиотек, поскольку (а) часто бывает сложно отличить химеры от «истинных» гибридов, особенно в случае анализа несеквенированных геномов и (б) требуется больший объём работ по секвенированию библиотек. Недовно в нашей работе (77) было предложено решение этой проблемы, основанное на обработке гибридов нуклеазами, специфично расщепляющими ДНК по позициям неспаренных нуклеотидов (как одиночных нуклеотидов, так и протяжённых петлевых районов). При этом расщепляются несовершенные дуплексы (в основном химеры), тогда как фракция совершенных дуплексов сильно обогащается в итоговой смеси (до 96% клонов и более).

Кроме того, при использовании метода КС следует принимать в расчет кинетические параметры гибридизации (см. Главы 1 и 7). При гибридизации сложных смесей ДНК, скорость реассоциации уникальных фрагментов будет крайне мала. В частности, при сложности смеси свыше 5x108 пн (соответствует геномам арабидопсиса и дрозофилы), кинетика гибридизации становится лимитирующим фактором реассоциации (45). Для улучшения параметров гибридизации можно использовать повышенное время гибридизации, более высокие концентрации ДНК, более длинные фрагменты ДНК в смеси, а также некоторые другие приёмы (подробнее рассмотрено в Главе 7).

Последней проблемой является крайне низкая скорость реассоциации уникальных фрагментов ДНК. Скорость реассоциации каждого фрагмента ДНК пропорциональна квадрату его концентрации; значит, геномные повторы, представленные ~10 (некоторые псевдогены), ~1000 (многие семейства эндогенных ретровирусов млекопитающих), или ~1000000 (ретротранспозоны человека Alu) копий, будут реассоциировать, соответственно, в 102 -, 106 - и 1012 раз быстрее, чем уникальные последовательности. Следует учесть, что ~99% реассоциация сложных смесей может потребовать годы (!), а при использовании разумных сроков гибридизации (~дни), появляется огромный фон повторяющихся последовательностей. В последнем случае, огромное большинство двуцепочечных молекул в растворе представлено повторами, тогда как уникальные последовательности, в основном, остаются в виде незагибридизовавшихся одноцепочечных молекул. Примечательно, что специфичный для приматов ретротранспозон Alu был открыт именно при клонировании совпадений в последовательностях нескольких сравниваемых геномов (178, 179). Итак, истинное содержание различных геномных последовательностей в библиотеках КС, как правило, искажается. 

Ситуацию с перепредставленностью повторов можно частично разрешить при добавлении в гибридизационную смесь избытка конкурирующей фракции ДНК, обогащённой геномными повторами (180). Такие конкурирующие агенты являются, как правило, фракциями бысто реассоциирующей ДНК, очищенной от одноцепочечной ДНК на гидроксиапатитовых колонках. Эти фракции, например, ДНК человека “Cot A” и “Cot B” фирмы Gibco BRL (США), могут быть использованы для существенного снижения фона повторяющихся элементов в библиотеках КС. Для этого исходная ДНК, подлежащая гибридизации, фрагментируется, помечается (лигированием адапторных последовательностей, включением биотина или других сигнальных молекул), денатурируется и гибридизуется с избытком конкурентной ДНК, взятой в 100-1000-кратном весовом избытке. 

Основная часть повторов при этом загибридизуется с конкурентной ДНК. На следующей стадии, важно отделить “правильные” гибриды (образованные фрагментами исходной ДНК) от дуплексов с конкурентной ДНК и одноцепочечной ДНК. Для этого можно использовать систему селективной ПЦР амплификации или биотин-стрептавидиновую систему. Наши эксперименты показали, что использование фракции Cot A в 100-кратном весовом избытке снижает количество клонов, содержащих геномные повторы, с ~93% до 76-78% библиотеки при гибридизации смеси геномной ДНК человека (77). Замечу, что повторяющиеся элементы занимают около двух третей геномной ДНК человека (49, 50).

Для оценки эффективности клонирования совпадений, используется показатель, называемый enrichment factor (фактор обогащения). Он рассчитывается как частное относительного весового содержания целевых последовательностей в итоговой смеси к их относительному весовому содержанию в наиболее сложном из исходных образцов ДНК (73).
5.2 Селекция гетеродуплексов на стадии клонирования


Метод основан на предварительном мечении образцов ДНК различными лигированными олигонуклеотидными адапторами, несущими разные рестриктные сайты. Например (Рис. 5.2), образец A помечен рестриктными сайтами NotI, а Б - HindIII. Образцы смешивают, денатурируют и гибридизуют. После достройки концов, смесь обрабатывают рестриктазами, и фрагменты, порезовшиеся по обоим сайтам, клонируют в плазмидный вектор с соответствующими липкими концами. Теоретически, при этом клонироваться в E. coli должны только гетерогибриды А и Б. При помощи данного подхода, можно достичь значений фактора обогащения порядка 10-20 (178). Впрочем, минусом метода является высокий уровень клонирования побочных продуктов, в основном гомогибридов А или Б, лигированных в неполностью расщеплённый вектор по одному рестриктному сайту, а также клонирование большого количества химерных дуплексов (73). 
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Рисунок 5.2. Вариант техники клонирования совпадений, основанный на селективном клонировании гетеродуплексов по уникальной комбинации концевых рестриктных сайтов, отличающейся от рестриктных сайтов в гомодуплексах.

5.3 Физическое разделение гибридных молекул


Чтобы улучшить разделение гибридов, один из образцов ДНК можно иммобилизовать на твёрдую подложку (например, ДНК A, связанная с нейлоновым фильтром или с магнитными гранулами через биотинилированный праймер). 

Перед гибридизацией, фракция геномных повторов в обоих образцах может быть блокирована избытком фракции Cot А. После гибридизации (Рис. 5.3), иммобилизованная фракция (содержащая молекулы типа A и гетерогибриды A/Б) отделяется от растворимой фракции. Здесь крайне важно правильно подобрать условия гибридизации и отмывки. Твердофазная фракция подлежит ПЦР амплификации с праймерами, специфичными для адапторов Б, что приводит к предпочтительной амплификации гетерогибридов A/Б. По сравнению с предыдущим подходом, значение фактора обогащения сильно возрастает для этой группы методов (~1000) (181, 182), но остаётся недостаточным для воспроизводимого анализа редкопредставленных последовательностей (73). Несмотря на дальнейшее развитие этой группы методов (183), выделение фракции гетерогибридов остаётся нетривиальной задачей, a проблема образования химерных гибридов и вовсе не решается. Клонирование совпадений таким способом не стало популярным методом среди научного сообщества. Эффект ПЦР супрессии, описанный далее, существенно улучшил метод и сделал стадию селекции гетерогибридов простой, эффективной и быстрой. 
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Рисунок 5.3. Селекция гетеродуплексов, основанная на (1) иммобилизации ДНК A на твёрдом носителе (магнитные гранулы) и (2) ПЦР с использованием комбинации праймеров, специфичных для образцов А и Б.

5.4 Подходы, основанные на ПЦР


Подходы, основанные на эффекте супрессии ПЦР (СП), были недавно созданы в работах Ажикиной и коллег (74-76). СП позволяет амплифицировать целевые последовательности и при этом репрессирует амплификацию фоновых фрагментов (см. Главу 2) (184). ПЦР эффективно проходит лишь в случае, когда происходит эффективный отжиг как праймера на адапторную последовательность, так и целевого праймера. 

Рисунок 5.4 представляет упрощённую модель использования метода клонирования совпадений для поиска эволюционно консервативных последовательностей, присутствующих в обоих сравниваемых геномах (77). Геномную ДНК человека и обезьяны Нового Света мармозетки Callithrix pigmaea фрагментируют частощепящей рестриктазой, к полученным фрагментам лигируют два различных набора супрессионных адапторов. Образцы смешивают, денатурируют и гибридизуют, а затем достраивают концы дуплексов ДНК полимеразой (Рис. 5.4). Затем смесь обрабатывают нуклеазами, специфичными к неспаренной ДНК, для расщепления химерных гибридов (представленных частичными дуплексами) (см. Главу 7). На следующей стадии, смесь амплифицируют в ходе ПЦР с праймерами, специфичными к последовательности супрессионных адапторов, что приводит к селективной амплификации гибридов ДНК человека и Callithrix pigmaea. В результате авторам удалось создать библиотеку, высоко обогащенную эволюционно консервативными последовательностями, общими для геномов человека и Callithrix pigmaea.
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Рисунок 5.4. Принцип метода mispaired DNA rejection (MDR). Обычно в ходе ПЦР амплифицируются не только целевые совершенные дуплексы идентичных последовательностей, но также и значительное число фоновых химерных дуплексов, обычно представляющих собой продукты гибридизации по последовательностям геномных повторов. Добавление нуклеаз, чувствительных к несовершенным гибридам, позволяет селективно расщеплять фоновые химерные дуплексы, тем самым, обогащая библиотеку целевыми последовательностями.


Следующим успешным подходом, основанным на клонировании совпадений, стал метод, названный “Non-метилированная genomic sites coincidence cloning (NGSCC)”, который применяется для поиска последовательностей, принадлежащих интересующему геномному локусу и содержащих неметилированные динуклеотиды CpG. В этом случае, сложность гибридизационной смеси не столь высока, как при полногеномной гибридизации, и обработка нуклеазами, чувствительными к несовершенным дуплексам, не требуется. Методика основана на фрагментации исходной геномной ДНК метил-чувствительной рестриктазой (Рис. 5.5). Для дальнейшего упрощения сравниваемых образцов ДНК, они обрабатываются частощепящей рестриктазой, нечувствительной к метилированию, например AluI. В итоге, длины получившихся фрагментов оказываются в рамках оптимума для эффективной ПЦР амплификации, то есть менее 1.5 тпн. Затем к липким концам, образованным метил-чувствительным ферментом, и к тупым концам, созданным AluI, лигируют разные супрессионные адапторы. В ходе дальнейшей ПЦР избирательно амплифицируются лишь фрагменты, имеющие неметилированный динуклеотид CpG с одной стороны и рестриктный сайт AluI с другой стороны.


Получившийся ампликон гибридизуют с образцом ДНК интересующего геномного локуса (авторы исследовали профиль метилирования локуса D19S208-COX7A1 19 хромосомы человека длиной около 1 млн пар оснований), который предварительно фрагментируют и к которому лигируют третий тип супрессионных адапторов. В ходе дальнейшей ПЦР, амплифицируются лишь неметилированные CpG-содержащие фрагменты, относящиеся к геномному локусу D19S208-COX7A1. Секвенирование получившихся библиотек, созданных для нормальной и раковой ткани, позволило авторам впервые создать крупномасштабную полную карту ткане- и опухоль- специфичных участков метилирования протяжённого геномного локуса (75). Позднее, те же авторы предложили комбинацию метода NGSCC с серийным анализом генной экспрессии (англ. serial analysis of gene expression, SAGE). Эта новая техника получившая название “RIDGES”, гораздо более информативна, чем NGSCC, поскольку на выходе получают в 10-20 раз больше информации о неметилированных сайтах с одного отсеквенированного клона (74).
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Рисунок 5.5. Метод NGSCC. (A) Селективная амплификация фрагментов Alu I-Hpa II/Hha I. Горизонтальными линиями обозначена геномная ДНК и ДНК космидных контигов. Сайты узнавания Alu I и Hpa II/Hha I обозначены буквами ‘‘A и ‘‘H ’’, соответственно. Супрессионные адапторы A и H изображены как белые прямоугольники в своей общей (внешней) части, и по-разному в своей внутренней части, различающейся для разных рестриктных сайтов. (Б) Клонирование совпадений с использованием селективной супрессии ПЦР. Фрагменты, уникальные для одного из образцов, обозначены пунктиром и прерывистой линией. Общие фрагменты обозначены непрерывной линией. Супрессионные адапторы B и C изображены в виде черных и белых прямоугольников.


Метод клонирования совпадений используется не только для анализа геномной ДНК. В частности, недавно опубликованная техника, названная genomic repeat expression monitor (GREM) использует клонирование совпадений пре-амплифицированных геномных участков, фланкирующих повторяющиеся элементы с 3’ конца, и набора 5’-концевых фрагментов кДНК. В результате получают гибридную библиотеку геномная ДНК/кДНК, обогащенную транскрипционно-активными повторами. Это позволяет создавать исчерпывающие полногеномные карты геномных повторов, обладающих промоторной активностью (78, 185). GREM применяли для исследования активности длинных концевых повторов (LTR) эндогенных ретровирусов человека (19). Метод включает в себя три основных стадии (Рис. 5.6): (а) синтез полноразмерной библиотеки кДНК с 5’ концом, помеченным специальным олигонуклеотидным адаптором, (б) селективная ПЦР амплификация геномных фланков повторяющихся элементов, и (в) гибридизация фланков геномных повторов с кДНК и последующая ПЦР амплификация гетеродуплексов геномная ДНК-кДНК. 
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Рисунок 5.6. Схема метода GREM. Метод включает три основные стадии: (1) полногеномная амплификация геномной ДНК, фланкирующей повторяющиеся элементы (здесь обозначены как HS LTR) с 3’ конца. Обработка ампликона экзонуклеазой ExoIII продуцирует 5’-выступающие концы, нужные на третьей стадии. (2) Синтез библиотеки кДНК. кДНКs маркируется по позиции транскрипционного старта РНК адапторным олигонуклеотидом (CS) при помощи эффекта “cap-switch”. кДНКs расщепляется рестриктазой Alu I, не имеющей сайтов узнавания в составе HS LTR. Этот шаг предотвращает амплификацию последовательностей LTR, транскрибируемых насквозь с вышележащего экзогенного промотора. (3) Ампликон геномной ДНК (1) гибридизуют с 5’-помеченными кДНК (2). Выступающие концы ДНК заполняют ДНК полимеразой, а получающиеся гибриды (ELT) амплифицируют в ходе ПЦР с праймерами, специфичными к последовательностям фланкирующего адаптора и 5’ концевого тага кДНК.

Полученные ампликоны клонируют и секвенируют. При этом каждый гетеродуплекс содержит 3’ концевой фрагмент геномного повтора, фланкирующую ДНК и адапторную последовательность. GREM позволяет характеризовать промоторную активность как на качественном, так и на количественном уровне, поскольку число гетеродуплексов каждого типа линейно коррелирует с транскрипционной активностью соответствующих промоторов. 

5.5 Краткое заключение


Использование эффекта ПЦР супрессии сделало клонирование совпадений предпочтительным методом для целого ряда экспериментальных задач, включающих нахождение общих последовательностей. Введение стадии обработки гибридизационной смеси нуклеазами, чувствительными к несовершенным дуплексам, существенно повышает достоверность CC, что особенно важно при анализе сложных смесей, например, геномных ДНК млекопитающих. То, что за один эксперимент сравнивают лишь два образца, кажется важным ограничением, но объединение нескольких образцов ДНК в два пула может являться частичным решением проблемы. Клонирование совпадений предоставляет преимущества при решении следующих задач: (1) поиск общих транскриптов в исследуемых образцах тканей (например, для поиска генов, ко-экспрессирующихся в опухолях), (2) для экспериментального картирования известных или неизвестных транскриптов на последовательности геномных контигов, (3) для полногеномной идентификации транскрипционно активных геномных повторов, для их картирования и количественной характеристики транскрипционной активности, (iv) для поиска метилированных или неметилированная динуклеотидов CpG на протяжённых участках геномов, и, наконец, (5) для быстрого поиска эволюционно консервативных последовательностей из сравниваемых геномов.

6 Гибридизация ДНК в растворе для детектирования мутаций

Эта группа методов нацелена прежде всего на поиск небольших (порядка единиц нуклеотидов) различий между сравниваемыми образцами ДНК. Детекция мутаций и полиморфизмов привлекает постоянно растущий интерес, прежде всего, благодаря связи с исследованием нормальных функций генов, белков, некодирующих РНК, причин развития наследственных заболеваний, а также различий в спектре индивидуального ответа на условия среды. Множество однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) не вредны сами по себе, но связаны с фенотипами, ассоциированными с болезнями или особенностями ответа на лекарственные препараты, что позволяет использовать их в популяционно-генетических и ассоциативных исследованиях. За последние годы были найдены миллионы SNP. Однако же, это количество ничтожно по сравнению с реальным числом SNP и других мутаций, присутствующим в геномах. Многие методы поиска мутаций быстро и эффективно показывают само наличие мутации в исследуемой области, но при этом не позволяют охарактеризовать ее и найти точную локализацию; другие подходы позволяют проводить точное картирование мутаций, но при этом гораздо более сложны в исполнении и ресурсоёмки. В этой главе будет рассмотрена группа новых подходов, комбинирующих высокую производительность, относительную дешевизну, надёжность и при этом детальную характеризацию мутаций. 

6.1 Введение

В отличие от вычитающей гибридизации, которая нацелена на поиск относительно длинных дифференциальных фрагментов, эта группа методов создана для идентификация очень коротких, порядка единиц нуклеотидов, различий между сравниваемыми образцами ДНК. Детекция мутаций и полиморфизмов становится всё более важной задачей в области молекулярной генетики. Мутации вызывают генетическую вариабильность среди живых существ, в частности, врождённые болезни и предрасположенность к некоторым побочным эффектам лекарств. Изучение мутаций позволяет понять нормальные функции генов, белков, некодирующих РНК, причины многих болезней, а также многообразие физиологических ответов на условия среды. Множество мутаций не вредны сами по себе, но связаны с генотипами, ассоциированным с болезнями. Это подстёгивает крупномасштабные исследования по ассоциации полиморфизмов и популяционной генетике. Более того, общепризнанна важность SNP как важных диагностических маркёров для детекции опасных и лекарственно-устойчивых штаммов микроорганизмов. 

На настоящий момент известны миллионы SNP, но это количество ничтожно в сравнинии с реальным их числом в человеческих популяциях. Поэтому, разработка методов детекции мутаций, подразумевающах возможность определять различия в структуре ДНК с точностью до нуклеотида, при этом недорогих и ~100% эффективных - это одна из основных задач сегодняшней молекулярной генетики. Идеальный метод позволял бы детектировать мутации в больших фрагментах ДНК, картировать их с точностью до нуклеотида, был бы чувствителен, точен и производителен. Этот идеал ещё не достигнут, и используется множество самых разнообразных методик, имеющих свои недостатки и преимущества. 

Поиск мутаций наиболее часто проводится при помощи секвенирования по Сэнгеру, что часто считается чуть ли не единственно верным подходом. Действительно, огромная масса новых мутаций, в основном SNP, была недавно открыта при биоинформатическом анализе имеющегося материала по секвенированию геномов и транскриптомов.

Однако же, масштабное секвенирование не всегда доступно при анализе большого количества образцов, и требуются иные подходы. Возможно, в будущем всё заменит собой усовершенствованная форма пиросеквенирования (186, 187), но на настоящий момент используется множество других техник крупномасштабного сканирования мутаций. Все они основаны на том, что молекула ДНК, содержащая мутацию, в составе гетеродуплекса с ДНК дикого типа, содержит одно или несколько неспаренных оснований в позиции мутации (Рис. 6.1). 
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Рисунок 6.1. При гибридизации с ДНК дикого типа, мутантная ДНК образует гетеродуплекс с одним или более неспаренными основаниями. Именно эти неспаренные основания и «ловятся» большинством методов скрининга мутаций.

Таким образом, когда вместе гибридизуются мутантные и нормальные цепи ДНК, образуется два типа несовершенных дуплексов. Например, в случае замены T→C, в двух гетеродуплексах будут наблюдаться неспаренные варианты T- G и C-A. Детекция и правильное картирование таких неспаренных нуклеотидов и являются ключевым звеном поиска мутаций. Неспаренные нуклеотиды можно идентифицировать прямо или опосредованно с помощью разнообразных химических, энзиматических и физических подходов. Следует отметить, что определение новой мутации обязательно требует стадии секвенирования, по крайней мере для подтверждения полученных результатов. Но в этом случае направленно секвенируют небольшой участок ДНК, а не огромный локус, как в случае, когда мутации находят в ходе масштабных проектов по секвенированию. В результате, альтернативные методы позволяют уменьшить стоимость детекции мутации на один порядок величины и более. Ричард Коттон, один из ведущих учёных в этой области, пишет: “Изобретена куча таких методов, каждый из них имеет свои особенности… Все эти методы постоянно усовершенствуются своими создателями и пользователями, так что жизнь тех, кто озабочен поиском мутаций, потихоньку улучшается, хотя пока и не видно волшебного универсального метода, который бы решил все проблемы в ближайшем будущем” (188).

Большая часть таких методов детекции мутаций основаны на ПЦР и на образовании гетеродуплексов между ДНК дикого типа и мутантными цепями. Вкратце, химические подходы используют химическое расщепление или модификацию по позиции неспаренных нуклеотидов, Энзиматические основаны на энзиматическом узнавании неспаренного участка (с последующим связыванием, расщеплением, модификацией или лигированием ДНК по неспаренным позициям), а физические методы ищут различия между физическими свойствами совершенных и несовершенных дуплексов.
6.2 Химические методы


Химические подходы к детекции мутаций (см. обзоры Коттона (188) и Тэйлора (189)) основаны на химических модификациях неспаренных нуклеотидов с последующим расщеплением непосредственно по позиции модифицированных оснований. Метод химического расщепления, способный детектировать практически все неспаренные основания, был разработан в 1988 Коттоном и коллегами (190) и был впоследствии применён для диагностики многих наследственных заболеваний.


В настоящее время этот подход, изображенный на рисунке 6.2, включает ПЦР амплификацию интересующего геномного локуса либо участка кДНК, с матриц ДНК дикого типа и исследуемых образцов, которые могут содержать мутации (на рисунке – замена T→C). После смешения, денатурации и гибридизации фрагментов, они обрабатываются реагентами, модифицирующими неспаренные основания. В случае, рассмотренном на рисунке, модификации предпочтительно пройдут по позициям неспаренных нуклеотидов С и Т. Для модификации цитозиновых оснований используется гидроксиламин (NH2OH), а неспаренный Т раньше модифицировали тетроксидом осмия (OsO4), а сейчас для этого используют менее токсичный раствор перманганата калия (KMnO4) с добавлением хлорида этиламмония (191). Таким образом, если помечены все четыре цепи (присутствующие в составе двух гетеродуплексов), шансы детектировать мутацию удваиваются. Впрочем, приблизительно в трети случаев по позиции неспаренного участка T-G, основание Т является нереактивным, видимо, благодаря особенностям контекста окружающей последовательности (188). Модифицированная ДНК затем одновременно расщепляется пиперидином, очищается и анализируется либо в полиакриламидном геле, либо в ходе капиллярного электрофореза.
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Рисунок 6.2. Метод химического расщепления для детекции мутаций. На изображённом примере, мутантный образец отличается от ДНК дикого типа единичной заменой T→C substitution. В отличие от энзиматических подходов, химическое расщепление позволяет проводить двойную детекцию этого типа мутаций, что сильно повышает чувствительность обнаружения.


Главное преимущество этого подхода - практически 100% эффективность детекции мутаций в исследуемой ДНК и возможность точной локализации мутации (Рис. 6.2) в случае, когда контрольная ДНК и образец дифференциально окрашены (например, с помощью флуоресцентных реагентов). Самые серьёзные недостатки – большое количество стадий и использование вредных для здоровья реактивов. Техника была значительно усовершенствована, когда стали осуществлять химическое расщепление на твёрдой подложке: сначала, используя биотинилированные праймеры, заякоривали ДНК на стрептавидиновых гранулах (192), а затем перешли на неспецифическое связывание ДНК с силиконовой подложкой (193). При работе с твердофазной ДНК сильно упрощаются многочисленные стадии отмывки. Вариант силиконовой подложки предпочтительнее, поскольку он дешевле и не ограничивает количество меченных цепей ДНК. Следующее усовершенствование метода – мультиплексность (192), когда ДНК нескольких анализируемых локусов наносится на одну и ту же дорожку геля или в тот же капилляр (при этом используя различные флуорофоры как метки).


Метод используется во многих лабораториях, и можно привести успешные примеры его использования. Например, в 2004 он был применён для поиска мутаций в гене онкосупрессора p53 в группе из 89 пациентов с раком груди, при этом обнаружили три ранее неизвестные мутации в белок-кодирующей последовательности (194).


Впрочем, метод химического расщепления гораздо менее популярен, чем подход, основанный на энзиматическом узнавании, видимо, из-за большей сложности и токсичности используемых реагентов. При этом по чувствительности и точности детекции мутаций, химическое расщепление оказывается гораздо более надёжным методом, чем энзиматический подход, согласно экспериментам Дибли и соавторов (195) характеризующийся относительно высоким фоном.

6.3 Энзиматические методы


Этот группа методов гораздо более разнообразна, чем техники химического расщепления несовершенных дуплексов. Энзиматические подходы можно разделить на три основные группы: (1) использующие нуклеазное расщепление неспаренных нуклеотидов в гетеродуплексах (196), (2) основанные на аллель-специфичной ПЦР и (3) использующие связывание неспаренных участков некоторыми белками. Первая группа методов используется чаще всего из-за своей относительной простоты, хорошей воспроизводимости результатов и возможности точной локализации неизвестных мутаций, если такие попадаются в исследуемых образцах.
6.3.1 Нуклеазное сканирование мутаций


Сейчас известно множество самых разнообразных нуклеаз, как в плане строения, так и в плане активности и субстратной специфичности. Некоторые из них уже нашли применение для нужд биомедицины, некоторые пока нет (например, недавно открытый фермент, расщепляющий ДНК тетраплексной структуры (197)). Нуклеазные методы поиска мутаций основаны на том, что некоторые нуклеазы могут связывать и избирательно гидролизовать двуцепочечную ДНК по положениям неспаренных нуклеотидов. В зависимости от используемых нуклеаз, эти техники можно подразделить на три группы: (1) использующие резольвазо-подобные эндонуклеазы, (2) основанные на действии рестриктаз и нуклеаз, специфичных к одноцепочечной ДНК или РНК, и (3) использующие искусственные нуклеазы.

6.3.1.1 Эндонуклеазы, подобные резольвазам


Резольвазы бактериофагов - T7 эндoнуклеаза I и T4 эндонуклеаза VII, способны гидролизовать двуцепочечную ДНК по положениям неспаренных нуклеотидов. В 1995, три различные группы исследователей одновременно опубликовали одну и ту же идею использования резольваз для обнаружения мутаций (198-200). Резольвазы – это важная группа ферментов, катализирующих разрешение разветвлённых предшественников при созревании фаговой геномной ДНК. Их действие нацелено на точки ветвления, перегибы и другие отклонения в структуре двуцепочечной ДНК. Ферменты наносят разрывы вблизи таких неканонических структур (199). Например, T4 конецoнуклеаза VII стала первым обнаруженным ферментом, способным разрешать крестообразные структуры Холлидея. Фермент режет в двух местах: с 3' от точки основания неканонической структуры, и по другой цепи – с отступом в 6 нуклеотидов (200). 

В 1990 году Козак и Кемпер в модельных экспериментах с синтетическими олигонуклеотидами показали, что T4 эндонуклеаза VII режет также по позициям единичных неспаренных оснований (201). Позднее, Юил и соавторы показали, что такое расщепление сильно зависит от того, какие именно нуклеотиды неспарены: пары G-A и G-G узнаются хуже, чем другие пары неспаренных нуклеотидов (200). Однако же, как показано в работах Машал и др.. (198), использование комбинации T4 эндонуклеазы VII с T7 эндонуклеазой I позволяет эффективно расщеплять все возможные варианты, включая даже короткие, порядка нескольких нуклеотидов, петлевые участки. Расщепление T4 эндонуклеазой VII успешно использовали для обнаружения новых полиморфизмов, обусловленных вариабильным числом тандемных повторов (202). При этом может происходить также и фоновое расщепление (около 20% активности фермента), возможно, связанное с образованием динамических вторичных структур ДНК в растворе (203)). Специфичность фермента удалось увеличить на два порядка при применении оптимизированных условий реакции (204). 

Основные протоколы резольвазного сканирования мутаций просты и в общих чертах напоминают метод химического расщепления (Рис. 6.3). Интересующий геномный локус (обычно длиной 0.1-2 тпн, но в некоторых случаях – до 4 тпн), амплифицируют с уникальными праймерами с матриц исследуемой и контрольной ДНК. Продукты ПЦР смешивают, денатурируют и гибридизуют (205). Слишком длинные молекулы могут неправильно отжигаться друг на друга, поэтому рекомендуется держаться вышеприведённого интервала длин (206). Дуплексы обрабатывают эндонуклеазами и анализируют в полиактиламидном геле, при капиллярном электрофорезе или с помощью хроматографии. Размер расщеплённых продуктов показывает положение произошедшей мутации, что потом проверяется при секвенировании. Как и для химического расщепления, были предложены модификации метода, включающие введение флуоресцентных меток (205) и мультиплексность (207, 208). 
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Рисунок 6.3. Обобщённая схема нуклеазного подхода к обнаружению мутаций.

Позднее были открыты два других фермента с похожей активностью и неизвестными клеточными функциями: нуклеаза CEL I из сельдерея (209) и близкородственная ей нуклеаза Surveyor (210, 211). 

CEL I делает одноцепочечные разрывы, тогда как нуклеаза Surveyor с высокой специфичностью гидролизует ДНК по обеим цепям, с 3' конца. Surveyor узнаёт все типы замен, а также инсерции и делеции длиной до 12 нуклеотидов. Впрочем, в 100-кратном избытке нуклеаза CEL I также гидролизует обе цепи (212). Преимущество использования нуклеаз CEL I и Surveyor заключается в их способности в стандартных буферных системах детектировать 100% вариантов однонуклеотидных мутаций, включая делеции и инсерции (209, 213).

По сравнению с химическим расщеплением, резольвазный подход оказался более популярным, благодаря простоте, отсутствию вредных реагентов и коммерческой доступности многих ферментов и даже специализированных китов для сканирования мутаций. Например, T7 эндонуклеаза I производится фирмой New England Biolabs, а нуклеаза Surveyor - компанией Transgenomic.

В ряде опытов была доказана эффективность рассматриваемого подхода. Например, в группе из 29 больных наследственным панкреатитом были обнаружены новые диагностические мутации в гене трипсиногена (214); анализ кодирующей последовательности гена p53 в 178 образцах рака прямой кишки выявил мутации в 51 случае (203); метод был применим для крупномасштабной детекции мутаций в двух генах митохондриальной тРНК, даже когда мутации присутствовали на весьма низком уровне (порядка 3%) в образцах тотальной ДНК пациентов с нарушениями дыхательной цепи (215); метод позволял выявлять мутации в гене p53 при соотношении мутантных аллелей к нормальным 1:20 (205). Можно также привести множество других примеров успешного применения метода (216);(208, 217). 

Кроме того, резольвазы могут быть использованы для «неканонических» целей. Например, нуклеаза Surveyor применялась для селекции удачных клонов в ходе сайт-специфического мутагенеза (218), а T7 эндонуклеаза I, T4 эндонуклеаза VII и эндонуклеаза V E. сoli – для повышения точности искусственного синтеза генов из более коротких олигонуклеотидов (219). 

Классический протокол расщепления резольвазо-подобными нуклеазами значительно эволюционировал, тем самым дав начало некоторым новым экспериментaльным техникам. Например, подход, разработанный Сокуренко и коллегами (212), позволяет даже сравнивать целые бактериальные геномы и находить однонуклеотидные различия между ними (Рис. 6.4). Метод разбит на шесть стадий: (1) смешение сравниваемых геномных ДНК, (2) фрагментация смеси рестриктазами, (3) фракционирование рестриктных фрагментов по длине, (4) денатурация-гибридизация фракционированной ДНК с образованием гетеродуплексов, (5) обработка нуклеазой CEL I и, наконец, (6) анализ обработанных фракций в агарозном геле. Если появляется мутация, это приводит к визуализации на геле двух новых полос фрагментов меньшей молекулярной массы. Фрагменты можно выделить из геля и отсеквенировать, что позволяет локализовать мутацию. С помощью этого подхода, авторам удалось обнаружить разнообразные мутации в геномах бактерий Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli и в различных изолятах рода Salmonella. Метод включает в себя много стадий и при этом трудоёмок, что препятствует его популяризации в научном сообществе. 
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Рисунок 6.4. Схема крупномасштабного скрининга SNP в бактериальных геномных контигах. Стадия 1: тотальная геномная ДНК двух сравниваемых штаммов выделяется и смешивается (полиморфный сайт обозначен жирной линией). Стадия 2: исчеспывающая рестрикция смеси геномных ДНК. Стадия 3: фракционирование рестриктных фрагментов по размеру. Стадия 4: Денатурация и гибридизация фракционированных фрагментов с образованием ДНК-гетеродуплексов (мутантный участок показан квадратом). Стадия 5: обработка дуплексов нуклеазой CEL 1. Стадия 6: анализ полученных фрагментов в агарозном геле.

Следующий метод, опубликованный Хуангом и коллеками (220), является элегантной модификации стандартного протокола, позволившей повысить специфичность получаемого на выходе сигнала. Авторы используют термостабильную бактериальную Эндонуклеазу V и ДНК лигазу (Рис. 6.5). ДНК образца и контроля метят флуоресцентно, смешивают, денатурируют и гибридизуют. Эндонуклеаза V Thermotoga maritima узнаёт и разрезает гетеродуплексную ДНК через один нуклеотид с 3' конца относительно неспаренного участка, а кроме того, на меньшем уровне даёт и нежелательное фоновое расщепление совершенных дуплексов. Используемая термостабильная ДНК лигаза из бактерии Thermus species репарирует фоновые разрывы, что значительно повышает специфичность всей тест-системы. 
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Рисунок 6.5. Высокоточная техника энзиматической детекции мутаций, основанная на репарации фоновых актов гидролиза при помощи ДНК лигзы. На стадии 4), ДНК лигаза сшивает разрывы, ошибочно внесённые нуклеазой на предыдущей стадии. При этом разрывы на месте неспаренных нуклеотидов остаются.

Миграция фрагментов в полиакриламидном геле позволяет найти позицию мутации. С помощью этого метода удалось обнаружить 31/35 уникальных точечных мутаций и 8/8 инсерций и делеций в исследуемых локусах (проверено секвенированием). Чувствительность метода позволяла детектировать мутантные аллели, разбавленные в соотношении 1:40 к аллелям дикого типа.

6.3.1.2 Рестриктазы, нуклеазы, специфичные к одноцепочечной ДНК и РНКазы.

Расщепление неспаренных нуклеотидов в дуплексах исследуемой РНК с контрольной ДНК при помощи некоторых РНКаз было предложено более 20 лет назад (см. обзор (221)). Сначала использовалось расщепление РНКазой А; однако, этот фермент не может расщеплять многие варианты неспаренных нуклеотидов и в настоящее время заменён на другие ферменты, такие как РНКаза 1 и РНКаза T1. Интересно, что чувствительность метода увеличивается, когда ферменты используются одновременно с добавлением веществ – интеркаляторов нуклеиновых кислот (221). Самые серьёзные недостатки подхода – требование большого количества тестируемой РНК, а также неспецифическая деградация РНК.

Недавно для обработки гетерогибридов стали использовать также эндонуклеазы, специфичные к одноцепочечной ДНК. Например, в нашей работе (77) использовалась нуклеаза Mung bean для расщепления петлевых участков, образующихся в несовершенных гетерогибридах. Другая группа авторов в то же время стала использовать эту и другую нуклеазу сходной специфичности - S1 из чёрного аспергилла, для детекции однонуклеотидных замен (222). Оказалось, что в субоптимальных условиях (повышенные значения pH, температуры и содержания двухвалентных ионов) эти нуклеазы могут специфично расщеплять практически все варианты неспаренных нуклеотидов. Этот тип ДНКаз может стать предпочтительным для детекции мутаций, так как могут опознаваться не только однонуклеотидные замены, но также и значительно более длинные инсерции и делеции, часто игнорируемые резольвазами.

Для детекции мутаций могут также использоваться рестриктазы. Пример такого подхода – метод, недавно предложенный Че и соавторами для скрининга известных однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) в исследуемых образцах (223). Используется рестриктаза типа IIS (Рис. 6.6). Рестриктный сайт вводится в один из двух праймеров для ПЦР таким образом, что рестриктаза расщепляет ДНК сразу за сайтом целевого SNP. При рестрикции продуктов ПЦР получаются структуры с торчащими 5'-концами на месте целевого полиморфного сайта. Этот 5'-торчащий конец используется для реакции удлинения комплементарной цепи на одно основание с использованием флуоресцентно меченных терминирующих нуклеотидов. 

Такие меченые фрагменты могут быть разрешены, например, при капиллярном электрофорезе. Можно дизайнировать праймеры таким образом, что получаемые продукты будут варьировать по длине, что позволит наносить в один капилляр до 44 фрагментов. Теоретически, количество SNP за один прогон может быть даже увеличено до 50-100 на один капилляр.
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Рисунок 6.6. Техника Single-base extension (SBE) для мультиплексной детекции мутаций. Теоретически, в одном эксперименте можно проскринировать 50-100 потенциальных мутационных сайтов. Один из используемых праймеров несёт сайт узнавания рестриктазы типа IIS, подобранный таким образом, чтобы фермент производил разрыв сразу после исследуемого сайта SNP. Рестриктаза образует 5'-выступающий конец в целевом полиморфном участке. Этот выступающий конец застраивается на одно основание при помощи флуоресцентно меченных дидезоксинуклеотидов. Полученные различные фрагменты разрешают в ходе капиллярного элексрофореза на секвенаторе.

В таких довольно редких случаях, когда определяемая точечная мутация разрушает некий существующий рестриктный сайт, можно использовать простую, дешёвую и чувствительную технику, основанную на обработке гетеродуплексов соответствующими рестриктазами (например, (224)). Недостатки метода – его редкая применимость и невозможность поиска новых мутаций. 

Наконец, последний метод, рассматриваемый в этом разделе, создан для детекции SNP и основан на применении нового типа нуклеаз – нуклеазы, избирательно расщепляющей ДНК дуплексы (225). Дуплекс-специфичная нуклеаза из Камчатского краба (DSN) предпочтительно расщепляет ДНК в дуплексах ДНК-ДНК и ДНК-РНК, и неактивна по отношению к одноцепочечной ДНК. Кроме того, эта нуклеаза расщепляет совершенные дуплексы с гораздо большей скоростью, чем несовершенные гибриды. Таким образом DSN способна «чувствовать» даже однонуклеотидные замены. В разработанной авторами методике, содержащий сайт SNP участок ДНК амплифицируется в ходе ПЦР, продукт смешивается с сигнальными зондами (короткие олигонуклеотиды, специфичные для мутантного аллеля или для аллеля дикого типа, по-разному помеченные в системе FRET (fluorescent resonance energy transfer)) и с DSN (Рис. 6.7). 

Во время инкубации, DSN расщепляет только совершенные дуплексы между исследуемой ДНК и сигнальными зондами, что по характеру флуоресценции позволяет понять, присутствует ли в исследуемом образце мутантный аллель. Метод эффективен при исследовании известных SNP, но не может быть использован для поиска новых мутаций.
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Рисунок 6.7. Схема метода DSNP. Черная звёздочка обозначает первый донор флуоресценции, серая – второй, а кружок обозначает гаситель флуоресценции.
6.3.1.3 Искусственные эндонуклеазы.
Последняя группа нуклеазных методов детекции мутаций подразумевает обработку гибридов ДНК искусственными нуклеазами, узнающими и расщепляющими специфическую последовательность. В зависимости от способа детекции сигнала, исследуемая мутация создаёт или, наоборот, разрушает такую последовательность. 

Например, ПЦР-амплифицированный геномный локус, в составе которого исследуется определённый SNP, гибридизуют с сигнальным зондом (мутация-специфичный короткий олигонуклеотид, помеченный флуорофором и гасителем с противоположных концов). Гибриды обрабатывают нуклеазой, которая расщепляет дуплексы в присутствии мутации, затем измеряется флуоресценция. Если гаситель и флуорофор локализуются близко друг к другу, флуоресценция не детектируется (в случае нерасщеплённых дуплексов), тогда как в случае расщепления дуплекса расстояние между флуорофором и гасителем становится велико и происходит усиление флуоресценции.

Чисто теоретически, метод может быть применён для скрининга любой мутации – при наличии соответствующей нуклеазы. В роли искусственных нуклеаз могут выступать белки или же рибозимы. Искусственные нуклеазы белковой природы – это химеры, состоящие по крайней мере из двух доменов, один из которых отвечает за расщепление ДНК, а другой – за связывание с соответствующим локусом. Домен, отвечающий за расщепление ДНК, может быть создан, например, на основе эндонуклеазы Fok I (226) или металл-связывающего пептида Р1, активного в присутствии ионов лантаноидов (227). 

Специфичность связывания ДНК обеспечивается цинковыми пальцами структуры Cys2His2, узнающими специфичные последовательности. Для успешного разрезания ДНК, домен Fok I должен димеризоваться, в случае металл-связывающего пептида этого не требуется. Пока этот интересный подход не может быть широко применён для сканирования мутаций, но, возможно, дальнейший прогресс в белковой инженерии выведет данную технологию на новый уровень.

В отличие от предыдущей группы нуклеаз, рибозимы вполне могут быть использованы для поиска мутаций. У этих РНК-ферментов специфичность задаётся нуклеотидной последовательностью и обусловлена комплементарными взаимодействиями с субстратом. Последовательность же домена, расщепляющего ДНК или РНК, может быть консервативна. При гибридизации с исследуемой ДНК или РНК, рибозим связывается с таргетным сайтом и, в случае идеального совпадения, гидролизует фосфодиэфирную связь. Эта многообещающая техника хорошо работает в руках нескольких исследовательских групп и имеет выраженные перспективы на будущее (228). 

6.3.2 Подходы, основанные на аллель-специфической ПЦР

Аллель-специфическая ПЦР (как обычная, так и ПЦР в реальном времени) основана на использовании праймера, содержащего на 3' конце основание, комплементарное мутантному нуклеотиду (Рис. 6.8) и на ингибировании реакции при использовании матрицы дикого типа из-за неспаренного нуклеотида на 3' конце. Для того, чтобы повысить специфичность распознавания мутаций, можно допольнительно вводить искусственные замены на 3'-конец праймера, что приведёт к большему количеству неспаренных нуклеотиодов при отжиге праймера на матрицу (229). Эффективное образование продукта ПЦР свидетельствует о присутствии мутантного аллеля в образце. Хотя обычно используется Taq полимераза, в некоторых случаях дискриминация мутаций лучше осуществляется другими ферментами (230). В случае, когда фермент обладает 3' → 5' экзонуклеазной "proofreading" активностью, праймеры должны быть модифицировны на 3' конце (например, фосфотионатом), чтобы блокировать отщепление критически важного для детекции мутации 3' концевого основания.
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Рисунок 6.8. Схема аллель-специфической ПЦР. Праймер для ПЦР содержит на 3’ конце основание, комплементарное исследуемой мутации или варианту SNP. 

Для проведения стандартного анализа достаточно 10 нг матрицы, и разница в появлении продукта в случае наличия и отсутствия мутации может достигать 20 циклов (231). Метод используется очень часто, как для анализа SNP, так и для детекции определённых бактериальных или вирусных штаммов в образцах (232);(232). 

Модификация этого метода, названная аллель-специфичная competitive blocker-polymerase chain reaction (ACB-ПЦР) использует специальный блокирующий «праймер» для уменьшения фонового сигнала, получаемого с матрицы дикого типа. 

Неспособный к удлинению блокирующий «праймер» предпочтительно отжигается на последовательность дикого типа и тем самым предотвращает посадку туда праймера, специфичного к мутантному аллелю. Специфичность дискриминации мутаций можно дополнительно повысить при использовании белка SSB, связывающегося с одноцепочечной ДНК, а также Stoffel фрагмента Taq полимеразы. (229). 

В другом варианте метода, названном LigAmp, два олигонуклеотида гибридизуются по соседству на ДНК матрице. Один олигонуклеотид спаривается с целевой последовательностью и содержит последовательность адаптора для дальнейшей ПЦР амплификации. Если целевая последовательность (например, мутантный аллель) присутствует в смеси, оба олигонуклеотида лигируются вместе и отслеживаются методом ПЦР в реальном времени (217).

Все эти подходы хорошо работают для количественного, но не качественного анализа SNP, поскольку заранее нацелены именно на детекцию определённого мутантного аллеля и не могут находить новые мутации. Кроме того, прямым ПЦР анализом можно отслеживать относительно длинные (более 15 пар оснований) делеции или инсерции в ДНК. Для этого используют праймеры, фланкирующие участок возможной мутации, и более длинные, чем в случае дикого типа, продукты ПЦР, свидетельствуют об инсерции, тогда как более короткие – о делеции. При помощи различных флуоресцентных меток, все вышеописанные подходы можно перевести на «мультиплексный» уровень (233).
6.3.3 Другие энзиматические подходы для сканирования мутаций

Для анализа мутаций можно использовать не тольно нуклеазы, но и белки, специфично связывающие неспаренные нуклеотиды. Например, белок MutS системы репарации узнаёт неспаренные нуклеотиды в дуплексной ДНК. Иммобилизованный белок может избирательно связывать на колонке ДНК-гетеродуплексы, при этом не задерживая все типы гомодуплексов. В модельных экспериментах, немеченые и флуоресцентно меченные олигонуклеотиды, либо полностью комплементарные друг другу, либо же содержащие однонуклеотидные замены, формировали дуплексы, которые затем инкубировали с MutS. При разрешении смеси на капиллярном ДНК секвенаторе, получили 29-кратное обогащение для олигонуклеотидов с однонуклеотидными делециями, тогда как обогащение в случае однонуклеотидных замен составляло всего 2 раза (234).

Также на основе белка MutS был разработан чип для быстрого скрининга SNP. Специфическое связывание меченного MutS с иммобилизованной ДНК, или меченной ДНК с иммобилизованным MutS детектируют с помощью флуоресцентного сигнала (235, 236). Измеряя расстояние от участка посадки MutS до концов ДНК, можно картировать сайт мутации. Для этих целей можно использовать физические методы quartz crystal microbalance (QCM) (237) и surface plasmon resonance (SPR). 

Ещё одним белком, связывающим неспаренные нуклеотиды, является дефектная форма эндонуклеазы VII, которая может лишь связываться с неспаренными участками, но не обладает нуклеазной активностью (204). Этот белок можно иммобилизовать на твёрдый носитель (например, сефарозу), и проводить несколько раундов обогащения гетеродуплексной ДНК (238). В модельных экспериментах, содержание гетеродуплексной ДНК повысилось от ~10 до 45% после третьего раунда и более не повышалось. Метод позволяет идентификацию ранее неизвестных мутаций, но является слабо чувствительным (содержание гетеродуплексов в исходной смеси должно быть более 10%) (238).

Техника, названная “Гликозилазная детекция полиморфизмов” основана на действии специфических гликозилаз для детекции неспаренных нуклеотидов (239, 240). Для этого, целевой локус амплифицируют в ходе ПЦР с тремя нормальными dNTP и с четвёртым – модифицированным (например, dUTP) таким образом, что при встраивании эти основания становились субстратами особой ДНК-гликозилазы. Праймеры дизайнируют таким образом, что позиция первого модифицированного нуклеотида (например, урацил) должна варьировать в зависимости от того, присутствует ли мутация или нет. Последующее гликозилазное отщепление остатков урацила и химическое либо энзиматическое расщепление апиримидиновых сайтов позволяет детектировать мутацию как полиморфизм длины фрагментов. Техника была достаточно чувствительна и эффективна, но начиная с момента создания в 1998 г. использовалась лишь в одной лаборатории (241). 

Последняя техника в этом разделе основана на детекции точечных замен высокоточной ДНК лигазой (242). Её протокол включает три основные стадии (Рис. 6.9). Сначала происходит гибридизация исследуемой пре-амплифицированной цепи ДНК (дикого типа или мутантной) с двумя нуклеотидными зондами, меченными наночастицами золота. При этом образуется протяжённый агрегат ДНК и золотых наночастиц, меняющий цвет раствора с красного на пурпурный. На следующей стадии добавляется высокоточная лигаза (Tth ДНК лигаза в данном примере), которая ковалентно связывает между собой только совершенные дуплексы, а в случае неспаренных нуклеотидов на концах лигирования не происходит. Затем смесь нагревают для денатурации гибридов. Если лигирования не произошло, цвет снова становится красным (исчезает высокомолекулярный агрегат наночастиц золота), а если лигирование прошло успешно, цвет остаётся пурпурным. Метод применялся для анализа однонуклеотидных мутаций в протоонкогене человека K-ras (242). 
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Рисунок 6.9. Детекция точечных мутаций при помощи высокоточной ДНК лигазы и двух мутация-специфичный ДНК зондов, конъюгированных с наночастицами золота. В присутствии целевой мутации, оба зонда образуют совершенные дуплексы с исследуемой ДНК, и лигаза ковалентно сшивает оба (в реальности - больше) меченных зонда. После тепловой денатурации цвет ковалентно связанных агрегатов наночастиц остаётся пурпурным, в отличие от красного для несвязанных частиц (см. текст).

6.4 Физические методы


Эта группа методов детектирует различия в физических характеристиках между мутантными и интактными ДНК, что подразумевает либо физическое разделение совершенных и несовершенных дуплексов (например, в ходе электрофореза), либо поиск различий в их физических свойствах.


Первый описываемый в данном разделе подход напоминает хорошо известный метод белкового фингерпринтинга. Молекулу нуклеиновой кислоты расщепляют ферментом, чувствительным к определённому основанию (например, урацил ДНК гликозилазой, РНКазой A или T1), либо химическим способом (см. выше) и в результате получают набор коротких олигонуклеотидов, который анализируется масс-спектрометрически. Если присутствует мутация, нуклеотидная композиция соответствующиго олигонуклеотида будет отличаться от контрольной последовательности, что приведёт к различиям в масс-спектре (243). Анализ при помощи специализированного программного обеспечения позволяет получить сведения относительно (1) типа мутации, (2) её положения в молекуле ДНК или РНК. Подход, однако же, накладывает серьёзные ограничения на размер анализируемых олигонуклеотидов: они не должны быть слишком короткими, но и не должны превышать 25 нуклеотидов.


Следующий подход основан на наблюдении, что красители-интеркаляторы (например, SYBR Green) лучше связываются с совершенными дуплексами, чем с несовершенными (244). Например, дуплекс длиной 40 пар нуклеотидов и содержащий одну неспаренную пару оснований, в присутствии интеркалятора флуоресцирует на 13% слабее, чем совершенный дуплекс аналогичной длины. 


Впрочем, самый популярный подход физической детекции мутаций - это single-strand conformational polymorphism (SSCP) (245). Эта простая и дешёвая техника может быть полезна при скрининге ДНК с какой-либо ожидаемой, заранее известной мутацией. Детекция основана на изменённой конформации дуплекса, содержащего участки неспаренных оснований, что отражается на его электрофоретической подвижности. Ограничения SSCP - часто возникающие проблемы с разрешением дуплексов в полиакриламидном геле (246).


Технология микрочипов позволяет анализировать большое количество полиморфизмов в одном эксперименте (245). Исследуемый образец (зонд) гибридизуется с нанесёнными на чип олигонуклеотидами. Условия гибридизации и температура подбираются таким образом, чтобы варианты, отличающиеся от нанесённых на чип олигонуклеотидов хотя бы на одно основание, не гибридизовались с чипом. Подход достаточно широко применяется, но при этом крайне дорог и не всегда достаточно специфичен (247).


Наконец, последний рассматриваемый в этой главе подход, названный “enzyme-amplified electronic transduction” (248), позволяет проводить количественный анализ мутаций без стадии предварительной ПЦР амплификации, при нижнем пределе детекции мутантной ДНК на уровне 1x10-14 моль/мл. Используется тиолированный «чувствительный» олигонуклеотид, комплементарный целевому участку ДНК, вплотную к сайту скринируемой мутации (Рис. 6.10). Олигонуклеотид гибридизуют с исследуемой ДНК, а затем в присутствии ДНК полимеразы к смеси добавляют биотинилированный нуклеотидтрифосфат, комплементарный сайту мутации. Меченный нуклеотид включается только в случае наличия мутантного аллеля. Последующее связывание конъюгата авидин-щелочная фосфатаза, а также дальнейшая амплификация сигнала химическими и физическими методами (например, quartz-crystal microbalance (QCM)), позволяют добиться невиданной чувствительности анализа (248). 
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Рисунок 6.10. Метод Enzyme-amplified electronic transduction (пояснения в тексте).

7 Подходы к повышению специфичности гибридизации нуклеиновых кислот

Будучи чрезвычайно полезными и информативными, многие методы, основанные на гибридизации нуклеиновых кислот, страдают от «фонового» отжига последовательностей геномных повторов, присутствующих в образцах. Такое “неправильное” спаривание приводит к нежелательной гибридизации неортологичных фрагментов ДНК, что приводит к образованию химерных клонов и значительно осложняет анализ получающихся библиотек. Химеры могут составлять 40-60% ДНК всей библиотеки. При этом количество химерных клонов прямо коррелирует со сложностью гибридизационной смеси. Специфичность гибридизации становится критичной для множества методов. В данной главе обсуждаются подходы к повышению специфичности гибридизации на стадиях реассоциации нуклеиновых кислот и селекции правильно спаренных гибридов. Для этого можно использовать подходы, основанные на химических модификациях, улучшении кинетических параметров гибридизации и повышении точности селекции совершенных дуплексов.

7.1 Введение

Множество популярных экспериментальных методов изучения генома и транскриптома, включая Клонирование совпадений и Вычитающую гибридизацию, основаны на гибридизации ДНК в растворе c последующей ПЦР амплификацией определённых гибридных фракций (65, 249).

Специфичность гибридизации - ключевой фактор, определяющий как точность многих природных биологических процессов, так и эффективность методов, основанных на гибридизации. Специфичность гибридизации, f, определяется как относительный фактор дискриминации совершенных против несовершенных дуплексов, согласно уравнению: f =exp-|∆Gm-mm /RT|, где Gm-mm – это значение свободной энергии для связывания с участками, различающимися от идеально спаренного дуплекса единичной парой неспаренных оснований. Если значение Gm-mm составляет ~4 kкал моль –1 (137), то специфичность гибридизации попадёт в диапазон ~1/100–1/1000, и теоретически возможно подобрать условия, при которых совершенные комплексы будут существенно более стабильны, чем дуплексы, содержащие неспаренные основания (122).
Впрочем, в реальности «неправильный» отжиг последовательностей друг на друга (в основном речь идёт о геномных повторах) создаёт существенные проблемы (250), и количество химерных клонов может составлять 40-60% библиотеки ДНК (Рис. 7.1). 
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Рисунок 7.1. Помимо образования совершенных дуплексов, в гибридизационной смеси также формируются химерные гибриды между повторяющимися последовательностями, особенно при работе с геномными смесями большой сложности. Многие методы не позволяют на предварительных стадиях распознавать такие “неправильные” гибриды, которые в таком случае могут занимать до 60% получаемых библиотек
Количество химерных клонов прямо коррелирует со сложностью гибридизационной смеси. Это, например, основное ограничение, которое не позволяет использовать вычитающую гибридизацию для прямого сравнения сложных геномов, таких, как ДНК млекопитающих. Оба основных подхода для вычитания геномной ДНК - RDA (representative differential анализ (54, 56, 57) и TGDA (targeted геномный difference анализ) (18, 19, 251), основаны на значительном упрощении фракции ДНК перед стадией гибридизации. 

В первом случае такое упрощение достигается за счёт эффекта ПЦР селекции, когда тотальный пул фрагментированной геномной ДНК с лигированными адапторами предварительно амплифицируется в ходе 50-100 циклов ПЦР. 

Это приводит к огромному отклонению в содержании различных фрагментов ДНК в получающемся ампликоне: большинство последовательностей оказываются недопредставлены или потеряны из-за относительно неэффективной ПЦР с Taq полимеразой, тогда как другие, образующие относительно небольшую (~10% или меньше) фракцию исходного пула, оказываются перепредставлены из-за своего оптимального для Taq полимеразы соотношения длины и GC-состава. Таким образом, RDA использует случайное упрощение геномной ДНК, основанное на размере и GC-составе фрагментов. Соответственно, в получаемом на выходе пуле дифференциальных последовательностей недостаёт большинства их, присутствовавших в геноме изначально. Поэтому RDA применим для поиска отдельных маркерных последовательностей, но не используется для исчерпывающего анализа геномов или кДНК.


Второй подход, TGDA, основан на предварительной специфической ПЦР амплификации группы интересующих геномных последовательностей (например, последовательностей, фланкирующих ретроэлементы человека с 5’ или 3’ конца (18, 19, 252)). Эти последовательности селективно амплифицируются с использованием разумного количества циклов (25-40, в зависимости от необходимости nested ПЦР амплификации), и подвергаются вычитанию, что приводит к созданию полной библиотеки, обогащённой дифференциальной ДНК. Преимущество TGDA – в полном, а не случайном, анализе интересующих типов последовательностей (различные группы повторяющихся элементов, члены мультигенных семейств, псевдогены, дуплицированные геномные локусы). На настоящий момент, метод был успешно применён для поиска дифференциальных внедрений эндогенных ретровирусов человека (19), а также ретротранспозонов L1 (251, 253, 254) и Alu (252). 

Впрочем, оба подхода -TGDA и RDA - нельзя применять для сравнения полных геномов. Для улучшения существующих техник гибридизации нуклеиновых кислот в растворе, представляется целесообразным в дальнейшем: 

- улучшать параметры кинетики гибридизации (чтобы образовывались только совершенные дуплексы 

и

- повышать селективность узнавания совершенных дуплексов на стадии изготовления итоговых библиотек.

7.2 Улучшение параметров кинетики гибридизации

Хотя кинетика наилучшим образом была исследована для вычитающей гибридизации (42, 43, 45, 61), все основные сделанные выводы оказываются верны и для других методов гибридизации нуклеиновых кислот в растворе. 

При вычитающей гибридизации, ожидаемое обогащение дифференциальными последовательностями (Ed (t)) вычисляется по формуле (9, 42): 
Ed (t ) = (1 +RD 0 t )/(1 +RT 0 t )

где R [M-1сек-1 ] - это константа скорости реассоциации, а D 0 и T 0 - это исходные молярные концентрации драйвера и трейсера, соответственно. Максимальное обогащение при t (∞ составит D 0 /T 0. Для ограниченных величин t, как, например, 14 часов (ночная инкубация), значение обогащения возрастает с ростом RD 0. Поэтому для получения наилучших результатов следует повышать значения R и D 0. Значение R можно повысить при использовании химических акселераторов, например, фенола (15, 23). 

Однако же, геномы млекопитающих слишком сложны для получения высоких значений D0, и только огромные различия (вроде наличия или отсутствия У хромосомы) можно исследовать прямым геномным вычитанием. Как только размер генома становится выше 5x108 пн (сложность, сравнимая с геномами арабидопсиса и дрозофилы), кинетика гибридизации становится важнейшим фактором, ограничивающим обогащении целевыми последовательностями (45). В принципе, для улучшения кинетических параметров можно увеличивать время гибридизации, повышать концентрацию драйвера, увеличивать соотношения драйвер:трейсер и размер фрагментов ДНК, а также использовать методы повышения скорости реассоциации, например, метод реассоциации в фенольной эмульсии (PERT) (46);(48).

7.2.1 Упрощение гибридизационных смесей

Как было сказано выше, одна из схем геномного вычитания, (RDA) (57), включает ненаправленное уменьшение сложности трейсера и драйвера перед гибридизацией (54), при этом значение D 0 повышается за счёт случайного упрощения генома. Упрощение и повторение циклов вычитания позволяют добиться особенно высокого обогащения целевыми последовательностями (58). RDA успешно применяли для клонирования делеций и дупликаций ДНК при раке (69), а также для создания специфических генетических маркеров (58, 255). Альтернативный подход использованию огромного количества циклов ПЦР – упрощение смеси с помощью НЕчастощепящих рестриктаз, при этом получается скромное количество фрагментов, не слишком длинных для последующей амплификации.

Очевиден системный недостаток RDA – из смеси случайным образом отбирается небольшая фракция (2-10%), которая и анализируется, а все остальные последовательности – «выкидываются». Решение проблемы для случаев, когда известно, какие именно последовательности подлежат анализу –метод TGDA (19), при этом геном упрощается направленно, при предварительной амплификации целевых разновидностей сравниваемых последовательностей. Например, в случае, когда исследовалось семейство геномных повторов человека, содержащее 2000 членов, сложность гибридизационной смеси составляла всего 0.017% от общей сложности генома человека. Результат – весьма значительное повышение скорости гибридизации (3.6x107) упрощённой смеси относительно исходной (42).


Следующей проблемой является гораздо более высокая скорость гибридизации повторов, чем уникальных фрагментов генома (об этом см. более подробно в Главе 5). Частичное решение – пре-гибридизация с фракцией конкурентной ДНК, обогащённой повторами (для снижения их эффективной концентрации). 

Кроме того, стоит принимать в учёт температуру гибридизации, которая в значительной мере является регулятором специфичности гибридизации: чем ниже температура, тем больше фон, и наоборот. Впрочем, начиная со значения 65ºC, повышение температуры уже не влияет на специфичность гибридизации при размере фрагментов смеси порядка 100-300 пн (77). В частности, количество неверно спаренных дуплексов не отличалось для 65 и 85ºC.
7.2.2 Химические модификации

Подходы, основанные на химических модификациях ДНК или синтезе аналогов нуклеиновых кислот, позволяют избирательно повышать или понижать стабильность комплементарных взаимодействий между основаниями, в зависимости от конкретной задачи. Это особенно важно для увеличения операционного интервала температур, дискриминирующих совершенные дуплексы от несовершенных (например, см. (256)). Последующее “титрование” температуры позволяет находить условия, обеспечивающие наибольшую специфичность гибридизации фрагментов геномной ДНК заданной длины. 

Следующая группа подходов использует химическую модификацию оснований для дискриминации совершенных и несовершенных гибридов ДНК или РНК (190). Этот принцип в основном используется для детекции мутаций (188, 195) и подробно описан в Главе 6. При определённых условиях, возможно проводить специфические химические модификации неспаренных нуклеотидов, а затем, при расщеплении гликозидных связей по позициям модифицированных оснований, вызывать деградацию неверно спаренных гибридов. Основное преимущество такого подхода – практически 100% эффективность модификаций по неспаренным нуклеотидам, а главный недостаток – то, что модифицированные и расщепленные продукты не могут быть клонированы или ПЦР-амплифицированы.

7.3 Ужесточение требований к селекции совершенных дуплексов

Данная стратегия направлена не на улучшение условий гибридизации, а на более эффективный селективный отбор совершенных дуплексов и на отбрасывание химерных гибридов (Рис. 7.1). Для этого можно использовать химические модификации неспаренных нуклеотидов (см. выше) или же специфичные к несовершенным дуплексам нуклеазы (подробно рассмотрено в Главе 6). Например, подход, названный mispaired DNA rejection (MDR), относительно недавно опубликованный Чалой и соавторами (77), позволяет практически полностью исключить химерные последовательности из гибридизационных библиотек даже большой сложности. При этом используются два фермента: узнающая единичные неспаренные нуклеотиды эндонуклеаза Surveyor, а также специфичная для участков одноцепочечной ДНК (и, соответственно, для петлевых участков несовершенных дуплексов) нуклеаза Mung Bean. 

На основе данного обзора литературы были опубликованы следующие материалы:

1) Монография “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Редакторы: Anton Buzdin и Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

2) Nucleic acids hybridization: potentials and limitations (Anton Buzdin)

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

3) Selective suppression of polymerase chain reaction and its most popular applications (Sergey Lukyanov, Nadezhda Gurskaya, Ekaterina Bogdanova, Anton Buzdin).

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

4) Suppression subtractive hybridization (Sergey Lukyanov, Denis Rebrikov,  Anton Buzdin).

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

5) Stem-loop oligonucleotides as hybridization probes and their practical use in molecular biology and biomedicine (Anton Buzdin, Sergey Lukyanov).

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

6) Coincidence cloning: robust technique for isolation of common sequences (Anton Buzdin).

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

7) DNA hybridization in solution for mutation detection (Anton Buzdin)

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.

8) Current attempts to improve the specificity of nucleic acids hybridization (Anton Buzdin).

глава в книге “Nucleic acids hybridization: modern applications”. Editors: Anton Buzdin and Sergey Lukyanov, Springer (2007) ISBN 978-1-4020-6039-7.
Экспериментальная часть работы.

1. Методы идентификации новых копий геномных повторов

1.1. Введение

Выход молекулярной генетики на качественно новый уровень – уровень исследования  и сопоставления структуры и функций целых геномов - возможен лишь при прогрессивном развитии арсенала соответствующих экспериментальных подходов. Первым этапом могло бы являться получение исчерпывающих структурных данных, вторым – расшифровка на их основе функциональной роли  тех либо иных участков генома. Возможно, наилучшим из имеющихся подходов с точки зрения полноты охвата проблемы является тотальное секвенирование геномной ДНК и библиотек транскриптов различных тканей исследуемого организма. Вместе с тем, регуляторные участки генома таким способом выявить невозможно. Кроме того, подход очень дорог и требует огромного напряжения усилий множества учёных.


Применение технологии микрочипов не может быть полноценной заменой полного секвенирования, так как не позволяет различать слабодивергировавших представителей мультигенных семейств, а также те последовательности, в состав которых входят повторяющиеся элементы. Кстати, наличие большого количества повторяющихся последовательностей в определённых локусах создаёт проблемы и для определения полной структуры генома методом тотального секвенирования – так, последовательности теломерных и центромерных районов хромосом принципиально не могут быть получены при использовании имеющегося инструментария.


Одной из целей настоящей работы являлась разработка экспериментальных подходов, позволяющих проводить полногеномное сравнение распределения геномных повторов в ДНК представителей разных видов или между различными особями одного вида. Изменения в структуре ДНК, прямо или косвенно связанные с изменением количества копий геномных повторов, являются одним из важнейших факторов эволюции геномов и, соответственно, видообразования. 

Помимо понимания многих аспектов эволюции, изучение геномных повторов, в особенности – мобильных элементов генома и их фракции, активной у позвоночных, ретроэлементов - может дать исследователям новые полиморфные маркёры, которые могут быть использованы как для филогенетических, так и для медико- и популяционно-генетических исследований. Такие маркёры, созданные на основе ретроэлементов, обладают рядом преимуществ относительно остальных типов полиморфных маркёров: (1) они относительно стабильны, (2) возможность нескольких независимых внедрений ретроэлементов в один и тот же сайт генома  пренебрежимо мала, (3) известно “предковое” состояние геномного локуса – отсутствие ретроэлемента, поэтому можно определять степень родства между различными анализируемыми организмами и, наконец, (4) наличие либо отсутствие ретроэлемента в исследуемом локусе можно быстро и надёжно установить с помощью ПЦР.

Ретроэлементы обладают значительным регуляторным потенциалом, обеспечивающим контроль экспрессии их собственных генов. В то же время, известно, что активность многих уникальных функциональных участков генома, например, многих генов, модулируется располагающимися по соседству вставками ретроэлементов. Поэтому сравнение распределения ретроэлементов между геномами представляется одной из важнейших задач молекулярной генетики. Применяемые для решения этой задачи большинством исследователей экспериментальные подходы не обладают полнотой анализа. Казалось бы, наилучшим выходом могла бы стать тотальная идентификация геномных повторов в базах данных. Однако же этот подход имеет один крупный недостаток. Вся информация о наличии повторов в различных локусах генома берётся из баз данных и, учитывая, что для всех крупных проектов секвенируют ДНК лишь небольшого количества представителей исследуемого вида, подавляющее большинство аллелей теряется. Кроме того, прицентромерные и прителомерные участки с трудом поддаются анализу и недопредставлены во всех опубликованных последовательностях ДНК эукариот со сложным геномом. Таким образом, базы данных содержат неполную информацию. К тому же, таким способом можно исследовать только те объекты, геномная последовательность которых частично или же почти полностью установлена. 

Поэтому актуальной представляется задача создания экспериментальных методов, позволяющих проводить полногеномное сравнение распределения повторяющихся элементов между организмами независимо от информации, содержащейся в базах данных. Далее будут рассмотрены два таких подхода, разработанные в нашей группе. Оба метода были успешно опробованы для поиска ретроэлементов, специфичных для ДНК человека.

1.2. Метод TGDA: вычитающая гибридизация участков, фланкирующих геномные повторы

В рабочей группе, включавшей Ю. Б. Лебедева, С. В. Устюгову, К. В. Ходосевича, И. З. Мамедова и А. А. Буздина, был разработан метод, названный TGDA (от англ. Targeted Genomic Differences Analysis), позволяющий проводить полногеномный сравнительный анализ геномных повторов в ДНК изучаемых организмов. Принципиальная идея метода принадлежит акад. Е. Д. Свердлову, автором рабочей версии метода и большинства его модификаций является автор настоящей работы.

Принцип метода. TGDA состоит из трёх основных стадий (cм. Рис. 1.2.1):

(1) Селективная амплификация последовательностей ДНК, фланкирующих повторяющиеся элементы в сравниваемых геномах, с использованием эффекта “ПЦР-супрессии”(97).

(2) Обработка полученных ампликонов экзонуклеазой ExoIII для получения 5’-выступающих концов (эта стадия критична для всего процесса; она призвана убрать из ампликонов, полученных после (1) стадии, остающиеся в них последовательности мобильных элементов.

 (3) Основанная на ПЦР вычитающая гибридизация (ВГ) обработанных ампликонов. 

Для вычитания один из ампликонов (так называемый драйвер, англ. driver) берётся в значительном избытке над другим, называемым трейсер, англ. tracer. ВГ (подробно описана в литературном обзоре) позволяет напрямую идентифицировать последовательности (назовём их мишени), присутствующие в трейсере, но отсутствующие в драйвере. 

Остановимся на перечисленных трёх стадиях поподробнее. 

Первая (1) стадия (Рис. 1.2.1.А), базирующаяся на использовании эффекта ПЦР-супрессии, включает в себя (i) фрагментацию геномной ДНК частощепящей (узнающей 4-нуклеотидные последовательности) рестриктазой; например, мы использовали фермент AluI. (ii) К полученным рестриктным фрагментам лигируются олигонуклеотидные адапторы, формирующие сковородоподобные структуры (Рис. 1.2.1.А, стадия 2; структуры олигонуклеотидов A1A2 и a1 приведены в разделе «Материалы и методы» соответствующей публикации (19).
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Рисунок 1.2.1. Схема метода TGDA. (А) Селективная амплификация фланков мобильных элементов (обозначены как Тр) сравниваемых геномов. (Б) Вычитающая гибридизация полученных ампликонов

Использовались стандартные адапторы, образующие после лигирования одноцепочечные (оц) 5’-выступающие концы, по которым ДНК-полимераза достраивала 3’-концы. В результате, все рестриктные фрагменты ДНК оказывались фланкированы инвертированными повторами. Таким образом, при денатурации, образующиеся оц фрагменты содержат взаимно комплементарные последовательности, образующие мощные внутримолекулярные шпилечные (или сковородоподобные) структуры (Рис. 1.2.1.А). 

ПЦР-амплификация фрагментов ДНК, содержащих такие внутримолекулярные структуры, супрессируется, если используются только праймеры, комплементарные лигированным адапторам (Рис. 3.2.1.А, стадия 2). 

Если же такие праймеры используются в паре с праймерами, комплементарными внутренней (одноцепочечной) части сковородоподобной структуры, ПЦР проходит нормально (Рис. 1.2.1.А, стадия 2). Амплифицированная ДНК в этом случае будет иметь различающиеся концевые последовательности, не образующие внутримолекулярных структур, и может быть далее успешно амплифицирована с праймерами A1+T1 (iii). Этап “Nested” ПЦР с праймерами А2 и Т2 призван повысить специфичность амплификации. При правильном выборе праймеров процедура позволяет обеспечить амплификацию только лишь тех фрагментов, которые содержат последовательность интересующего мобильного элемента. 

На второй (2) стадии, перед обработкой ExoIII, c помощью ре-амплификации полученных на предыдущей стадии ампликонов, готовят две отдельные фракции ДНК трейсера (Рис. 1.2.1.Б, слева, стадия 1). Для этого используется “step-out” вариант ПЦР (257) с праймерами А1А2, А1 и Т2, либо же А1Т2, А1 и А2 для амплификации фракций А и Б, соответственно. Получившиеся фрагменты ДНК фракции А содержат последовательность А1А2 на одном конце и Т2 – на другом, а у фрагментов фракции Б на концах содержатся последовательности А2 и А1Т2.

Затем полученные ампликоны обрабатывают экзонуклеазой ExoIII. Эта стадия получения оц 5’-концов (Рис. 1.2.1.Б, стадия 2) является критической для всего процесса: она предотвращает кросс-гибридизацию повторяющихся частей, общих для всех ампликонов, и обеспечивает последующую специфическую амплификацию двухцепочечных гетеродуплексов ТрейсерА/ТрейсерБ, образующихся в процессе ВГ. Для формирования оц 5’-выступающих концов, ампликоны (как трейсера, так и драйвера) обрабатывают ExoIII из рассчёта, что фермент удаляет ~6,7 3’-концевых нуклеотидов в минуту. 

 На последней (3) стадии трейсеры А и Б смешивают со 100- или 200- кратным избытком драйвера (Рис. 1.2.1.Б, стадия 3), денатурируют и оставляют гибридизоваться на 14 часов. Получившаяся в результате смесь содержит оц фрагменты трейсера и драйвера, двуцепочечные гибриды трейсера и драйвера, гомодуплексы, получившиеся при само-реассоциации драйвера и трейсеров А и Б, и гетеродуплексы, сформированные при кросс-реассоциации комплементарных цепей трейсеров А и Б (фракция ТрейсерА/ТрейсерБ).

После того, как выступающие оц концы последних упомянутых гетеродуплексов заполнены ДНК-полимеразой, эти гетеродуплексы получают сайт посадки праймера А1 с обоих флангов и становятся единственными фрагментами, которые могут быть экспоненциально ПЦР-амплифицированы, если в смеси присутствует только один этот праймер. Продукты последующей ПЦР клонируют в E. coli и далее анализируют вставки. Прохождение самой ВГ может быть описано формулой (цитируется по работе Е. Свердлова и О. Ермолаевой (53)): 

Ed(t)=(1+RD0 t)/(1+RT0 t), где Ed(t) - это значение ожидаемого обогащения вычтенной ДНК дифференциальными последовательностями, R [M-1сек-1] – константа скорости реассоциации. D0 и T0 – исходные молярные концентрации драйвера и трейсера, соответственно. Максимальным обогащением при t®

SYMBOL 165 \f "Symbol" \s 12Ґ является соотношение концентраций трейсера и драйвера D0 /T0. Для ограниченных значений времени, таких как 14 часов, обогащение должно быть тем больше, чем больше RD0. Таким образом, для получения наилучших показателей обогащения следует повышать значения R или D0, либо обе эти величины.


Мы применили TGDA для поиска последовательностей мобильных элементов, специфичных для генома человека. Такими мобильными элементами являются те, которые интегрировали в геном представителей предковой линии человека уже после расхождения её с предковой линией ближайшего родственника H. sapiens – шимпанзе. Сейчас известны 5 таких семейств мобильных элементов, все они относятся к ретроэлементам. Это некоторые представители эндогенных ретровирусов HERV-K (HML-2), LINE L1 и ретропозонов Alu, SINE-R и SVA. Идентификация специфичных для генома человека (чс) внедрений таких ретроэлементов является важной задачей генетики H. sapiens, мы же таким образом ещё и проверяли возможности техники TGDA, тем самым одновременно “убивая двух зайцев”. Для проведения экспериментов мы выбрали два семейства ретротранспозонов: HERV-K (HML-2) и L1, которые, в отличие от остальных трёх семейств, обладают гораздо более сложной структурой и большим спектром воздействия на функционирование генома.


Большинство геномных копий HERV-K (HML-2) в ходе эволюции претерпели гомологичную рекомбинацию по последовательностям своих длинных концевых повторов (LTR), и теперь существуют в виде одиночных LTR. Поэтому праймеры, выбранные для специфической амплификации HERV-K-фланкирующих областей, были подобраны именно на консервативные последовательности LTR этих эндогенных ретровирусов. Проводили амплификацию последовательностей, фланкирующих LTR с 5’-конца, поэтому оба LTR-специфичных праймера (обозначены на Рис. 1.2.1 как Т1 и Т2) имеют обратную ориентацию относительно последовательности LTR. 

В геноме человека представлено около 2,000 HERV-K(HML-2) и их одиночных LTR, поэтому можно подсчитать, насколько смесь, содержащая только 5’-фланкирующие LTR последовательности, упрощена относительно исходной рестрицированной смеси геномной ДНК, и каких значений обогащения по фланкам чс (человек-специфичных) LTR можно ожидать в ходе ВГ. Сложность анализируемой смеси (С) зависит от количества геномных повторов (в нашем случае 2,000) и от частоты встречаемости в геноме рестриктных сайтов выбранной для фрагментации ДНК эндонуклеазы (в нашем случае примерно 1 сайт на 256 нуклеотидов). Таким образом, сложность нашей смеси составляет C= 256 x 2000 ~5x105 , что в 6000 раз меньше сложности человеческого генома. 

Это приводит к драматическому (3.6x107) возрастанию скорости гибридизации упрощённой ДНК в сравнении с исходной рестрицированной смесью геномной ДНК. Массовым концентрациям трейсера и драйвера, соответственно, 1.5 нг и 150 нг в 1(l, которые были использованы в данной работе, соответствуют молярные концентрации индивидуальных фрагментов в смеси 5x10-12 для трейсера и 5x10-10 для драйвера. При значении R=106, можно ожидать (20-кратное обогащение после 14 часов гибридизации. Важно подчеркнуть, что в случае использования неупрощённой смеси рассчётное значение обогащения составляет пренебрежимо малую величину. 

Для того, чтобы проверить, насколько эти теоретические данные согласуются с реальностью, мы нашли экспериментальное значение обогащения результирующей смеси по фланкам чсLTR: мы определяли концентрацию фланкирующей последовательности известного чсLTR из локуса 19q13.2 (258) в исходном трейсере и в смеси, полученной в ходе ВГ. При этом, если метод TGDA работает, должно было происходить обогащение смеси по этой последовательности.

Действительно, в случае использования матрицы смеси после вычитания, видимый чс ПЦР продукт появлялся на 4 цикла раньше, чем в случае использования исходного трейсера, что свидетельствует о (16-кратном обогащении вычтенной библиотеки фланками чсLTR. Это значение хорошо согласуется с теоретически ожидаемым (~20-кратное обогащение), что свидетельствует о том, что приведённое выше уравнение верно описывает происходящие при TGDA процессы и может быть успешно применено для прогнозирования эффективности использования метода.

Дальнейший анализ полученной библиотеки, обогащённой фланками чс LTR, включал в себя определение первичной структуры вставок в 55 случайно выбранных клонах и экспериментальную проверку специфичности для генома человека соответствующих LTR. Все вставки содержали ожидаемые фрагменты LTR, что свидетельствует о высокой специфичности селекции на первой стадии TGDA. Длины фланкирующих LTR областей варьировали от  49 до 385 нуклеотидов, средняя длина составляла 138 нуклеотидов. Для 46 из этих последовательностей в базах данных GenBank были найдены гомологичные протяжённые последовательности, содержащие полноразмерные LTR. 29 из 46 клонов содержали уникальные вставки, 10 клонов встретились дважды, одна последовательность была найдена в 3 клонах, ещё одна – в 4-х. В сумме были идентифицированы 36 независимых последовательностей. Мы проверяли специфичность внедрений соответствующих LTR или провирусов HERV-K с помощью ПЦР с матриц геномной ДНК человека и других высших приматов (см. Рис. 1.2.2).
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Рисунок 1.2.2. Схема ПЦР-анализа LTR-содержащих локусов генома человека. (I) LTR-содержащий локус, (II) LTR- несодержащий локус. Буквы (А) и (Б) обозначают различные примеры такого ПЦР-анализа. Дорожки  1, 2: матрица - ДНК человека 3, 4: матрица - ДНК шимпанзе, 5: матрица - ДНК гориллы, 6, 7: матрица - ДНК орангутана.

Выводы о наличии или отсутствии одиночных LTR в соответствующих геномных локусах делали на основании результатов ПЦР со специфическими праймерами, фланкирующими исследуемое внедрение ретроэлемента. При этом ДНК, содержащая LTR в соответствующем локусе, должна давать продукт примерно на 970 пн длиннее, чем продукт, полученный с матрицы, не содержащей LTR. 

В случае, когда сайт интеграции содержал полноразмерный провирус HERV-K(HML-2) (размером около 10 тпн), мы проводили три ПЦР-амплификации с геномными праймерами G1, G2, и с LTR-специфичными праймерами T1 и T3. Присутствие провируса в анализируемом сайте приводит к успешной ПЦР-амплификации с парами праймеров G1+T1 и G2+T3, но не G1+G2. И наоборот, полученные продукты амплификации с праймерами G1+G2, но не G1+T1 или G2+T3 обозначают отсутствие провируса в этом локусе (данные не представлены).

Подводя итоги, в 55 случайно отобранных клонах мы нашли 23 чс последовательности. Эти 23 последовательности были представлены 33 клонами, что свидетельствует о том, что чс последовательности занимают ~60% полученной библиотеки. 

Кроме того, мы провели дифференциальную дот-блот гибридизацию ПЦР-амплифицированных вставок из 288 клонов с тотальными зондами на LTR-фланкирующие последовательности человека и шимпанзе. Результаты дифференциальной гибридизации представлены на Рис. 1.2.3. 150 клонов (52%) гибридизовались только с “человеческим” зондом, но не с зондом на фланки LTR шимпанзе, что хорошо согласуется с представленной выше оценкой 60%. Мы отсеквенировали вставки 6 случайно отобранных дифференциальных клонов, 4 из них являлись повторениями ранее охарактеризованных чс клонов из нашей библиотеки, а 2 новых вставки имели гомологичные последовательности в GenBank и были идентифицированы нами как чс при помощи геномных ПЦР со специфическими LTR-фланкирующими праймерами.
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Рисунок 1.2.3. Пример дот-блот гибридизации клонов с зондами, полученными на LTR-фланкирующие участки человека и шимпанзе. Окружностью обведены клоны, содержащие фланки чс LTR, согласно данным ПЦР-анализа; квадратом обведены клоны, содержащие фланки LTR, присутствующих также в геноме шимпанзе.

Всего нами было найдено в библиотеке 25 чс LTR, 23 из них были идентифицированы впервые. Полученная с помощью TGDA библиотека содержала 60% клонов, несущих вставки, специфичные для генома человека. Экспериментально наблюдаемое значение обогащения по целевым последовательностям хорошо согласуется с теоретически ожидаемым (~16- и 20-кратное, соответственно).

По материалам работы была опубликована статья:

Buzdin, A., Khodosevich, K., Mamedov, I., Vinogradova, T., Lebedev, Y., Hunsmann, G., Sverdlov, E. (2002) A technique for genome-wide identification of differences in the interspersed repeats integrations between closely related genomes and its application to detection of human-specific integrations of HERV-K LTRs. Genomics, 79(3):413-422.
1.3. Метод Diffir: дифференциальная гибридизация фланков геномных повторов на фильтре
Метод, названный «Differences in the integration sites of low and medium copy number interspersed repeats technique » (DiffIR), был разработан для тех же целей, что и  TGDA, и применён для того же объекта – семейства эндогенных ретровирусов человека HERV-K (HML-2), для поиска специфичных для генома человека интеграций этих ретроэлементов. Метод можно использовать для идентификации любых дифференциальных внедрений геномных повторов при сравнении близкородственных геномов. Принцип DiffIR – комбинирование селективной амплификации геномных фрагментов, фланкирующих исследуемую группу повторов, и дифференциальной гибридизации клонов полученных библиотек.

При этом стадия селективной амплификации, включающая в себя фрагментацию геномной ДНК частощепящей эндонуклеазой рестрикции (в данном случае AluI), лигирование супрессионных адапторов и nested ПЦР, абсолютно идентична первому этапу TGDA, поэтому подробно останавливаться на ней нет необходимости. Получающиеся ампликоны клонируют в плазмидный вектор и анализируют при помощи дифференциальной гибридизации (Рис. 1.3.1). Зондами для гибридизации служат те же ампликоны фланков геномных повторов, но полученные с использованием других супрессионных адапторов. Например, при поиске повторов, специфичных для генома человека, ДНК клонов, несущих вставки амплифицированных фланков повторов человека наносят на фильтр, а гибридизуют их с меченными ампликонами фланков человека и шимпанзе. Эти последние ампликоны получают с использованием других супрессионных адапторов – для того, чтобы одинаковые адапторные последовательности не вызывали «неспецифической» кросс-гибридизации клонов и зонда. Дифференциально гибридизующиеся клоны секвенируют и каким-либо независимым способом проверяют, действительно ли они уникальны для того или иного генома (например, при помощи локус-специфической ПЦР, как описано в прошлом разделе). 
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Рисунок 1.3.1. Схема метода DiffIR. Приложение метода включало в себя фрагментацию геномной ДНК человека и шимпанзе, лигирование супрессионных адапторов (стадия 1), селективную амплификацию, включающую nested ПЦР с праймерами, специфичными для повтора (Т1 и Т2 на рисунке), а также для адаптора (А1 и А2) – стадии 2, 3. Полученный ампликон клонируют в плазмидный вектор, клоны библиотеки переносят на фильтр и гибридизуют с меченными зондами, которые представляют собой аналогичным образом полученные ампликоны (но с использованием других супрессионных адапторов) из сравниваемых геномов (стадия 4). Дифференциальные клоны анализируют.

В модельном эксперименте искали уникальные для человека внедрения эндогенных ретровирусов HERV-K (HML-2). На фильтр наносили ампликон фланков человека и гибридизовали его с зондами на фланки человека и шимпанзе (рис. 1.3.2). Дифференциальные клоны секвенировали и анализировали. 

При гибридизации сложность смеси была невысока: количество повторов данного типа в геноме человека оценивается как ~2000, и сложность составляла 250 (средний размер фрагментов, получаемых при рестрикции AluI) × 2000 = 5 × 105, что в среднем соответствует всего 10%  сложности бактериального генома. Таким образом, кинетические параметры гибридизации благоприятствовали успеху. Для того, чтобы провести скрининг 95% из упомянутых 2000 последовательностей, необходимо проанализировать около 6000 клонов библиотеки, что представляется более чем посильной задачей для современного уровня техники геномных исследований. В ходе модельного эксперимента была проанализирована  лишь небольшая часть библиотеки. При этом отсеквенировали 40 как дифференциальных, так и недифференциальных клонов. Все они содержали ожидаемые фрагменты адапторов и действительно являлись фланками эндогенных ретровирусов исследуемого семейства. Таким образом, эффективность селективной амплификации, как и в случае TGDA, близка к 100%.
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Рисунок 1.3.2. Пример дифференциальной гибридизации с зондами на фланки ЭРВ человека и шимпанзе, меченными 32P. Справа приведены примеры локус-специфической ПЦР дифференциальных клонов (см. выше в тексте). 

22 из отсеквенированных 40 клонов были дифференциальными и гибридизовались с зондами на фланки ЭРВ человека, но не шимпанзе. Локус-специфическая ПЦР показала, что 16 из этих 22 клонов действительно соответствовали человек-специфичным ЭРВ. Таким образом, специфичность дифференциальной гибридизации была оценена как 73%. Наличие ложно-дифференциальных клонов (6 из 22) может быть связано с появлением или исчезновением рестриктных сайтов в одном из сравниваемых геномов (для фрагментации геномной ДНК используются рестриктазы) и, соответственно, с артефактной недопредставленностью некоторых локусов в анализируемых ампликонах. 

Очевидное преимущество метода – как и для TGDA, возможность анализа геномных повторов независимо от геномных баз данных.

По материалам работы была опубликована статья:

Mamedov, I., Batrak, A., Buzdin, A., Arzumanyan, E., Lebedev, Y., Sverdlov, E. (2002) Genome-wide comparison of differences in the integration sites of interspersed repeats between closely related genomes. Nucleic Acids Res., 30(14):e71.

1.4. Приложение методов TGDA и Diffir для молекулярной генетики человека

Если технические аспекты разработанных экспериментальных подходов были освещены выше, то в данном разделе будут рассмотрены приложения полученных таким образом данных для детального анализа чс ретроэлементов семейств L1 и HERV-K(HML-2). Работа выполнялась коллективом авторов, включавшим С. В. Устюгову, Е.В. Гогвадзе, К. В. Ходосевича, Ю. Б. Лебедева, Е.А. Ковальскую и А. А. Буздина, при деятельном участии акад. Е.Д.Свердлова. Автор диссертации делал экспериментальную работу и биоинформатический анализ данных, осуществлял непосредственное руководство продвижением исследований, а также выдвинул идею механизма образования химерных ретроэлементов. Химерные ретроэлементы грибов исследовались в сотрудничестве с Марк-Анри Лебраном и Кристель Барбизан из совместной лаборатории CNRS u фирмы Bayer (Лион, Франция).

1.4.1 Идентификация человек-специфичных инсерций эндогенных ретровирусов


Структурный анализ известных чс LTR. Проанализировав 23 последовательности человек-специфичных LTR, найденные нами, а также 18 чс LTR, найденные другими авторами (всего 41 последовательность), мы обратили внимание, что все они, за исключением одного LTR, обладают значительной структурной гомологией и формируют один кластер на филогенетическом древе. Значения внутригрупповой дивергенции варьировали от 0.1 до 3.5% со средним значением 2.3%. Один чс LTR (AC022567) сильно отличался от остальных 40 LTR (средняя дивергенция 6%) и поэтому не мог быть отнесён к той же группе. В соответствии с классификацией, опубликованной в (258), этот LTR принадлежит к группе II-T.

Основываясь на 40 последовательностях высоко гомологичных чс LTR, мы создали консенсусную последовательность (HS консенсус) для эволюционно молодого семейства HS (Рис. 1.4.1). Эта последовательность содержит 9 характеристических нуклеотидных позиций. 

            1                             31                             61

cons_HS     TGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGT TACTTGTTCTGTGTAGAAAGAAGTAGACAT AGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAA
cons_HS-a   .............................. .............................. ..............................

cons_HS-b   .............................. .............................. ..................S...........

cons_II-N   ****************************** ****************************** ******************************

cons_II-T   .............................. .............................. ..............................

cons_II-V   ............A................. .............................. ..............................

cons_II-B   ****************************** ****************************** ******************************

cons_II-O   ............A................. .............................. ..............................

           91                            121                            151                        +

cons_HS     AAATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATC TATAACCTTACCCCCAACCCCGTGCTCTCT GAAACRTGTGCTGTGTCAA-CTCAGAGTTR

cons_HS-a   .............................. .............................. ...................-..........

cons_HS-b   .............................. .............................. ...................-..........

cons_II-N   **.....................A....C. ...G.......................... ...................A.....G...A

cons_II-T   ....................K......... ...G.......................... ...................A.....G...A

cons_II-V   ....................K......... ...G.......................... .................C.-.....G...A

cons_II-B   **............................ ...G.......................... ...................-.....G...A

cons_II-O   ....................G......... .G.....C...................C.. ..G................-.....G...A

          181                            211                            241    

cons_HS     AATGGATTAAGGGCGGTGCAAGATGTGCTT TGTTAAACAGATGCTTGAAGGCAGCATGCT CCTTAAGAGTCATCACCACTCCCTAATCTC

cons_HS-a   ....................R......... .............................. ..............................

cons_HS-b   ....................A......... .............................. ..............................

cons_II-N   .............TT......A........ .............................. ..............................

cons_II-T   .............................. .............................. ..............................

cons_II-V   ..............K............... .............................. ..............................

cons_II-B   ..............T............... .............................. ..............................

cons_II-O   ..............K.....R......... .............................. ..............................

          271                   +       301                            331

cons_HS     AAGTACCCAGGGACACAAA-AACTGCGGAA GGCCGCAGGGACCTCTGCCTAGGAAAGCCA GGTATTGTCCAAGGTTTCTCCCCATGTGAT

cons_HS-a   ...................-.......... .............................. ..............................

cons_HS-b   ...................-.......... .............................. ..............................

cons_II-N   ...................-C......... .............................. ..............................

cons_II-T   ...................-C......... .............................. ..............................

cons_II-V   ...................-C......... .............................. ..........R...................

cons_II-B   ...................-C......... .............................. ..............................

cons_II-O   ...................AC......... .............................. ..............................

          361                            391                            421 

cons_HS     AGTCTGAAATATGGCCTCGTGGGAAGGGAA AGACCTGACCRTCCCCCAGCCCGACACCCG TAAAGGGTCTGTGCTGAGGAGGATTAGTAA

cons_HS-a   .............................. ..........G................... ..............................

cons_HS-b   .............................. ..........R................... ..............................

cons_II-N   ..................T........... ..........G................... .............................T

cons_II-T   .............................. ..........G................... .............................T

cons_II-V   .............................. ..........G................... .............................W

cons_II-B   .............................. ..........G................... ..............................

cons_II-O   .............................. ..........G................... ..............................

        451                              481                            511

cons_HS     AAGAGGAAGGAATGCCTCTTGCAGTTGAGA CAAGAGGAAGGCATCTGTCTCCTGCCTGTC CCTGGGCAATGGAATGTCTCGGTATAAAAC

cons_HS-a   .............................. .............................. ..............................

cons_HS-b   .............................. ..........................C... ..............................

cons_II-N   ..........C................... ...........................A.. ....................C.........

cons_II-T   ..........C................... .............................. ..............................

cons_II-V   ..........C................... .............................. ..............................

cons_II-B   ..........CC.--..-............ T........................T.... .......................G......

cons_II-O   ............C................. .............................. .......................G......

                                                                          +
          541          +                 571                            601  

cons_HS     CCGATTGTATGCTCCATCTACTGAGATAGG GAAAAACCGCCTTAGGGCTGGAGGTGGGAC CTGCGGGCAGCAATACTGCTTTGTAAAGCA

cons_HS-a   .............................. .............................. ..............................

cons_HS-b   .............................. .............................. ..............................

cons_II-N   .........C.T.................. .G..............C.........A... A.............................

cons_II-T   .........C.T.................. .............................. A.............................

cons_II-V   ...........T.................. .G............................ A.........................G...

cons_II-B   ...........T.................. AG........................A... A...K...............Y.T...T...

cons_II-O   ...........T.................. .G............................ A...................C.T...G...

          631                            661                     +      691   

cons_HS     TTGAGATGTTTATGTGTATGCATATCTAAA AGCACAGCACTTAATCCTTTACATTGTCTA TGATGCAAAGACCTTTGTTCACGTGTTTGT

cons_HS-a   .............................. .............................. ..............................

cons_HS-b   .............................. .............................. ..............................

cons_II-N   .............................. ............G..T.....TC....... .......G......................

cons_II-T   .............................. ............R.........C....... ..............................

cons_II-V   .......R...................... -..............T......C....S.R .......G..............S.....A.

cons_II-B   ......................Y....... ...............T......C....... .......G....................A.

cons_II-O   ............C......ATG........ -..............T......C....T.. .......G....................AC

          721                  +         751                    +       781     

cons_HS     CTGCTGACCCTCTCCCCACAATTGTCTTGT GACCCTGACACATCCCCCTCTTCGAGAA-A CACCCACRRATGATCAATAAATACTAAGGG

cons_HS-a   .............................. ............................-. .......AG.....................

cons_HS-b   .............................. ............................-. .......G......................

cons_II-N   T..................T.......... .....................CA.....-. ..............................

cons_II-T   ...................T.......... .....................CG.....-. .......G......................

cons_II-V   S........TY...T....T...A..Y.A. .....................C......-. ......AG......................

cons_II-B   ..............T....T...A....A. ...................T.C......-. ......AGG.....................

cons_II-O   .........T....T....T...A..C.A. .......C.............C......C. ......AT......................

          811                            841                            871  

cons_HS     AACTCAGAGGCTGGCGGGATCCTCCATATG CTGAACGCTGGTTCCCCGGGTCCCCTTATT TCTTTCTCTATACTTTGTCTCTGTGTCTTT

cons_HS-a   .............................. .............................. ..............................

cons_HS-b   .............................. .............................. ..............................

cons_II-N   ................A............. ................T..C********** ******************************

cons_II-T   .............................. ....................C......... ..............................

cons_II-V   ...........C.............R.... ....................********** ******************************

cons_II-B   ...........C.............G.... .............................. ..............................

cons_II-O   ...........C.............G.... ........C...C...T...C...T..T.. ............................C.


          901                            931                            961       + 971

cons_HS     TTCTTTTCCAAATCTCTCGTCCCACCTTAC GAGAAACACCCACAGGTGTGTAGGGGCAAC CCACCCCTACA

cons_HS-a   .............................. .............................. ...........

cons_HS-b   ......C.T..G........T......... ....................G......... ...........

cons_II-N   ****************************** ****************************** ***********

cons_II-T   ...........G........T......W.. ....................G......... ........T..

cons_II-V   ........T..G......C.T......A.. ....................G......... ........T..

cons_II-B   ****************************** ****************************** ***********

cons_II-O   ...........G......A.T......A.. ....................G......... ........T..

Рисунок 1.4.1. Структурное выравнивание консенсусных последовательностей семейств LTR HS, HS-a, и HS-b с консенсусными последовательностями других относительно эволюционно молодых групп LTR HERV-K (HML-2). Диагностические позиции, специфичные для групп HS, затемнены и обозначены "+" (Позиции 176, 291, 553, 601, 683, 740, 772 и 969). Нуклеотидные замены, различающие группы HS-a и HS-b выделены жирным шрифтом и помечены стрелками. (*) обозначают отсутствие структурных данных. Для обозначения нуклеотидов была применена номенклатура IUPAC-IUB: R- A, G; Y- C, T; K- G, T; S- C, G; W- A, T.
Проведённый с помощью программы BLAST поиск выявил в геномных базах данных 273 полноразмерные (длиной ~970 пн) последовательности, от 100 дo 97% идентичные HS консенсусу. Мы выбрали этот диапозон идентичности, поскольку степень взаимной гомологии среди 40 LTR, использованных для создания консенсуса, варьировала от 99.8 дo 97.6% со средним значением 98.1%.

После того, как дублирующие друг друга контиги были отброшены, количество индивидуальных последовательностей LTR семейства HS составило 142 (Приведены в Табл. 1 раздела Supplementary Material на web сайте http://humgen.siobc.ras.ru). Единственный чс LTR из контига AC022567, который не мог быть отнесён к семейству HS  (см. выше), не имел высокогомологичных (более 97%) последовательностей в геномных базах данных. 

Для того, чтобы найти частоты встречаемости характеристических нуклеотидных позиций HS консенсуса во всех членах HS семейства, а также в LTR, не являющихся членами группы HS, мы сделали множественное выравнивание найденных в этой работе 142 HS и 89 известных не-HS LTR, опубликованных в статьях (258-263) (выравнивание помещено в разделе Supplementary Material на сайте http://humgen.siobc.ras.ru). Результаты чётко показывают, что 8 диагностических позиций консенсусной последовательности являются уникальными характеристиками семейства HS (Taбл. 1.4.1).

Таблица 1.4.1. Частота встречаемости диагностических нуклеотидных позиций консенсуса семейства HS в чс и не-чс  LTR HERV-K (HML-2) . 
a Диагностические нуклеотидные позиции консенсусной последовательности HS. Частоты встречаемости: б  в известных 40 человек-специфичных LTR, в в 141 LTR семейства HS, г в 82 известных не человек-специфичных LTR HERV-K.

Д. П.a
Ч. чсб, %
Ч. HSв, %
Ч. не чсг, %

1. A (176)
92
92
6

2. A (291)
89
91
13

3. C (553)
97
84
2

4. C (601)
100
91
4

5. A (683)
92
86
4

6. A (740)
100
94
7

7. T (772)
97
87
5

8. A (969)
100
95
1

Разделение семейства HS на два подсемейства. Средняя внутригрупповая дивергенция LTR семейства HS, составляющая 2.3%, соответствует эволюционному возрасту группы в 8.7 миллионов лет, принимая значение скорости мутирования LTR 0.13% за миллион лет (264). Дальнейший анализ последовательностей представителей семейства HS позволил выделить в его составе два подсемейства, названные нами HS-a и HS-b, представленные, соответственно, 63% и 37% последовательностями LTR. 


Подсемейство HS-a высоко гомологично консенсусной последовательности HS и характеризуется внутригрупповой дивергенцией 1.5%, что соответствует возрасту 5.8 миллионов лет. Все LTR семейства HS-a, для которых это известно, являются специфичными для генома человека.


Представители подсемейства HS-b несут 5 характеристических сцепленных однонуклеотидных замен в положениях 907, 909, 912, 921 и 950 консенсусной последовательности HS (см. Рис. 1.4.1). 

Подсемейство HS-b эволюционно старше чем HS-a, для него значение внутригрупповой дивергенции составляет 2.6%, соответственно, возраст 10.3 миллиона лет. По крайней мере 3 члена подсемейства HS-b не являются человек-специфичными, а присутствуют также в геноме шимпанзе. 

Интересно, что 86% всех провирусов HERV-K (HML-2), несущих HS LTR, обладают длинными концевыми повторами подсемейства HS-a, и только 14% провирусов содержат LTR HS-b. Следовательно, 13% из 89 представителей эволюционно более молодого подсемейства HS-a включено в состав провирусов, против всего 4% из членов более старой группы HS-b. Это может рассматриваться как пример временной инактивации эволюционно более старой группы эндогенных ретровирусов.

Эволюционная история семейства HS. Пик ретропозиционной активности этого семейства пришёлся на период после разделения предковых линий человека и шимпанзе, которое произошло, по разным оценкам, 4 - 6 миллионов лет назад. Примерно 90% представителей семейства HS специфичны для генома человека. Некоторые из них полиморфны в современной человеческой популяции (261, 263, 265), это свидетельствует о том, что члены HS семейства оставались транспозиционно активны вплоть до самого недавнего времени в эволюционной истории вида Homo sapiens, оставаясь, возможно, активными и поныне. 

По всей вероятности, материнские последовательности HS семейства возникли в геноме общего предка линий гориллы, шимпанзе и человека около 10.7 миллионов лет назад, дав группу HS-b. Эта группа, оставаясь активной, 5.8 миллионов лет назад, то есть примерно во время расхождения предковых линий человека и шимпанзе, в свою очередь, дала начало более ретропозиционно активной группе HS-a, которая на настоящий момент составляет большую часть (63%) всего семейства HS. Интересно, что 5 сцепленных нуклеотидных замен, различающих группы HS-a и HS-b, лежат в регионе, ранее охарактеризованном как цис-негативный регулятор промоторной активности одного из LTR семейства HS-b (код доступа в GenBank L47334). Делеция 70 пар нуклеотидов из этого региона в 2 раза повысила промотерную активность соответствующего LTR (266). Более высокие темпы ретропозиции более эволюционно молодой группы HS-a могут являться следствием этих 5 мутаций в регионе негативного регулятора LTR.

Также интересно, что группа HS-b оставалась активной после расхождения линий предков человека и шимпанзе как в линии человека, так и в линии шимпанзе. Представители обеих групп HS-a и HS-b были ретропозиционно активны вплоть до относительно недавнего времени в эволюции человека. Это следует из трёх найденных на время проведения исследования примеров LTR, полиморфных в человеческой популяции: два представителя HS-a в составе провирусов HERV-K (HML-2) 113 (AY037928) и HERV-K (HML-2) 115 (AY037929) (251), и один одиночный LTR семейства HS-b (Z80898) (251).

Идентификация одного чс LTR, принадлежащего к семейству II-T, а не 

HS (см. выше) свидетельствует о том, что по крайней мере три мастер-гена LTR HERV-K (HML-2), а именно HS-a, HS-b и II-T, были активны в эволюционной линии гоминид. Интеграции LTR вблизи генов или в даже в интронах генов могли существенно повлиять на их экспрессию. В свою очередь, изменения в экспрессии некоторых генов, особенно кодирующих регуляторные белки, могли повлиять на развитие эмбриона и, тем самым, принять участие в видообразовании человека. 

Анализ чс LTR HERV-K (HML-2), картированных в интронах генов. С помощью сервера UCSC Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway), мы обнаружили 30 представителей семейства в интронах известных человеческих генов. Было установлено, что LTR в интронах генов имеют неслучайную ориентацию: в 29 из 30 генов LTR направлен в сторону, противоположную направлению транскрипции гена. 

Это может быть объяснено тем, что внедрение LTR, обладающих сильным сигналом терминации транскрипции, в интроны генов в прямой ориентации вызывало бы преждевременную терминацию транскрипции этих генов, и, как следствие, приводило бы к их инактивации. Поэтому аллели, несущие в интронах LTR в прямой ориентации, должны были неизбежно отбрасываться в ходе эволюции генома человека. Сохранение аллеля, содержащего LTR в прямой ориентации в интроне flj20276 (см. Рис. 1.4.2), возможно, связано с инактивацией терминатора этого LTR. В некоторых генах внедрения чс LTR произошли в непосредственной близости от экзонов, что могло привести к плавному изменению экспрессии этих генов по механизму тканеспецифической антисмысловой регуляции (тканеспецефичность работы промотора и энхансера LTR HERV-K показана в работах (266-268)).
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Рисунок 1.4.2. Схема расположения 10 человек-специфичных LTR в интронах генов. Жирными стрелками обозначено направление транскрипции генов, стрелками среднего  размера - расположение HERV-K или их одиночных LTR.

Найденные в результате работы 134 специфичных для генома человека LTR HERV-K представлены в сводной таблице, доступной в Интернет по адресу http://www.thescientificworld.com/supplements/2007.270/Buzdin_031307_SuppTable1.xls.
1.4.2 Идентификация человек-специфичных вставок ретроэлементов L1 

Следующим объектом, для которого был применён метод TGDA, стало семейство ретротранспозонов L1, содержащее чс элементы, а также около 50 до сих пор активных представителей в геноме человека. Как и в случае HERV-K(HML-2), мы искали чс интеграции ретроэлементов. Работа проводилась в 2002-2003 годах, когда в базах данных не содержалось информации по геному шимпанзе, и единственным способом поиска чс элементов являлся экспериментальный анализ.

Поскольку подавляющее большинство L1 укорочено с 5' –конца, на первой стадии мы амплифицировали последовательности геномов человека (трейсер) и шимпанзе (драйвер), граничащие с 3'- концевыми районами L1(269). 

Мы выбрали последовательность 3'-нетранслируемого участка (3'UTR) L1 как цель для подбора праймеров, направленных наружу от L1 (схема расположения праймеров представлена на Рис. 1.4.3), поскольку район 3'UTR L1 высоко вариабелен среди различных семейств L1 человека, будучи в то же время относительно консервативным для представителей молодых групп L1. Это делает возможным дискриминировать эволюционно молодые L1. Были подобраны праймеры на позиции 311-335 и 352-378 консенсусных последовательностей 3'UTR семейств L1Hs (оно же: L1PA1) и L1PA2 (270). Это позволило селективно амплифицировать 3'- фланкирующие участки L1 этих двух молодых семейств, некоторые представители которых в геноме человека известны как активные транспозоны.

Оценочное число членов этих двух семейств в ДНК человека составляет 17.600, или 3,4% всех человеческих L1 (270). Селективная амплификация фланкирующих их последовательностей позволяет получить смесь достаточно упрощённую для того,  чтобы фрагменты реассоциировали за не слишком длительное для проведения эксперимента время. В этом исследовании при проведении ВГ использовались следующие условия: концентрация трейсера 1,9x10-12 M, концентрация драйвера 3,6x10-10 M, время реассоциации 14 часов. Согласно оценке, за это время должна пройти 99% реассоциация трейсера, а итогом должно стать 17-кратное обогащение ренатурировавших фрагментов трейсера фланками чс L1.

Продукты ВГ клонировали в E. coli, затем отсеквенировали последовательности вставок из 29 случайно отобранных клонов. Все вставки содержали ожидаемые фрагменты L1 семейств L1PA2 и L1Hs, что, как и в случае LTR HERV-K (HML-2), демонстрировало высокую селективность метода. Длины фланкирующих L1 последовательностей в составе клонов различались от 129 дo 621 нуклеотидов, со средней длиной 270 нуклеотидов. Поиск в GenBank позволил для 28 из этих фланков L1 обнаружить в базах данных гомологичные уникальные последовательности, в соответствующих локусах 9 из которых содержали полноразмерные L1 и 19 - 5'-укороченные.

Как и в случае LTR HERV-K(HML-2), с целью определения специфичности данных L1 для генома человека, проводился ПЦР-анализ (Рис. 1.4.3) со специфичными геномными праймерами (G1 и G2), фланкирующими интеграцию ретроэлемента, а также с праймером, специфичным для L1 (праймер T2). 

Из 29 отобранных клонов видоспецифичность интеграции определили для 26 последовательностей, 24 из них были чс, а 2 клона содержались также в геноме шимпанзе. Это говорит о том, что чс последовательности содержатся  приблизительно в 92% клонов библиотеки. Мы показали, что по крайней мере 3 последовательности L1 из 24 (13%) являются полиморфными в человеческой популяции. Три других клона из 29 не были охарактеризованы окончательно: не были получены продукты ПЦР с праймерами G1+G2, хотя результаты геномных ПЦР с парами праймеров G1+T2 свидетельствовали в пользу специфичности этих L1 для генома человека. 

Для того, чтобы найти значение обогащения вычтенной библиотеки по чс последовательностям, мы определили значения обогащения библиотеки по последовательностям 4 фланков чс L1, найденных в этой работе (для этого использовались локусы 3q14 (AF496639), 15q21 (AF496640), 1p21 (AF496647) и 13q32 (AF496650)). Во всех случаях продукты ПЦР появлялись на 2 цикла раньше при использовании “вычтенной” матрицы, чем при использовании “невычтенной”, что свидетельствует о (4-кратном обогащении полученной библиотеки чс последовательностями. 
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Рисунок 1.4.3. (А) Схема анализируемого локуса Хq25 геномов человека и шимпанзе. На схеме представлены ожидаемые продукты ПЦР-амплификации, а также указано расположение указанных праймеров. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации с использованием праймеров  Gfor/ Grev (Б), L1for/ Grev (В). Ч1, Ч2, матрица - ДНК человека; Ш1, Ш2, матрица - ДНК шимпанзе.  По итогам ПЦР-анализа анализируемое внедрение L1 было признано специфичным для ДНК человека.

Это экспериментально полученное значение обогащения 4 существенно меньше рассчётного (17, см. выше), что, по-видимому, вызвано исходно высоким содержанием чс последовательностей в “невычтенном” трейсере. Действительно, ~92% клонов обогащённой библиотеки являются чс L1. Это обозначает, что примерно четверть исходной “невычтенной” библиотеки составляют чс L1.

Эти факты ((1) фракция ДНК, использованная для ВГ, содержала 3'-фланки приблизительно 17.600 L1, (2) обогащение вычтенной библиотеки чс последовательностями составило 4, (3) чс фланки L1 занимают примерно 92% клонов вычтенной библиотеки) позволили оценить суммарное количество чс интеграций L1 в ДНК человека как ~4000 (17600 x 1/4 x 0,92). Позднее, при прямом сравнении опубликованных последовательностей геномов человека и шимпанзе, эта оценка была скорректирована до ~1200 элементов (271).


Большинство найденных чс L1 (70%) являются 5'-укороченными транспозонами, что хорошо согласуется с данными, опубликованными Буассино и др. (272, 273) для представителей эволюционно молодой группы LINE человека L1-Ta (от англ. transcriptionnaly active), 34% которой составляют полноразмерные L1s против 66% укороченных. Такие значения гораздо выше, чем среднее содержание полноразмерных L1 в геноме человека (менее 1%) среди всего множества L1(269). Это свидетельствует в пользу того, что в ходе эволюции генома L1 подвергались направленным делециям, сходным с направленным удалением L1 из GC-богатых локусов генома, описанным в работе Овчинникова и др. (274). 17% L1 содержат инверсии и 26% (7 ретроэлементов) содержат трансдуцированные 3'-фланкирующие последовательности, вероятно захваченные при ретропозиции L1 (275, 276). 

Все найденные в данной работе чс L1 принадлежали к группам L1PA2 и L1Hs. Лишь небольшая часть (26%) этих чс L1 принадлежала к группе Ta, которая известна как единственная транспозиционно активная в настоящее время группа L1. В этой работе нами было найдено внедрение L1, принадлежащего к группе L1PA2, которое является полиморфным в человеческой популяции. Следовательно, (i) по крайней мере два семейства L1 были активны в предковой линии человека после расхождения её с предковой линией шимпанзе и (ii) при поиске полиморфных интеграций L1 не следует ограничивать поиск группой L1 Ta.

Один чс L1 являлся представителем открытого в данной работе химерного семейства ретроэлементов U6-L1, детально описанного в следующем разделе.

1.4.3 Новое семейство химерных ретроэлементов эукариот


Пожалуй, наиболее неожиданным результатом анализа библиотеки чс внедрений L1 стало открытие нового семейства ретроэлементов, образованных при происходящей in vivo РНК-рекомбинации в ходе обратной транскрипции. Упомянутый механизм образования ретроэлементов впервые предложен коллективом авторов данной работы.


В ходе анализа полученной с помощью TGDA библиотеки чс L1-фланкирующих последовательностей, мы нашли один клон, соответствовавший внедрению ретроэлемента весьма необычной структуры, см. Рис. 1.4.4. Последовательность вставки была гомологична геномной ДНК человека хромосомного локуса 10p13 (код доступа в GenBank AL138764). Ретроэлемент представлял собой химеру полной копии U6 мя РНК с 3’-концевой частью L1. Последовательность ретротранскрипта была названа нами U6-L1 10p13. Её 5'-часть является полноразмерной последовательностью 

U6 мяРНК длиной 107 пн, 100% идентичная консенсусной последовательности человеческой U6 (взята из базы данных RepBase Update, http://www.girinst.org/server/RepBase/). Сразу за U6 следует  3'- концевая последовательность элемента L1 семейства L1Hs в прямой ориентации длиной 1324 пн. На своём 3'- конце эта последовательность несёт поли-А “хвост” длиной 40 пн. Химерный ретротранскрипт фланкирован прямыми повторами AAAAATGTTAAACCATGGGT длиной 20 пн. 

Гексануклеотид  TTAAAA, расположенный на 22 пн выше сайта интеграции U6-L1, идентичен последовательности T2A4, которую предпочтительно узнаёт эндонуклеаза L1 (L1-EN), инициирующая интеграцию L1 копий в соответствующие сайты генома (277, 278). 
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Рисунок 1.4.4. Схема строения химерного ретроэлемента U6-L1 из геномного локуса 10р13.

Предпринятый с помощью программы BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBLAT) поиск в геномных базах данных человека выявил 161 полноразмерную последовательность U6 мяРНК, от 85 дo 100% идентичную человеческой консенсусной последовательности U6. 

105 из этих 161 последовательности представляли собой одиночные гены или псевдогены U6, из них 52% (55 последовательностей) фланкированы короткими (12–20 пн) прямыми повторами и несут поли-(А) на своих 3’-концах. Другие 56 (35%) последовательностей U6 являлись химерными ретротранскриптами, сходными с изображённым на Рис. 1.4.4. Все такие химеры U6-3’-L1 фланкированы прямыми повторами длиной 11–21 пн, что свидетельствует об интеграции химеры как единой последовательности. Как и у химеры U6-L1 10p13, все они имели рядом со своими  5’- концами либо гексануклеотид TTAAAA, либо его производные с однонуклеотидными заменами A/G либо T/C.

Перечисленные выше особенности сайтов интеграции химер свидетельствуют о том, что их внедрения в геном были произведены интеграционным аппаратом ретротранспозонов L1. 

Далее встал вопрос, имеют ли все эти химеры U6-L1 общую предковую последовательность, либо же всякий раз они формировались заново, в ходе многих независимых событий. Существующие данные свидетельствуют в пользу второй гипотезы. Во-первых, структуры пограничных последовательностей на стыке U6- и L1- частей химер различаются во всех найденных химерах и, кроме того, L1-фрагменты разных элементов U6-L1 принадлежат к различным семействам L1, образованным разными мастер-генами. 
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Рисунок 1.4.5. Корреляция между дивергенциями U6 u L1 частей химерных ретроэлементов U6-L1 от соответствующих консенсусных последовательностей. Количество представителей ретротранскриптов каждого типа дано в скобках.

На Рис. 1.4.5 показана практически линейная корреляция между значениями дивергенции U6-фрагментов химер от консенсуса U6 и дивергенции L1-фрагментов химер от консенсуса соответствующей группы L1. Эти значения дивергенции отражают возраст соответствующих ретротранскриптов. Наиболее молодые и наименее дивергировавшие (различие с консенсусной последовательностью 0–2%) U6 элементы оказались объединены с представителями L1 молодых семейств – L1PA3, L1PA2 и L1Hs. Напротив, более (3‑8%) дивергировавшие последовательности U6 соединены с членами более старых семейств L1 - L1PA4, L1PA5, L1PA6, L1PA7 и L1PA8. 

Наконец, наиболее (8‑15%) дивергировавшие и, значит, старейшие, U6- фрагменты химеризованы с членами старейших семейств L1 - L1PA10, L1PA13, L1PA14, L1MB, L1MA4. Эта корреляция также доказывает, что в ходе эволюции происходило много независимых событий объединения U6 и L1, и что разные мастер-гены L1, функционировавшие каждый в свой временной период, участвовали в химеризации и интеграции  ретротранскриптов U6‑L1. Возраст старейших семейств L1, входящих в состав химер, составляет по крайней мере 100 миллионов лет (279), что подразумевает длительную эволюционную историю образования элементов U6-L1.

Самым простым механизмом образования химер могла бы быть интеграция копий U6 вплотную к 5’- концам предсуществующих 5’- укороченных L1, или наоборот, интеграция L1 сразу за 3’-концом геномной копии U6. В обоих случаях внедрившийся элемент (т.е. U6 или L1) должен быть фланкирован прямыми повторами, один из которых должен лежать на границе фрагментов U6 и L1. Но ни один из 56 химерных элементов не имел в своём составе такого повтора.

Химеры могли также возникнуть при интеграции L1 на определённом расстоянии ниже внедрения U6, и последующей транскрипции, инициированной промотором U6 и терминированной на сигнале полиаденилирования L1, сплайсинге РНК между 3’‑ концом U6 и сайтом в составе L1, и, наконец, обратной транскрипции и интеграции сплайсированной копии РНК. Хотя этот механизм и объясняет отсутствие повтора между частями U6 и L1, он слабо соответствует тому факту, что все U6-фрагменты химер объединены с L1-частями химер в разных точках последовательности L1. Чтобы объяснить наличие множества случайных точек объединения, необходимо допустить случайное распределение большого количества криптических акцепторных сплайс-сайтов вдоль последовательности L1. Кроме того, такой механизм подразумевает крайне неэффективную (280) транс-комплементацию химерного транскрипта белками ретропозиционно-компетентного L1. 

Принимая во внимание изложенные выше особенности химер, более вероятным способом их образования представляется рекомбинация между РНК L1 и U6 с последующей интеграцией рекомбинантов. Такая рекомбинация могла бы произойти при смене матрицы с одной РНК на другую в ходе обратной транскрипции (см. Рис. 1.4.6), как это показано для рекомбинации генома ретровирусов. Критическую роль в этом механизме может играть белок p40, кодируемый ORF1 ретроэлементов L1. Для этого белка известна способность формировать рибонуклеопротеидные комплексы с РНК L1 и неспецифически связывать РНК и одноцепочечную ДНК. Белок может образовать комплекс между РНК U6, белками интеграционного комплекса и мРНК L1.

 (Специфическое связывание р40 с определёнными последовательностями РНК также не следует исключать (281)). Такой вид рекомбинации мог играть важную роль в формировании генома путём комбинирования различных РНК с L1 с последующей интеграцией химерных продуктов в геном. 

Образование химер происходило вплоть до самого недавнего времени в эволюционной истории человека, поскольку некоторые интеграции U6-L1 уникальны для генома человека. Кроме того, по крайней мере одна интеграция химеры U6-L1 является полиморфной в человеческой популяции (Рис. 1.4.7). 
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Рисунок 1.4.7. Инсерционный полиморфизм химерного ретроэлемента U6-L1.

Другие химерные семейства ретроэлементов. Для того, чтобы понять, является ли случай U6-L1 уникальным примером проходящей in vivo рекомбинации транскриптов с последующей интеграцией в геномную ДНК, мы провели анализ геномных баз данных с целью поиска новых химер, образованных фрагментами других псевдогенов. Для этого в геноме человека были идентифицированы 735 псевдогенов наиболее часто встречающихся типов (50), дивергировавшие от своих консенсусных последовательностей от 0 до 10%, и для них был проведён детальный структурный анализ. 

Было установлено, что химерные ретротранскрипты, напоминающие U6-L1, могут образовываться и из других транскрибируемых компонентов генома (см. Табл. 1.4.2). Приведённые данные свидетельствуют, что геном человека содержит множество интеграций продуктов РНК-РНК рекомбинации разнообразных клеточных транскриптов. Найденное явление может являться ранее не известным важным механизмом образования новых генов путём комбинирования фрагментов уже существующих экспрессирующихся последовательностей.

Таблица 1.4.2. Результаты поиска химерных ретроэлементов среди наиболее распространённых в геноме человека семейств псевдогенов.
Тип РНК
Всего
Химеры
Alu
L1
мРНК

5S rRNA
40
3 (7,5%)
2 (5%)
1 (2,5%)
-

4,5S rRNA
7
-
-
-
-

tRNA Asn
24
-
-
-
-

L7 r.p.
40
-
-
-
-

L7A r. p.
21
-
-
-
-

L23A r. p.
33
-
-
-
-

L10 r. p.
34
-
-
-
-

L31 r. p.
40
2 (5%)
2 (5%)
-
-

L28 r. p.
7
-
-
-
-

7SK
33
-
-
-
-

7SL (SRP)
43
1 (2,3%)
1 (2,3%)
-
-

E1 snlRNA 
5
-
-
-
-

E2 snlRNA
5
-
-
-
-

E3 snlRNA
4
-
-
-
-

hY1
40
-
-
-
-

CYCLO
33
-
-
-
-

XBR (a-fet.)
2
-
-
-
-

XTR (a-fet)
2
-
-
-
-

U1 snRNA
40
-
-
-
-

U2 snRNA
40
-
-
-
-

U3 snRNA
40
8 (20%)
-
7 (17,5%)
1 (2,5%)

U4 snRNA
20
-
-
-
-

U5 snRNA
21
1 (4,8%)
-
1 (4,8%)
-

U6 snRNA
161
56 (34,8%)
?
56 (34,8%)
?

Суммарно
735
71 (9,6%)
5 (0,7%)
65 (8,8%)
1 (0,1%)

Затем поиск химерных ретроэлементов провели для всех остальных опубликованных геномных последовательностей.  При этом двухчастные структуры, аналогичные вышеописанным (Рис. 1.4.8), обнаружили во всех геномах млекопитающих, а также в геноме одного паразитического нитчатого гриба: в сумме в ДНК человека, мыши, крысы и гриба Magnaporthe grisea нашли 82, 116, 66 и 31 химеру, соответственно (Табл. 1.4.3). Химеры состоят из ДНК копий клеточных транскриптов, либо непосредственно объединённых друг с другом, либо, чаще, объединённых с 3’-концевой частью ретроэлементов, относящихся к LINE (например, L1). Клеточные транскрипты, соответствующие химерам, относятся к мРНК белок-кодирующих генов, рибосомным РНК, малым ядерным РНК, а также 7SL RNA (Табл. 1.4.3). 

Таблица 1.4.3. Сопоставление 5'- и 3'-концевых частей химерных ретроэлементов млекопитающих с известными последовательностями РНК.

Типa
Количество и доляb
Функцияc
Локализация РНКd


Человек
Мышь
Крыса



5’ –концевые части

U6
66 (82%)
111 (95%)
61 (93%)
мяРНК, сплайсинг
Ядрышко, ядро

U5
1 (1%)
0
0
мяРНК, сплайсинг
Ядрышко, ядро

U3
8 (10%)
2 (2%)
1 (1%)
мяРНК, процессинг рРНК
Ядрышко

5S рРНК
3 (4%)
3 (3%)
4 (6%)
Рибосомная РНК
Ядрышко, цитоплазма

7 SL
1 (1%)
0
0
SRP, сортинг белков
Ядрышко, цитоплазма

Alu
2 (2%)
0
0
Эгоистичная РНК
Ядрышко, ядро, цитоплазма

3’ terminal parts

L1
65 (80%)
103 (88%)
54 (82%)
Эгоистичная мРНК
Цитоплазма, ядро

мРНК
9 (11%)
9 (8%)
5 (8%)
мРНК генов
Цитоплазма

Alu
7 (9%)
0
0
Эгоистичная РНК
Цитоплазма, ядро, ядрышко

B1_Mm
0
2 (2%)
0
Эгоистичная РНК
Цитоплазма, ядро

B2_Mm1
0
1 (1%)
0
Эгоистичная РНК
Цитоплазма, ядро

B2_Mm2
0
1 (1%)
1 (1%)
Эгоистичная РНК
Цитоплазма, ядро

ID_Rn
0
0
5 (8%)
Эгоистичная РНК
Цитоплазма, ядро

4,5S РНК
0
0
1 (1%)
Рибосомная РНК
Цитоплазма, ядро

aНазвания клеточных транскриптов, соответствующих данной части химеры. Компоненты химер из генома гриба M. grisea не указаны, поскольку функция и локализация РНК WEIRD остаются неизвестными.

bКоличество и доля последовательностей данного типа среди химер.

cФункция соответствующих РНК в клетке.

Для химер характерны следующие общие свойства: (1) их 5’-концевые части являются полноразмерными копиями клеточных РНК; (2) 3’-части химер – это 5’-укороченные копии соответствующих РНК (в основном LINE); (3) обе части объединены в одной и той же ориентации относительно направления транскрипции; (4) химеры несут поли (A) хвост или А-богатый микросателлит на 3’ конце, (5) химеры фланкированы короткими прямыми повторами геномной ДНК пре-интеграционного сайта.

Последняя особенность подчёркивает, что эти элементы внедрялись в геном уже в виде двухчастных ДНК-копий. Все химеры млекопитающих несли выше 5' конца гексануклеотид T2A4 или его варианты (253, 282, 283), что соответствует уже упомянутой выше последовательности T2A4 , узнаваемой LINE-элементами для инициации обратной транскрипции (278). Одновременность интеграций обеих частей химер была затем подтверждена в ходе экспериментов, основанных на исследовании эволюционного инсерционного полиморфизма (ПЦР тест-система, аналогичная приведённой на Рис. 1.4.7) (253, 283).
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Рисунок 1.4.8. Схема двухчастных химерных ретроэлементов, найденных в геномах эукариот. Вставки в геномах млекопитающих расположены ниже мотива TTAAAA. Вставки в геномах млекопитающих и гриба содержат поли (А) последовательность или А-богатый микросателлит и фланкированы прямыми повторами геномной ДНК длиной 10-25 пар нуклеотидов. 

Количество химер в геномах мыши и крысы, по-видимому, недооценено, поскольку их 3’-концевые части иногда прерваны брешами в сборке геномных ДНК и отсутствуют в опубликованной геномной последовательности (23 и 33 случая, соответственно). Важно отметить, что создающий химеры механизм часто объединяет функциональные копии клеточных транскриптов, часто не имеющих ничего общего с мобильными элементами. Многие химеры можно рассматривать как новые гены, поскольку они транскрибируются, причём некоторые из них – тканеспецифически (253, 282, 284, 285).

По-видимому, все химерные ретроэлементы были созданы по механизму, аналогичному приведённому ранее на Рис.1.4.6. Хотя основной энзиматической активностью Обратной транскриптазы (ОТ) является синтез кДНК на неизменной матрице РНК, ОТ также способна к смене матриц в ходе обратной транскрипции. Например, известно, что «прыжки» ОТ ретровирусов с одного сайта матричной РНК на другой необходимы для образования LTR. Кроме того, поскольку ретровирусные частицы обычно содержат две молекулы матричной РНК (286), то высокая частота актов смены матрицы значительно увеличивает изменчивость ретровирусов путём рекомбинации между этими РНК (287). Именно эта рекомбинация, скорее всего, отвечает за мозаичные структуры большинства ретровирусов (288, 289). 

Помимо образования химерных ретрогенов, смена матриц при обратной транскрипции LINE могла сформировать некоторые химерные SINE-элементы (290), а также мозаичные структуры L1 элементов грызунов, скорее всего, образовавшиеся при РНК рекомбинации между разными мРНК L1 (291). Эволюция некоторых семейств LINE могла включать РНК-РНК рекомбинацию, приводившую к объединению 3’-концевой части LINE с новой последовательностью на 5’-конце. Это подтверждается тем, что 5’-нетранслируемые участки семейств L1 человека, мыши и крысы, негомологичны друг другу (292). Интересно, что для ОТ, кодируемой другим членом суперсемейства LINE - R2 из геномов членистоногих,  in vitro были описаны «прыжки» с одной матрицы на другую, при этом образовывались химеры R2-R2 (293).

Эта модель образования химер была позднее поддержана экспериментальными данными по ретротранспозиции L1 LINE элементов человека in vitro (294). Авторы охарактеризовали 100 событий ретротранспозиции de novo в клетках HeLa. Важно, что одна вставка (1%) представляла собой только что образованную химеру, состоящую из полноразмерной U6 мяРНК, объединённой с 5’-укороченным L1. Похожие результаты получили и in vivo на модели ретротранспозиции L1 в трансгенных мышах. 13% из 33 новых ретротранспозиций, по-видимому, являлись результатом смены матрицы в ходе обратной транскрипции (295). В этой связи интересно, что недавно была предложена гипотеза, согласно которой прыжки ОТ с РНК LINE на геномную ДНК могут повышать эффективность интеграции и, таким образом, могут быть востребованы в норме для успешного прохождения ретротранспозиции LINE (293, 295). 

Вцелом, все эти данные анализа геномов, эволюционных исследований, а также экспериментальные доказательства, убедительно свидетельствуют, что смена РНК-матриц может проходить в ходе обратной транскрипции LINE. Нам удалось найти соответствующие химеры во всех геномах млекопитающих, но не в ДНК амфибий, рыб и беспозвоночных. Однако же, химерные элементы были найдены в геноме гриба-паразита риса Magnaporthe grisea (296), что говорит о консервативности этого механизма среди представителей царств животных и грибов. 

Почему копии ядрышковых РНК так часто встречаются в составе химер?

5’- концевые части химер соответствуют ДНК-копиям ядрошковых РНК, тогда как 3’- концевые части являются копиями цитоплазматических РНК, включая транскрипты LINE. 3' концевые части – это в основном (> 80%) копии 5’-укороченных LINE (Табл. 1.4.3). Впрочем, в 12-20% химер 3' часть соответствует либо псевдогенам различных белок-кодирующих мРНК, либо ретропозонам SINE. В геномах млекопитающих, 5'-концевые части относятся в основном к псевдогенам, кодирующим малые ядерные РНК (мяРНК), включая U6 (82- 93%), U3 (1-10%) и U5 (0-1%). Другие псевдогены, встречающиеся с низкой частотой на 5’-конце – относящийся к SINE ретроэлемент Alu (0-2%), 7SL РНК (0-1%) и 5S рибосомная RNA (3- 6%). Все эти РНК характеризуются ядрышковой локализацией. U3 мяРНК вовлечена в процессинг рибосомной РНК в ядрышке (297). Хотя U5 и U6 как правило находятся вне ядрышка, в составе сплайсосом, но их созревание происходит именно в ядрышке (U6-2’-O-метилирование и псевдоуридилирование нуклеотидов) (298). РНК 7SL и Alu процессируются в ядрышке (299), так же как 5S рРНК (процессинг пре-рРНК). К сожалению, клеточная локализация РНК, соответствующей 5’-концу химер MINE из генома гриба M. grisea, пока так и не была установлена.

5’-конец MINE образован полноразмерной копией некодирующего транскрипта неизвестной функции длиной 1.1 т.п.н., названного  WEIRD, который конститутивно экспрессируется на высоком уровне (296). Ген, кодирующий U6 мяРНК, был идентифицирован в геноме M. grisea, но он оказался не связан с какими-либо химерными элементами (неопубликованные данные). 3’-часть MINE соответствует 5’-укороченным копиям относящегося к  LINE ретротранспозона MGL (296).  Поскольку MINE элемент структурно чрезвычайно похож на химеры млекопитающих, можно предположить, что РНК-прообраз его 5’ части (WEIRD), также локализуется в ядрышке, либо ассоциирована с рибонуклеопротеидами или РНК элемента MGL. 

Преобладание копий именно ядрышковых РНК на 5’ концах химер млекопитающих свидетельствует, что по крайней мере некоторые фазы жизненного цикла LINE связаны с ядрышком. В полном соответствии с этой гипотезой, Гудиер и соавторы (300) показали, что оба белка, кодируемых LINE человека (ORF1p и ORF2p) накапливаются в ядрышке. Авторы идентифицировали функциональный сигнал ядерной локализации в составе ORF2p (ОТ/интеграза) и установили, что ORF2p локализуется в ядрышках культивируемых клеток. ORF1p в основном находился в цитоплазме, но в некоторых клетках помимо цитоплазмы этот белок накапливался также и в ядрышках, колокализуясь с ORF2p. Таким образом, в ядрышке с высокой вероятностью можно ожидать и присутствия РНК LINE, связанной с белками ORF1p и ORF2p в рибонуклеопротеидный комплекс.

Впрочем, обратная транскрипция LINE точно не может быть ограничена ядрышком. В противном случае, большинство LINE были бы интегрированы в состав генов рибосомных РНК, которые и являются центрами формирования ядрышек. В реальности такой колокализации не наблюдается (273). 

Вторая гипотеза постулирует, что некоторые ядрышковые РНК могут осуществлять защитную роль, препятствуя размножению LINE в геноме. Поскольку 3’– концевые LINE всегда соответствовали оборванным с 5’-конца копиям полноразмерных ретротранспозонов, то химеры могли бы быть образованы в результате неудачных актов ретротранспозиции. Согласно этой теории, укороченность с 5’-конца свежеинтегрированных LINE может быть следствием атак некоторых РНК на ретротранспозиционный комплекс. Гипотеза хорошо согласуется с тем фактом, что  U6 мяРНК является ключевым атакующим компонентом сплайсосомы, который может воздействовать на другие РНК. Как показано для трёх геномов млекопитающих, характер распределения участков обрыва интегрированных копий укороченных одиночных LINE и LINE в составе химер практически полностью совпадал (Рис. 1.4.9). Примечательно, что ОТ L1 LINE характеризуется по крайней мере пятью участками в составе РНК L1, где этот фермент делает паузы (301). Эти участки совпадают с некоторыми «горячими точками» обрыва LINE и химеризации (Рис. 1.4.9). 
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Рисунок 1.4.9. Сопоставление частот 5’-обрыва и частот химеризации вдоль последовательностей L1 млекопитающих. Серые колонки показывают частоты  5’-обрывов L1 на 100 нуклеотидов, частоты химеризации показаны чёрным (масштабные отрезки даны слева). Для всех трёх исследованных геномов видна кокластеризация участков обрыва и химеризации в 3’-концевой части L1. Точки химеризации всех L1-содержащих химер млекопитающих сопоставляли с участками обрыва для  случайно отобранных 250 человеческих, 350 мышиных и 210 крысиных L1. Стрелками показаны участки транскрипционных пауз, обнаруженные для ОТ L1 человека при обратной транскрипции матрицы L1 in vitro.

В экспериментах in vitro с ОТ LINE R2 было показано, что смена РНК-матрицы могла происходить лишь в случае, когда ОТ достигала 5’ конца исходной РНК-матрицы (293). Если это верно и для ОТ L1, то смена матрицы и образование химерных ретроэлементов возможны только на 5’ конце исходной РНК. Иными словами, РНК-матрица, соответствующая 3’ концевой части химеры, в этом случае должна быть никирована или повреждена. 

Ранее уже сообщалось, что 5’ –укороченные РНК LINE человека и мыши могут образовываться in vivo в результате сплайсинга (302).
Третья гипотеза, по-видимому, наиболее реалистичная, объясняет присутствие рибонуклеопротеидов LINE в ядрышке необходимостью модификации их РНК, что может требоваться для активации ретротранспозиции (300). Эта гипотеза во многом базируется на том факте, что многочисленные модификации РНК осуществляются именно в ядрышке, причём многие такие модификации пока остаются неохарактеризованными. Кроме того, ядрышко может быть тем клеточным компартментом, где осуществляется окончательная сборка рибонуклеопротеидного комплекса LINE, аналогично тому, что было показано для некоторых ретровирусов (303). Обнаружение функционального консервативного сигнала ядрышковой локализации в составе ОТ LINE млекопитающих подкрепляет эту гипотезу (276). Ранее предполагалось, что рибонуклеопротеидный комплекс LINE пре-формируется в цитоплазме, а затем проходит в ядро. Согласно обсуждаемой гипотезе, этот комплекс далее переносится в ядрышко, где происходит его окончательная сборка и созревание. При созревании, некоторые распространённые ядрышковые РНК могут быть случайно захвачены рибонуклеопротеидом LINE, особенно его РНК-связывающим белком ORF1p. Затем созревший ретротранспозиционный комплекс выходит из ядрышка и ассоциирует с геномной ДНК, где и происходит сопряжённая обратная транскрипция. На этой стадии, с небольшой частотой могут происходить обратно-транскрипционные паузы (301). Паузы могут сопровождаться диссоциацией ОТ с исходной РНК-матрицы, в результате чего появляется новая  5’-укороченная копия LINE, или же может происходить «перескок» ОТ на новую РНК-матрицу, захваченную рибонуклеопротеидом LINE в ядрышке, при этом образуется химерный ретроэлемент. Гипотеза объясняет высокую частоту химеризации с последовательностями U6 как  следствие высокой аффинности к ней РНК-связывающего белка LINE. Действительно, для U6 ранее была показана высокая аффинность к белкам Gag различных ретровирусов и LTR ретротранспозонов. Помимо прочего, эти белки являются шаперонами нуклеиновых кислот, функционально близкими белку LINE ORF1p (304), и молекулы U6 даже часто захватываются ретровирусными частицами (305, 306). 

Некоторые особенности химерных ретроэлементов грибов

Семейство химерных ретроэлементов MINE из генома гриба Magnaporthe grisea  уже упоминалось выше (296). 5’-концевые части MINE соответствуют полноразмерной копии некодирующего транскрипта неизвестной функции длиной 1.1 тпн, называемого  WEIRD. 3’ –концевая часть MINE соответствует 5’-укороченым копиям MGL LINE грибов (296). Инсерция одной копии MINE произошла буквально на глазах у исследователей, так что механизм образования химер у грибов активен и в настоящее время (296, 307). Систематический анализ геномных баз данных выявил для M. grisea 31 такой химерный ретроэлемент. 

Как уже указывалось выше, функция РНК WEIRD пока остаётся неизвестной. В серии экспериментов по гибридизации in situ с зондами, специфичными для WEIRD, внутриклеточную локализацию WEIRD установить нам не удалось из-за чрезвычайно низкой проницаемости клеточной стенки M. grisea. При этом при помощи количественной ОТ-ПЦР был показан высокий уровень экспрессии WEIRD относительно двух генов домашнего хозяйства на всех стадиях жизненного цикла гриба. Содержание WEIRD в клетках сравнимо с РНК гена домашнего хозяйства Ilv5 (35, 20 и 61% от уровня транскрипции Ilv5 на различных стадиях). WEIRD экспрессируется дифференциально, причём повышенный уровень её содержания показан при инфекции гриба в растение (2-кратное превышение относительно содержания WEIRD в мицелии, Табл. 1.4.4). В то же время, ретротранспозон MGL транскрипционно более активен в спорах гриба. 

Таблица 1.4.4. Транскрипционная активность WEIRD и MGL относительно уровней экспрессии генов Ilv5 и Ef1
 
Ген домашнего хозяйства
Мицелий
Споры 
Инфекция 0 часов
Инфекция 8 часов
Инфекция 24 часа

WEIRDa
Ef1
1.6±0.5
1.7±0.8
-
1.0±0.4
2.5±0.8


Ilv5 
35. 2±7.8
20.6±5.2
-
35.0±6.5
61.2±12.2

MGLa
Ef1 
2.8±0.9
8.9±2.0
-
1.3±0.7
2.4±0.4


Ilv5 
60.2±14.5
108.2±14.3
-
44.0±6.6
58.2±10.9

aОтносительная транскрипция, % относительно уровня транскрипции соответствующего гена домашнего хозяйства.
Биоинформатический анализ показал, что WEIRD не является мобильным элементом, поскольку все геномные копии этой РНК были объединены с MGL LINE в составе химерных ретроэлементов. Одиночных копий WEIRD найдено не было. Отсутствие исходного гена WEIRD в базах данных, по-видимому, связано с незавершённостью проекта по секвенированию генома M. grisea (308). В других геномах также не было найдено последовательностей, гомологичных WEIRD. 

Таким образом, WEIRD (1) не является мобильным элементом, (2) экспрессируется на всех стадиях жизненного цикла и (3) не кодирует белок. Это позволяет предположить, что WEIRD может являться функциональной конститутивной некодирующей РНК.

Помимо  31 MINE, в геноме M. grisea был найден также новый двухчастный химерный элемент, состоящий из копии WEIRD, объединённой с 5’-укороченным ретротранспозоном Mg-SINE. Химера WEIRD-MgSINE фланкирована прямыми повторами длиной 12 пар нуклеотидов. Mg-SINE – это неавтономный ретроэлемент, относящийся к группе SINE (309). Для размножения в геноме он использует стратегию  “молекулярной мимикрии” относительно последовательности MGL. 3’ конец Mg-SINE гомологичен 3’ концевому фрагменту MGL, который используется для праймирования обратной транскрипции (310, 311). По-видимому, это свойство Mg-SINE обуславливает его узнавание ретропозиционным аппаратом MGL.

Кроме того, нам удалось обнаружить химерный элемент, состоящий из трёх частей (Рис. 1.4.11). На 5’ конце располагалась полноразмерная копия WEIRD, объединённая с 5’-укороченным Mg-SINE, который, в свою очередь, был объединён с  5’-укороченным MGL. Химера фланкирована прямыми повторами длиной 14 пар нуклеотидов, что доказывает одновременную интеграцию в геном всех её компонентов. 

В серии ОТ-ПЦР экспериментов мы показали, что многие химерные элементы грибов транскрибируются. Для этого проводилась амплификация с праймерами, специфичными для MINE: один на 5’-концевую часть WEIRD (в прямой ориентации), а другой – на 3’ концевой участок MGL (в обратной ориентации; Рис. 1.4.10). Некоторые MINE экспрессировались в мицелии, спорах и при инфекции. Секвенирование ОТ-ПЦР продуктов позволило идентифицировать три транскрипционно активные копии MINE: MINE-A (полосы 1 и 5), MINE-B (полосы 2 и 4) а также MINE-C (полоса 3) (коды доступа в GenBank EF585235-EF585237).
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Рисунок 1.4.10. Транскрибируемые химеры MINE,  найденные на разных стадиях жизненного цикла M. grisea. Продукты nested ОТ-ПЦР разделяли в агарозном геле и окрашивали бромистым этидием. Стрелки внизу обозначают сайты посадки праймеров Продукты ОТ-ПЦР выделяли из геля и секвенировали (полосы 1-5, в середине). Для дальнейшей специфической амплификации каждого индивидуального химерного элемента в ходе количественной ОТ-ПЦР, использовалась комбинация праймеров q1+q2. Каждый праймер q1 специфичен участку стыка WEIRD-MGL для исследуемого элемента MINE.

 На самом деле, транскрибируемых химер, по-видимому, больше, чем три, поскольку многие такие элементы обладают длинными частями, сформированными MGL (до 5 т.п.н.), которые не могут быть эффективно амплифицированы в ходе ОТ-ПЦР. Для определения уровня транскрипции обнаруженных экспрессирующихся MINE, провели ряд количественных ОТ-ПЦР экспериментов с праймерами, специфичными для стыков WEIRD-MGL (праймеры q1 и q2 на рисунке 1.4.10). Результаты приведены в таблице 1.4.5. MINE-A, MINE-B и MINE-C на разном уровне транскрибируются на всех исследованных стадиях жизненного цикла гриба. 

MINE-B экспрессируется конститутивно на всех стадиях, тогда как MINE-A и MINE-C более активны при инфекционном проросте, что совпадает с данными, полученными ранее для WEIRD, а в спорах транскрипция MINE-A понижена (x 0.5 относительно мицелия). Дифференциальная транскрипционная активность химер может отражать выполнение ими какой-либо функциональной нагрузки в клетках гриба.

Таблица 1.4.5. Экспрессия MINE-A, -B и -C относительно генов домашнего хозяйства Ilv5 и Ef1
Стадия
MINE-A
MINE-B
MINE-C


О.т.a (Ef1)
О.т.a (Ilv5)
О.т.a (Ef1)
О.т.a (Ilv5)
О.т.a (Ef1)
О.т.a (Ilv5)

мицелий
4.4±1.6
70.1±14.5
4.4±0.2
71.2±5.1
1.4±0.1
24.1±8.5

спора
2.1±0.4
20.0±0.7
4.7±0.5
44.6±1.7
2.8±0.3
26.4±1.0

инфекция 24 часа
10.4±1.0
154.3±17.8
4.3±1.24
64.4±10.2
3.1±0.6
42.7±7.4

aОтносительная транскрипционная активность, % от уровня транскрипции соответствующего гена домашнего хозяйства. 


Пожалуй, наиболее интересным результатом анализа химер грибов оказалось то, что смена матрицы проходит только по специфическим нуклеотидным позициям в составе исходной РНК. 3’ концевые части химер, как правило, сформированы фрагментами MGL LINE. Длина этих фрагментов варьирует от 230 до 5461 3’-концевых нуклеотидов MGL. Анализ последовательностей 33 химер позволил картировать 28 различных точек химеризации в составе последовательности MGL. В шести случаях, одна и та же точка использовалась при образовании двух различных элементов. То есть, смена матриц осуществлялась по одной и той же нуклеотидной позиции РНК-матрицы в ходе формирования шести пар химер. Анализ 28 точек химеризации показал, что они расположены не случайным образом в составе РНК MGL (таблица 1.4.6). 


Точки смены матрицы соответствовали особому мотиву нуклеотидной последовательности, который присутствовал также и в точках химеризации в составе Mg-SINE. Всем им соответствовала консенсусная последовательность GCC*A/U, где * обозначает участок возможной смены матрицы. Обратная транскриптаза MGL копирует матрицу до нуклеотида A/U в составе мотива, где она может «перепрыгнуть» на другую РНК перед триплетом GCC. 

Таблица 1.4.6. Репрезентативные точки химеризации, найденные в геноме M. grisea
№ химерыa
РНК-матрицаb
Вышележащая посл-тьc
Нижележащая 

посл-тьd

34
MGL
CGCAGC
 ATTCG

24
MGL
TATGCT
 ATATT

23
MGL
AGCGCC
 TCCGG

4
MGL
GGGGTC
 TTAGA

15
MGL
GGGGTC
 TTAGA

14
MGL
TGGGCC
 TTTCT

13
MGL
GGAGCC
 CGAGG

12
MGL
GGAGCC
 CGAGG

9
MGL
TTGGCC
 ATGAG

8
MGL
TTGGCC
 ATGAG

6
MGL
ATAGCC
 ACCAA

5
MGL
ATAGCC
 ACCAA

2
MGL
ACTGCC
 TTTTC

1
MGL
GCCGTC
 AGACG

7
MGL
CAAGCT
 TCGGG

16
MGL
TGGGCC
 GCTTT

32
MgSINE
GCCGTC
 AGACG

33
MgSINE
CCCGCC
 TGTGC

Консенсус. посл-ть
Все типы
---GCC
A/T----

aДетальное описание химер дано в работе (285).
bТип РНК-матрицы.

cВышележащая нуклеотидная последовательность относительно участка смены матрицы.

dНижележащая нуклеотидная последовательность относительно участка смены матрицы.

Надо заметить, что РНК полноразмерного MGL имеет 87 мотивов GCC(A/U) и гораздо больше – участков с однонуклеотидными заменами, тогда как только лишь небольшая их часть используется при химеризации in vivo. Учитывая, что шесть таких сайтов являются “горячими точками” РНК рекомбинации, очевидно, что наличие мотива необходимо, но не достаточно для смены матрицы. Мы постулировали, что точки химеризации расположены в структурированных участках РНК-матрицы. Такие участки могут быть труднопроходимы для ОТ. Похожая ситуация наблюдается для химер млекопитающих, где многие точки химеризации примерно соответствуют наблюдаемым участкам паузы ОТ (301, 312). В согласии с выдвинутой гипотезой, In silico вокруг точек химеризации в геноме гриба были предсказаны участки выраженной вторичной структуры РНК (Предсказанные структуры размещены в Интернет по адресу:

http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-2164-8-360-s2.doc. 


Остаётся неясным, почему ОТ диссоциирует непосредственно перед триплетом GCC. Для многих ОТ известно, что их процессивность зависит от нуклеотидного состава РНК-матрицы. Можно предположить, что мотив GCC, в особенности находящийся в составе шпильки, является труднопроходимым местом для ОТ MGL, что может приводить к временной остановке фермента в этом месте или же к диссоциации и смене матрицы.


В заключение следует упомянуть, что вышеуказанный механизм химеризации не включает какого-либо специфического спаривания нуклеотидов между новосинтезированной кДНК и второй РНК-матрицей, поскольку никаких участков микро- или протяжённых гомологий между ними обнаружено не было.

Тройные химеры и уточнение схемы образования химерных элементов


Обнаруженный в нашей работе тройной элемент грибов (Рис. 1.4.11) доказывает, что в ходе LINE-опосредованной РНК рекомбинации in vivo может происходить более чем один акт смены матрицы. Наиболее вероятным механизмом образования тройных химер является двойная смена матрицы при ретротранспозиции LINE (Рис. 1.4.12). Скопировав 3’-концевые 4369 нуклеотидов MGL LINE (полная длина MGL составляет ~6 т.п.н.), ретропозиционный комплекс переключается на другую РНК и добавляет к кДНК ~350-нуклеотидный 3’-концевой фрагмент элемента Mg-SINE. 

Затем, не закончив синтез комплементарной цепи Mg-SINE, ОТ меняет матрицу во второй раз и прибавляет к двухчастной кДНК ещё и полноразмерную копию WEIRD (1113 нуклеотидов). После лигирования химеры и репарации геномной ДНК, элемент оказывается фланкирован 14-нуклеотидными прямыми повторами – дупликациями преинтеграционного сайта.
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Рисунок 1.4.11. Схема обнаруженных тройных элементов из геномов M.grisea (A), человека (Б) и мыши (В). Только элементы гриба и мыши фланкированы прямыми повторами и, соответственно, могут, рассматриваться как тройные химеры.


Ранее в геноме человека были найдены два тройных элемента (282, 284) (Рис. 1.4.11). Один из них интегрирован в протяжённый микросателлитный локус, другой – в АТ-богатую последовательность. Поэтому идентифицировать прямые повторы для них не удалось. 


Однако же, в геноме мыши были обнаружены два новых тройных химерных ретроэлемента, фланкированных 15- и 16-нуклеотидными прямыми повторами (Рис. 1.4.11). Химеры состояли из блоков B2 SINE, U6 мяРНК и L1 LINE. Тройные химеры в геномах таких эволюционно отдалённых организмов, как млекопитающие и нитчатые грибы свидетельствуют, что двойные акты смены матрицы в ходе обратной транскрипции LINE, возможно, являются не исключением, а консервативным механизмом перестройки эукариотической ДНК.
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Рисунок 1.4.12. Механизм образования химер при помощи энзиматического аппарата LINE. (1) преинтеграционный комплекс LINE связывает РНК LINE, SINE или другую РНК в цитоплазме. (2) Рибонуклеопротеид транспортируется в ядро. (3) Обратная транскрипция связанной РНК, праймированная одноцепочечным разрывом в геномной ДНК (target site primed reverse transcription). (4A) Успешная интеграция кДНК в геномную ДНК. (4B) Смена матрицы на другую РНК в ходе обратной транскрипции. (5A) Интеграция двойной химеры в геномную ДНК. (5B) Вторая смена матрицы на другую РНК с последующей репарацией ДНК приводит к образованию интеграции тройного химерного ретроэлемента, фланкированной прямыми повторами. Нормальная последовательность событий при ретротранспозиции LINE: (1)- (2)- (3)- (4A).
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2. Анализ транскрипционной активности геномных повторов 

Работа по этому проекту выполнялась группой исследователей, включающей Е.В.Гогвадзе, Е.А.Ковальскую-Александрову, Т.В.Чалую, Е.Д.Свердлова, а также А.А.Буздина. Основной объём экспериментальной работы был выполнен Е.А.Ковальской-Александровой и Е.В.Гогвадзе, общее руководство работой осуществлял Е.Д. Свердлов, идея метода GREM, его разработка и выбор объекта – заслуга диссертанта.

2.1 Введение

Повторяющиеся элементы образуют значительную часть большинства эукариотических геномов, и крупномасштабные исследования их транскрипционной активности привлекают всё больший интерес. Многие геномные повторы появляются при встройках мобильных элементов. Ретроэлементы, представители мобильных элементов, которые размножаются посредством своих РНК-копий, это единственная транспозиционно активная группа мобильных элементов у млекопитающих. В ДНК позвоночных, ретроэлементы занимают 30-40% всего генома (50, 313-315). Являясь мобильными переносчиками модулей транскрипционной регуляции, ретроэлементы могут изменять регуляцию активности генов хозяина, в частности, генов, вовлечённых в эмбриональное развитие, что делает их вероятными кандидатами на роль участников процесса видообразования (316). 

Недавно было показано, что ретроэлементы могут направлять транскрипцию соседних уникальных последовательностей генома хозяина (317, 318). Многие типы геномных повторов транскрибируются in vivo (319, 320). Однако же, значительная доля таких экспрессирующихся повторов является частью транскриптов большего размера, считываемых с вышележащих геномных промоторов. Обычные и популярные методы анализа транскриптома, такие, как ОТ-ПЦР, дифференциальный дисплей (102, 321), вычитающая гибридизация (11, 12, 77), серийный анализ генной экспрессии (SAGE) (322) и микрочиповая гибридизация, не позволяют проводить различия между транскриптами, насквозь прочитанными с вышележащих промоторов, и теми, которые обязаны собственной транскрипционной активности геномных повторов. Различные модификации метода 5’ RACE (англ. rapid amplification of cDNA ends – быстрая амплификация концов кДНК) позволяют точно находить участки старта транскрипции (257), но не могут быть использованы для количественного и крупномасштабного скрининга транскрипционной активности. Нашей целью являлась разработка полно-транскриптомной стратегии, которая позволяла бы проводить исчерпывающие исследования собственной промоторной активности повторяющихся элементов. Для этого мы постарались комбинировать преимущества, предоставляемые техникой 5’-RACE и методами гибридизации нуклеиновых кислот.

В нашей группе был разработан метод, названный GREM (Genomic Repeat Expression Monitor), основанный на гибридизации тотальных пулов 5’-концевых частей кДНК с полногеномными пулами ДНК, фланкирующей повторяющиеся элементы, с последующей селективной ПЦР амплификацией получающихся гибридных дуплексов геномной ДНК и кДНК. Библиотека гибридных молекул кДНК\геномной ДНК, полученная таким образом, может использоваться как набор маркеров для индивидуальных транскрипционно активных повторов. Метод является как качественным, так и количественным, поскольку частота встречаемости тех или иных маркёров пропорциональна промоторным активностям соответствующих им повторяющихся элементов.

Мы применили GREM для полногеномной идентификации промоторно-активных эндогенных ретровирусов, специфичных для ДНК человека (чсЭРВ). Как было указано выше, HERV-K (HML-2)  - это единственное семейство эндогенных ретровирусов, содержащее членов, уникальных для генома человека (251, 261). Эта группа, члены которой не только сохранили свою транскрипционную активность (323) , но, возможно, по-прежнему обладают некоторым инфекционным потенциалом (263, 324), является одной из наиболее биологически активных ретровирусных семейств генома человека (325-327). Основная часть ЭРВ претерпела гомологичную рекомбинацию по последовательностям своих LTR, так что в настоящее время это семейство представлено, в основном, одиночными LTR (254, 328). Как указывалось выше, чс LTR обладают значительным сходством первичной последовательности и образуют отдельное семейство (названное HS) (251, 261). HS семейство характеризуется диагностическими нуклеотидными заменами по ряду позиций своей консенсусной последовательности (251). Семейство HS на 86% состоит из последовательностей, уникальных для генома человека, и содержит 156 последовательностей. HS-семейство представлено фрагментами полноразмерных провирусов HERV-K (HML-2) (11.5% представителей), делетированных провирусов (5.2%), или одиночных LTRs (83.3%). Ниже будет детально описан метод GREM и результаты, полученные при помощи этого экспериментального подхода для характеристики транскрипционной активности чсЭРВ in vivo. 

2.2 Метод GREM: полногеномный поиск промоторно-активных повторов


Особенности метода GREM. Насколько мне известно, GREM (Genomic Repeat Expression Monitor) является единственным на сегодняшний день полно-транскриптомным подходом, позволяющим детально исследовать собственную промоторную активность повторяющихся элементов и отбросить фон «сквозной» транскрипции через последовательность повтора. Получаемая при помощи GREM клонотека может использоваться как набор маркёров индивидуальных транскрипционно активных повторяющихся элементов. GREM объединяет преимущества метода 5’ RACE и гибридизации нуклеиновых кислот. Метод основан на том, что промоторно-активные геномные повторы инициируют транскрипцию со своих собственных внутренних последовательностей, так что соответствующие транскрипты содержат фрагмент последовательности повтора на своих 5’-концах. Это выполняется для всех основных классов ретроэлементов: LTR-содержащих, LINE и SINE (269, 329, 330). Поэтому мы старались специфично выделить фракцию транскриптов, содержащих последовательность повтора на 5’ конце. Было показано, что количество индивидуальных маркёров в библиотеке пропорционально содержанию мРНК, считываемой с соответствующего промоторно активного повтора. В наших модельных экспериментах, GREM использовался для полногеномного исследования особенностей транскрипционной активности LTR семейства HS в клетках зародышевого пути человека (паренхима яичка) и в соответствующем злокачественном новообразовании (семинома). 

Транскрипция LTR полноразмерного провируса может приводить к образованию двух видов продуктов: РНК вирусных генов (если инициируется на 5’ LTR, см. Рис.2.2.1), либо, в случае промоторной активности 3’ LTR, РНК уникальных не-вирусных последовательностей, которые фланкируют провирус с 3’ конца.
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Рис. 2.2.1. Схема транскрипционной активности одиночных (слева) и провирусных (справа) LTR. Транскрипция с провирусного 5’ LTR даёт РНК вирусных генов, тогда как экспрессия одиночных или 3’ провирусных LTR приводит к транскрипции геномных последовательностей хозяина, фланкирующих 3’ конец ретроэлемента.

Метод GREM, схематично представленный на Рис. 2.2.2, состоит из трёх основных стадий: (1) синтез полноразмерной библиотеки кДНК, молекулы которой несут специфическую маркёную последовательность, введённую на 5’ конец кДНК, (2) селективная ПЦР-амплификация геномных последовательностей, фланкирующих повтор, и (3) гибридизация кДНК и фрагментов, фланкирующих повторы, с последующей ПЦР-амплификацией гетеродуплексов геномной ДНК\кДНК.
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Рис. 2.2.2. Схема метода GREM (детальное описание дано в тексте). Протокол включает три основные стадии: (1) полногеномная амплификация 3’-концевых геномных фланков исследуемой группы повторяющихся элементов (на данном примере, HS LTR). Обработка получившегося ампликона экзонуклеазой ExoIII образует 5’-выступающие концы, которые пригодятся на третьей стадии. (2) Синтезируется олиго (Т)-затравленная библиотека кДНК из интересующей ткани (тканей). На этой стадии, в кДНК вводится последовательность линкерного олигонуклеотида (CS) непосредственно по позиции транскрипционного старта РНК, при помощи эффекта “cap-switch”. кДНК фрагментируется рестриктазой AluI, которая не имеет сайтов узнавания в составе последовательности HS LTR. Эта манипуляция предотвращает последующую амплификацию последовательностей LTR, транскрибируемых «насквозь» с вышележащих промоторов. (3) Наконец, ампликон геномной ДНК (стадия 1) гибридизуют с 5’ –маркированной кДНК (стадия 2). Выступающие концы ДНК заполняются ДНК полимеразой, а получившиеся гибриды геномной ДНК\кДНК (ELT) амплифицируются в ходе nested ПЦР с праймерами, специфичными для  адаптора, фланкирующего геномную ДНК, и для маркёрной последовательности, введённой на 5’ конец кДНК.

Первая стадия GREM нацелена на амплификацию полноразмерных молекул кДНК, маркированных с 5’ конца введённой последовательностью адапторного олигонуклеотида (CS в нашем случае).  Такое мечение достигается благодаря применению эффекта “cap-switch” в ходе синтеза кДНК. Достигнув 5’ конца мРНК-матрицы, олиго(dT)-праймированная ревертаза нематрично добавляет несколько добавочных дезоксицитидиновых нуклеотидов на 3' конец кДНК. При этом олигонуклеотид, содержащий олиго-рибо(G) последовательность на 3' конце, гибридизуется на дезоксицитидиновый трэк, что образует праймер, позволяющий ревертазе сменить матрицу и дополнительно досинтезировать на 3’ конец первой цепи кДНК последовательность адаптора. Этот подход позволяет достаточно точно помечать 5’ концы кДНК, соответствующие точкам старта транскрипции (Рис. 2.2.2). Затем на матрице первых цепей получают вторые цепи кДНК. Перед стадией гибридизации (3), кДНК обрабатывают рестриктазой AluI для предотвращения фоновой амплификации транскриптов, читаемых «насквозь» с вышележащих промоторов относительно направления транскрипции со стандартного промотора LTR (Рис. 2.2.2, стадия 1, шаг “обработка AluI”). Фермент AluI был выбран, поскольку в консенсусной последовательности HS LTR не содержится рестриктных сайтов для этой частощепящей Эндонуклеазы. Обработка кДНК ферментом AluI (Рис. 2.2.2) снижает выход фоновых продуктов на следующей стадии.

На второй стадии проводилась селективная ПЦР-амплификация геномных локусов, фланкирующих 3’ концы HS LTR. Гибридизация кДНК с получаемым ампликоном используется для селекции именно тех молекул кДНК, которые содержат последовательность HS LTRs на 5’ конце. Амплификация геномных фланков – это критически важный шаг, обеспечивающий специфичность всей процедуры в целом. Nested ПЦР позволяет проводить селективную амплификацию всех последовательностей, фланкирующих интересующие семейства геномных повторов, тогда как амплификация кДНК не могла бы предоставить такую же высокую селективность, поскольку точные позиции точек старта транскрипции в составе последовательности повтора могут варьировать для различных индивидуальных повторов (318, 331, 332) и, поэтому, дизайнирование подходящих праймеров для ПЦР было бы проблематично.

Для амплификации геномных участков, фланкирующих LTR, геномная ДНК человека была фрагментирована рестриктазой AluI, к полученным фрагментам был лигирован синтетический  GC-богатый адапторный олигонуклеотид длиной 45 нуклеотидов (A1A2), а затем была проведена nested ПЦР амплификация с использованием HS LTR- и адаптор-специфических праймеров. Последовательность HS LTR не содержит рестриктных сайтов AluI, при этом эта рестриктаза образует сравнительно короткие фрагменты ДНК, на которые не действует эффект ПЦР-селекции по размеру фрагмента (68). Как было ранее показано, использование GC-богатых адапторов минимизирует фоновую амплификацию по механизму супрессии ПЦР (19, 80, 97), что приводит к практически 100%-селективной амплификации целевой фракции генома. 

Ампликоны LTR-фланкирующих последовательностей обрабатывали экзонуклеазой ExoIII для создания 5’ выступающих концов, которые требуются на стадии (3) для предотвращения фоновой кросс-гибридизации между LTR-содержащими последовательностями. Ранее мы показали, что ExoIII может быть использована для удаления адапторных последовательностей из состава молекул гибридизационной смеси (18, 19). При используемых условиях, ExoIII удаляет нуклеотиды со скоростью порядка ~5 нуклеотидов в минуту, что позволяет более-менее точно удалить ~30 3’-концевых нуклеотидов из состава ампликонов HS LTR. На последней стадии, рестрицированная кДНК гибридизуется с 3’-геномными фланками LTR. Для того, чтобы селективно амплифицировать гетеродуплексы, содержащие как геномные фланки LTR, так и 5’ концевые фрагменты кДНК, образованных благодаря промоторной активности LTR, мы проводили ПЦР с праймером на 5’маркёрную последовательность в составе кДНК и праймер A2, специфичный для адаптора, лигированного к геномной ДНК. Для повышения специфичности, далее проводился дополнительный раунд ПЦР с праймерами A4 и LTRfor3 (Рис. 2.2.2). 

В результате амплифицировались только целевые гетеродуплексы, но не дуплексы с кДНК, не связанной с экспрессией LTR, либо же содержащей насквозь прочитанные LTR. Фон, который потенциально может быть создан LTR, протранскрибированными насквозь в прямом направлении, пренебрежимо мал. Исследование баз данных транскрибируемых последовательностей человека выявило 38 транскриптов, содержащих «сквозные» (англ. read-through) HS LTR, среди них - только 4 LTR в прямой ориентации; рестрикция AluI “in silico” демонстрирует полное удаление всех подобных транскриптов из итоговых библиотек.

Полученные в ходе последней амплификации гетеродуплексы, названные Expressed LTR Tags (ELT), далее клонировали и секвенировали. Каждый ELT содержал 3’-концевой фрагмент HS LTR, участок 3’ –фланкирующей геномной ДНК, а также адапторную последовательность (A4).

Детекция промоторной активности HS LTR при помощи GREM. Анализ последовательностей ELT позволял однозначно картировать соответствующие им одиночные и 3’ провирусные LTR. Однако же, картирование невозможно в случае провирусных 5’ LTR, поскольку транскрибируемые с них провирусные последовательности многократно повторены в геноме и обладают высокой степенью идентичности (Рис. 2.2.1). Результаты анализа библиотек ELT, полученные для паренхимы яичка и семиномы, а также созданная на их основе первая в мире карта промоторно активных геномных повторов семейства HS LTR, будут представлены в следующем разделе. Для пяти случайно отобранных одиночных LTR, обладающих промоторной активностью согласно данным GREM, нам удалось при помощи метода 5’RACE с точностью до нуклеотида картировать точку начала транскрипции (Рис. 2.2.3 (318). Во всех случаях, транскрипция инициировалась с одного и того же неканонического промотора, расположенного на границе участков R и U5 последовательности HS LTR.
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Рисунок 2.2.3. Картирование точки начала транскрипции в составе последовательнсти LTR. A), картирование 5’-концевых частей кДНК, полученных в ходе ПЦР с праймером CS на 5’ конец кДНК и с уникальными геномными праймерами G, на консенсусной последовательности семейства HS группы LTR HERV-K (HML-2). Последовательности потенциальных регуляторных участков даны курсивом. Б), схема ОТ-ПЦР-подхода к определению провирусной точки инициации транскрипции в составе LTR transcription. LTRfor3 и LTRfor4 –это LTR-специфичные праймеры на участки ниже и выше картированной точки начала транскрипции у одиночных LTR, соответственно. Gag – праймер, специфичный для вирусного гена gag. В), выравнивание фрагмента LTR длиной ~300 пн, который обладал промоторной активностью в экспериментах с экспрессией репортёрного гена (266), и консенсусной последовательности HS HERV-K LTR.
Транскрипционный уровень LTR линейно коррелирует с представленностью соответствующих ELT. Для исследования зависимости между представленностью  ELT в библиотеках и транскрипционной активностью LTR, проводили ОТ-ПЦР с парами праймеров, один из которых, направленный наружу от LTR, был специфичным к 3’ концевому участку LTR, а второй – к уникальному геномному локусу, лежащему на расстоянии от 70 до 300 пн от 3’ конца LTR. Уровень транскрипции измеряли относительно гена бета-актина. Для выборки из 20 протестированных HS LTR, частоты встречаемости ELT в библиотеках линейно коррелировали с уровнем соответствующих им транскриптов, измеренным при помощи ОТ-ПЦР для обеих тканей, со значениями коэффициента корреляции 0.91 и 0.89 для паренхимы яичка и семиномы, соответственно (табл. 2.2.1). Это свидетельствует об адекватности метода GREM задаче одновременного качественного и количественного анализа промоторной активности исследуемой группы повторов.

Таблица 2.2.1. Соотношение уровней транскриптов LTR и частот встречаемости соответствующих ELT в библиотеках семиномы и паренхимы яичка. 

LTR

№
Паренхима яичка
Семинома


Транскрипционный уровеньa
(% от уровня гена 

бета-актина)
Частота ELT, %
Транскрипционный уровеньa
(% от уровня гена 

бета-актина)
Частота ELT, %

62
0.004 ± 0.001
0
0.014 ± 0.003
0.24

80
0.16 ± 0.04
0.25
0.17 ± 0.03
0.24

81
1.4 ± 0.4
15.19
0.15 ± 0.03
1.44

99
2.9 ± 0.2
32.66
0.45 ± 0.10
5.05

100
0
0
0.016 ± 0.007
0.24

108
0.26 ± 0.09
0.50
0.013 ± 0.005
0

109
0
0
0
0

113
0.17 ± 0.03
0.25
0.23 ± 0.05
0.24

115
0.02 ± 0.005
0.25
0.019 ± 0.006
0.24

129
0.24 ± 0.03
3.61
0.054 ± 0.007
0

131
0.013 ± 0.004
0
0.014 ± 0.002
0.24

138
0.032 ± 0.013
0.25
0
0

139
0.16 ± 0.05
1.77
0.12 ± 0.02
0.72

140
0.13 ± 0.04
0.25
0.085 ± 0.017
0

141
0.01 ± 0.003
0
0.014 ± 0.003
0.24

145
0.35 ± 0.06
2.79
0.23 ± 0.04
1.68

149
0.24 ± 0.03
1.52
0.054 ± 0.016
0.48

152
0.12 ± 0.02
0.76
0.92 ± 0.17
11.30

155
0.059 ± 0.014
0.76
0.44 ± 0.07
4.57

5' пров. LTR
1.08 ± 0.09 
14.94
5.58 ± 0.88
44.47

a Относительный уровень транскрипции, измеренный методом ОТ-ПЦР.

По материалам работы было опубликовано три статьи:

1) Kovalskaya, E., Buzdin, A., Gogvadze, E., Vinogradova, T., Sverdlov, E.D. (2006) Functional human endogenous retroviral LTR transcription start sites are located between the R and U5 regions. Virology,  Mar 15; 346(2):373-378.

2) Buzdin, A. (2006) Transposable elements and their use for target site specific gene delivery. Current Pharmacogenomics, March; 4(1): 1-8.

3) A. Buzdin, E. Kovalskaya-Alexandrova, E. Gogvadze, E. Sverdlov (2006) GREM, a technique for genome-wide isolation and quantitative analysis of promoter active repeats. Nucleic Acids Res., 34(9): e67.

2.3 Приложение GREM для поиска промоторно-активных эндогенных ретровирусов, специфичных для ДНК человека

Метод GREM использовали для создания библиотек ELT нормальной паренхимы яичка и соответствующей опухоли, семиномы. Биологические образцы брались от одного и того же пациента, так что распределение ELT между библиотеками отражает ткане- и опухоль-специфичность экспрессии чсЭРВ.

Для каждой ткани было отсеквенировано 500 клонов ELT.  За вычетом плазмидных перестроек и плохо отсеквенированных последовательностей, осталось 395 и 419 ELT для паренхимы и семиномы, соответственно. Анализ ELT позволил нам однозначно картировать промоторно активные одиночные и 3’-провирусные LTR. 

В общей сложности 78 представителей семейства HS (50%) оказались промоторно активными хотя бы в одной из тканей. Для многих индивидуальных LTR, содержание ELT значительно различалась в нормальной и опухолевой тканях. Многие LTR слабо транскрибировались и поэтому были представлены малым числом ELT. И наоборот, остальные НS элементы были представлены повышенным числом ELT (>10 ELTs). Например, для семи индивидуальных HS LTR и для фракции 5’ провирусных  LTR, частота встречаемости ELT, соответствующих этим элементам, различалась в пять раз между двумя сравниваемыми тканями. 

Эти данные затем были подтверждены методом ОТ-ПЦР. Интересно, что фракция 5’ провирусных LTR (с которых считываются вирусные гены), была в шесть раз более активна в семиноме, чем в паренхиме яичка, что хорошо сочетается с полученными ранее результатами по экспрессии чсЭРВ в линиях рака клеток зародышевого пути (98, 333, 334).

Качественный анализ: содержание промоторно-активных HS LTRs выше в ген-богатых областях. В ходе работы было установлено, что по крайней мере 50% всех представителей HS семейства являлись функциональными промоторами in vivo. Картирование членов семейства HS с помощью сервера UCSC human genome web browser позволило разделить их на четыре группы в зависимости от положения относительно известных генов человека (схема дана на Рис. 2.3.1 А): группа C1, расстояние от генов (D)>35 тпн, 80 HS элементов; (C2), 5(D(35 тпн, 24 элемента; (C3), HS элементы входят в состав интронов генов или D(5 тпн, 40 представителей; (C4), HS элементы в составе экзонов мРНК, 12 представителей. Детальная информация относительно локализации соответствующих LTR, соседних генов и картированных мРНК в формате MS Excel размещена в Таблице 1 дополнительного материала по адресу в Интернет:

http://www.thescientificworld.com/supplements/2007.270/Buzdin_031307_SuppTable1.xls 

Поскольку число представителей для этих четырёх групп сильно различалось, для дальнейшей характеристики промоторной активности нами использовались не абсолютные величины, а относительные, нормированные на количество элементов в группе. На рис. 3.2.1 B приведены значения отношения суммарной промоторной активности LTR данной категории к количеству составляющих её элементов. Видно, что значение сравнительно мало для группы C1 (34%), тогда как для LTR, расположенных ближе к генам (группа C2) оно возрастает ~ в 1.8 раза (63%). Для LTR из интронов генов или расположенных в близком соседстве с ними (группа C3) значение ещё несколько выше (68%). Наконец, для LTR из экзонов генов (группа C4), было отмечено наивысшее значение промоторно активных элементов (75%).
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Рисунок 2.3.1. Доля промоторно активных LTR в четырёх группах (C1-C4). (A) Относительное содержание промоторно активных LTR рассчитывали как отношение числа LTR каждой группы, для которых были обнаружены ELT, к общему числу LTR в группе. (B) Распредение промоторно активных LTR по группам. (C) LTR, обладающие промоторной активностью как в паренхиме яичка, так и в семиноме.
Также на Рис. 2.3.1 показано распределение по группам тех LTR, которые промоторно активны как в семиноме, так и в паренхиме яичка (в обеих тканях). На фоне невысоких долей для групп C1, C2 и C3 (10, 29, 20%), значительно выделяется группа С4 со  значением 67%. 

Можно сделать выводы, что (1) относительное содержание промоторно активных LTR в ген-богатых областях генома значительно выше, чем в локусах, обеднённых генами; (2) это содержание достигает максимальных значений для тех участков, где HS элементы “перекрываются” с клеточными транскрибируемыми последовательностями (группа C4); (3) LTR из группы C4, как правило, промоторно активны в обеих тканях. Очевидно более выраженная промоторная активность представителей группы C4 может объясняться, возможно, лучшей доступностью экзонных участков для транскрипционных факторов.

Количественный анализ: промоторная активность зависит от геномного окружения и от природы LTR (одиночный либо провирусный).

Анализ распределения ELT выявил различный уровень промоторной активности для одиночных и провирусных LTR, при этом различия зависели также и от геномного окружения. Экспрессия 5’ провирусных LTR не может быть детально исследована по причинам, указанным в начале раздела, поэтому на количественном уровне анализировали распределение промоторно активных одиночных и 3’ провирусных LTR среди групп C1-C4. Относительная промоторная сила для каждой группы HS элементов рассчитывалась как частное отношения числа всех ELT группы к суммарному числу ELT и относительного содержания HS элементов данной группы среди HS элементов всех групп (при всех рассчетах не учитывались 5’ провирусные LTR). 

Как показано на рисунке 2.3.2, 3’ провирусные LTR обладают сходным транскрипционным профилем в обеих тканях: низкий уровень транскриптов для представителей группы C1, сильное (~30-60-кратное) повышение этого уровня в группе C2, потом опять довольно низкий уровень для группы C3 и, наконец, ~2.5-5-кратное повышение для группы C4. Профили для одиночных LTR выглядели по-другому: промоторная сила мала для группы C1, умеренна для групп C2 и C3 и, наконец, в 4‑6 увеличена для группы C4. Хотелось бы отметить, что вновь максимальная промоторная активность одиночных LTR приходится на группу C4.
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Рисунок 2.3.2. Относительная промоторная сила 3’ провирусных (серый цвет) и одиночных LTR (чёрный), сгруппированных в зависимости от расстояния от генов (группы C1-C4). A, нормальная паренхима яичка; Б, семинома.
Полученные данные говорят о том, что в случае близости к генам транскрипция 3’ провирусных LTR подавляется. Это может быть направлено на супрессию провирусных генов. Интересно, что относительная промоторная сила как одиночных, так и 3’ провирусных LTR существенно понижена в группе С3 для нормальной ткани (паренхима яичка). Возможно, существует особый механизм селективной супрессии “лишних” промоторов, расположенных в интронах генов или очень близко от генов. Он мог бы минимизировать деструктивный эффект нежелательной фоновой транскрипции, включая экспрессию антисмысловых РНК, которые могут вмешиваться в устоявшиеся механизмы регуляции активности генов. В этой связи надо добавить, что ~90% интронных HS LTR находятся в обратной ориентации относительно направления генов; таким образом, транскрипция этих LTR может создавать пул регуляторных РНК (254). 

Затем было проведено сравнение средних промоторных активностей для  5’провирусных, 3’провирусных и одиночных LTR (Рис. 2.3.3). Усреднённое значение относительной промоторной силы для каждой из групп рассчитывалось как частное относительного содержания соответствующих ELT в тотальном пуле ELT, и относительного содержания HS элементов этой группы относительно общего числа HS элементов. 

Оказалось, что усреднённые значения промоторной силы для одиночных и 3’ провирусных LTR практически совпадают, причём в обеих исследованных тканях. Промоторная сила 5’ провирусных LTR была примерно вдвое выше в паренхиме яичка и в пять раз больше в семиноме, что отлично согласуется с большим количеством данных о предпочтительной экспрессии генов HERV-K (HML-2) именно в клетках раковых опухолей зародышевого пути. Можно предположить, что провирусные последовательности содержат некоторые пока не охарактеризованные регуляторные последовательности, лежащие ниже относительно LTR, которые и обеспечивают значительно более высокую экспрессию 5’ провирусных LTR, особенно в семиноме.
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Рисунок 2.3.3. Сравнение относительной промоторной силы одиночных, 5’ провирусных и 3’ провирусных LTR (на один LTR). Серые и чёрные столбцы представляют относительные промоторные силы LTR указанных типов в паренхиме яичка и в семиноме, соответственно. 

Для того, чтобы исследовать, зависит ли промоторная активность LTR, картированных поблизости от генов, от уровня экспрессии этих генов, мы провели серию ОТ-ПЦР экспериментов, в которых была измерена транскрипция 16 генов, расположенных рядом со случайно выбранными представителями семейства HS. Ни в паренхиме, ни в семиноме, какой-либо выраженной корреляции между транскрипционными активностями генов и соседних LTR не наблюдалось.

Следует отметить, что частота встречаемости транскриптов варьировала ~ в 1000 раз (Рис. 2.3.4) среди различных индивидуальных представителей семейства HS: от крайне низкой и до уровня, сравнимого с генами домашнего хозяйства. 

Высокий уровень промоторной активности некоторых LTR свидетельствует в пользу их возможной вовлечённости в регуляцию транскриптома хозяина.
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Рисунок 2.3.4. Сравнение относительных уровней транскрипции некоторых генов человека и LTR. Относительные уровни транскрипции определяли при помощи ОТ-ПЦР, относительно уровня гена бета-актина (обозначен как 100%). A, паренхима яичка; Б, семинома.

Заключение. Впервые было проведено полногеномное сравнение in vivo-промоторной активности специфичных для генома человека эндогенных ретровирусов в нормальной и опухолевой тканях. Оказалось, что по крайней мере 50% HS элементов обладают промоторной активностью. Индивидуальные LTR экспрессировались на уровне от ~0.001 до ~3% относительно транскрипции гена бета-актина. Не наблюдалось связи между особенностями первичной структуры HS элементов и их транскрипционной активностью. И наоборот, функциональный статус LTR (одиночный, 5’ или 3’ провирусный) был одним из важнейших факторов: промоторные силы одиночных и 3’ провирусных LTR были почти идентичны в обеих тканях, тогда как 5’ провирусные LTR показали более сильную промоторную активность (вдвое и впятеро для паренхимы и семиномы, соответственно). 

Это свидетельствует о наличии в провирусной последовательности некоторых пока не известных регуляторных элементов. Кроме того, важнейший фактор, влияющий на промоторную активность LTR - это расстояние от генов. Относительное содержание промоторно активных LTR в ген-богатых локусах значительно выше, чем в локусах, обеднённых генами. 

Данные также свидетельствуют в пользу селективного подавления транскрипции 3’ провирусных LTR, расположенных в интронах генов. Такая транскрипционная супрессия может быть нацелена на подавление активности провирусных генов, расположенных вблизи генов хозяина. Также в паренхиме яичка наблюдалось существенное понижение промоторной силы одиночных LTR в интронах генов. Это может свидетельствовать о существовании пока неустановленных механизмов подавления активности “лишних” промоторов, созданных мутациями или вирусными вставками, и расположенными вблизи генов или в интронах. Такой механизм может минимизировать деструктивный эффект «незапланированных» транскриптов – например, образование антисмысловых РНК. Многие транскрипционно компетентные LTR были картированы вблизи известных генов, и 86-90% этих генов транскрибируются в яичках. При этом не было выявлено никакой корреляции между уровнем транскрипции генов и соответствующих им LTR. 

Таким образом, было проведено первое исчерпывающее качественное и количественное исследование промоторов человека, предоставленных небольшой группой эндогенных ретровирусов. Конечно, подавляющее большинство ретровирусных последовательностей, занимающих около 8% генома человека, ещё только предстоит исследовать. Но оптимизм внушает то, что разработанная методология вполне позволяет это сделать при наличии необходимых (достаточно скромных) временных и материальных ресурсов.

Детальные результаты картирования и анализа ELT, а также вся имеющаяся на сегодняшний день (31.12.2007) информация по структуре и функциональному статусу соответствующих HS LTR, содержатся в сводной таблице, доступной в Интернет по адресу:

http://www.thescientificworld.com/supplements/2007.270/Buzdin_031307_SuppTable1.xls
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1) Buzdin A., Kovalskaya-Alexandrova E., Gogvadze E., Sverdlov E. (2006) At Least 50% of Human-Specific HERV-K (HML-2) Long Terminal Repeats Serve In Vivo as Active Promoters for Host nonrepetitive DNA Transcription. J Virol., 80(21):10752-62. 

2) A. Buzdin (2007) Human specific endogenous retroviruses. TheScientificWorldJournal, 7: 1848-1868.

2.4 Антисмысловая регуляция экспрессии генов молекулами РНК, транскрибируемыми с промоторов человек-специфичных эндогенных ретровирусов
Возможно, что помимо промоторной и энхансорной активности, HS LTR могут принимать участие в регуляции генов антисмысловыми транскриптами. Исследованию такой возможности посвящена данная часть диссертационной работы. Работа проводилась Е.В.Гогвадзе (молекулярно-генетическая и генноинженерные части) и Е.А.Стукачёвой (клеточная часть работы) под непосредственным руководством диссертанта и при поддержке Е.Д.Свердлова.

На первом этапе работы были проанализированы все человек-специфические ретроэлементы HERV-K (HML-2) и для дальнейшего анализа были отобраны все LTR (13 индивидуальных ретроэлементов), расположенные в интронах известных генов человека в противоположной направлению транскрипции данного гена ориентации и удаленные от ближайшего экзона не более, чем на 5 т.п.н. (рис 2.4.1) 
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Для каждого из исследуемых локусов были дизайнированы праймеры на экзоны, фланкирующие LTR (Gfor и Grev, рис 22), а также праймер на 3’-  и 5’ - концевую часть LTR. Праймеры Gfor+Grev применяли для определения уровня транскрипции гена, а Gfor+LTRfor и Gfor+LTRfor2 - для определения уровня транскрипции LTR, расположенного в интроне анализируемого гена. В качестве матрицы для ПЦР использовали первые цепи кДНК, синтезированные с помощью олиго(dT)-праймера на суммарной РНК нормальной паренхимы яичка человека и герминогенной опухоли – семиномы. 

Методом ОТ-ПЦР с праймерами Gfor+Grev и Gfor+LTRfor был определен уровень транскрипции исследуемых генов, а также уровень транскрипции LTR, находящегося в интроне (таблица 2.4.1). В результате было отобрано 9 LTR, для которых было показано, что они транскрибируются в исследуемых тканях. 

Таблица 2.4.1. Результаты ОТ-ПЦР анализа транскрипционной активности LTR и генов, в интроне которых они располагаются*.
*Цифры обозначают цикл ОТ-ПЦР, на котором появлялся соответствующий продукт; «-» - отсутствие детектируемого продукта; в качестве положительного контроля работы праймеров использовалась ДНК плаценты человека

Код доступа в геномных базах данных
LTRfor+Gfor
Gfor+Grev


Паренхима
Семинома
Паренхима
Семинома

BC001407
-
37
36
36

AC023201
33
39
35
34

AL352982
34-35
34-35
34
31

AC027750
36
36
31
30

AC074117
31
31
36
33

AC011468
39
-
35
36

AC008648
36
36
34-35
34-35

AC006432
34-35
34-35
38
38

AC002400
-
-
34
33

AC007390
36
-
36
33

Однако для того, чтобы понять, действительно ли транскрипция начинается внутри LTR,  необходимо было найти 5’-конец образующейся РНК. Для этого был применен метод 5’- RACE (Rapid Amplification of cDNA ends). Схема метода и полученные результаты представлены на рисунке 2.4.2. В качестве матрицы использовались первые цепи кДНК нормальной паренхимы яичка и семиномы, синтезированные с использованием cap-switch эффекта. 
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Для всех LTR, транскрибирующихся в нормальной паренхиме и семиноме, было проведено два раунда ПЦР с праймерами на 5’- адапторную последовательность кДНК и на ближайший к LTR экзон. В результате продукт был получен только в случае LTR, расположенного между 23 и 24 экзонами гена SLB (selective LIM binding factor, rat homolog; AC074117) и между 5 и 6 экзонами гена SLC (solute carrier family 4; AC027750). Эти продукты были отсеквенированы и оказалось, что точка начала транскрипции находится внутри LTR на границе R и U5 областей (826 нуклеотид консенсусной последовательности человек-специфического LTR), что совпадает с полученными нами ранее данными о точке начала транскрипции LTR семейства HERV-K. Таким образом, было показано, что из 13 человек-специфических LTR, расположенных в интронах известных генов в противоположной направлению транскрипции гена ориентации и удаленных от ближайшего экзона не более чем на 5 т.п.н., только 2 служат промоторами для транскриптов, перекрывающихся с экзонами клеточного гена. В дальнейшем проводился анализ только двух данных  локусов.

Для более полной характеристики этих двух случаев был определен уровень транскрипции генов SLB и SLC, а также находящихся в них LTR для еще десяти тканей человека: скелетной мышцы, печени, сердца, легкого (нормы и опухоли), гиппокампа и эмбриональных тканей мозга (лобной доли, затылочной коры, базальных ядер и гипоталамуса) (таблица 2.4.2). Транскрипционная активность LTR, находящегося в интроне гена SLC, была показана только для нормальной паренхимы яичка, семиномы и эмбриональных затылочной коры, гипоталамуса и лобной доли. Причем во всех случаях уровень транскрипции LTR был ниже уровня транскрипции гена.

Транскрипт LTR, находящегося между 23 и 24 экзонами гена SLB, был найден во всех проанализированных тканях кроме нормальной ткани легкого. В большинстве случаев, как и для LTR в гене SLC, уровень транскрипции LTR оказался в 4-8 раз ниже уровня транскрипции гена (эмбриональные лобная доля и гипоталамус, печень, лёгкое (опухоль) и гиппокамп). В случае эмбриональных базальных ядер и затылочной коры LTR и ген транскрибируются на одном уровне. Для скелетной мышцы, сердца, паренхимы яичка и семиномы был показан более высокий уровень транскрипции LTR по сравнению с геном. Особого интереса заслуживает нормальная паренхима яичка, в которой LTR транскрибируется в 16 раз интенсивнее гена.

Для доказательства того, что во всех случаях мы имеем дело именно с транскриптами, комплементарными РНК гена, был проведен синтез первых цепей кДНК с праймером, избирательно связывающимся с антисмысловыми к гену РНК. После этого был поставлен ОТ-ПЦР с праймерами LTRfor и Gfor. Во всех случаях ПЦР-продукт получался на тех же циклах, как и при амплификации кДНК, синтезированной с oligo(dT)-праймером. Следовательно, найденные нами ранее транскрипты LTR действительно являются антисмысловыми к гену. А для доказательства того, что транскрипция антисмысловых РНК начинается внутри LTR, были поставлены ОТ-ПЦР с праймерами на 5’- конец LTR (LTRfor2) и на экзон анализируемого гена (Gfor). Как видно из таблицы 2.4.2, в большинстве случаев продукт не детектировался или же появлялся на значительно более поздних циклах, из чего следует, что промотором для антисмысловых транскриптов в этих случаях действительно служит 3’-конец LTR. Однако при анализе кДНК четырех тканей в случае гена SLB (гиппокамп и эмбриональные затылочная кора, гипоталамус и лобная доля) продукты ОТ-ПЦР с праймерами LTRfor2+Gfor и LTRfor+Gfor появлялись практически на одинаковых циклах. Можно предположить, что в этих тканях присутствует дополнительный промотор, расположенный в 5’-концевой части LTR или вышележащий относительно LTR и сонаправленый с ним.

Таблица 2.4.2. Результаты анализа уровня транскрипции генов SLB и SLC, а также LTR, расположенных в интронах этих генов*.

   *Цифры обозначают цикл ОТ-ПЦР, на котором появлялся соответствующий продукт;

«-» - отсутствие детектируемого продукта; в качестве положительного контроля работы праймеров использовалась ДНК плаценты человека.

ткань
SLB
SLC


Gfor+

Grev
Gfor+

LTRfor
Gfor+

LTRfor2
Gfor+

Grev
Gfor+

LTRfor
Gfor+

LTRfor2

Паренхима


35
31
37
31
36
-

Семинома


32
31
39
30
36
-

эмбриональные базальные ядра
36
36
-
34
-
-

эмбриональная затылочная кора
32
33
33
30
32
35

эмбриональный гипоталамус
33
35
36
30
33
36

эмбриональная лобная доля
33
35
36
31
35
39

Печень


34
36
-
36
-
-

легкие (норма)


33
-
-
33
-
-

легкие (опухоль)


31
35
-
36
-
-

Сердце


34-35
33
-
-
-
-

Гиппокамп


33
36
36
28
-
-
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После этого была предпринята попытка определить 3’-конец транскриптов, начинающихся
После этого была предпринята попытка определить 3’-конец транскриптов, начинающихся в LTR, расположенных в интронах генов SLB и SLC. Нам не удалось получить необходимые результаты с помощью метода 3’-RACE, поэтому мы решили провести ОТ-ПЦР с праймером на 3’-конец LTR и серией праймеров, постепенно удаляющихся от LTR (рис 24).

В результате серии ОТ-ПЦР было показано, что в случае гена SLB существует, по крайней мере, 2 типа транскриптов: один включает в себя только экзон 23 (транскрипт 1), а второй – экзоны 23 и 22 (транскрипт 2) (рис. 2.4.4). Интересно отметить, что «длинный» транскрипт был найден только в нормальной паренхиме яичка, для которой была показана значительно большая активность LTR по сравнению с геном. В случае гена SLC 3’-конец транскрипта найден не был, но было определено, что весь экзон 5 входит в его состав (транскрипт 3).
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На следующем этапе работы необходимо было определить, могут ли найденные транскрипты оказывать влияние на экспрессию соответствующих клеточных генов. Для этого предполагалось получить клеточные линии, стабильно экспрессирующие изучаемые транскрипты, и посмотреть, изменяется ли в этих клетках уровень транскрипции генов SLB и SLC. 

Нами был проведен скрининг 8 клеточных линий человека и для дальнейшего анализа были отобраны линии Tera-1 и NGP127, для которых был показан наиболее высокий уровень транскрипции генов SLB и SLC.
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На основе плазмиды pcDNA3.1 Hygro- были созданы три конструкции, каждая из которых содержала под контролем конститутивного цитомегаловирусного промотора (Pcmv) участок ДНК, соответствующий найденным в работе LTR-транскриптам (рис 26). Этими конструкциями были трансфицированы клетки Tera-1 и NGP127 и в результате получены клеточные линии, стабильно экспрессирующие интересующие нас транскрипты. Для каждой клеточной линии было проведено четыре трансфекции: 3 опытные (плазмидами, содержащими вставку соответствующего транскрипта) и 1 контрольная (плазмидой без вставки). 

Важно отметить, что клетки, трансфицированные плазмидами со вставкой, оказались значительно менее жизнеспособными, чем контрольные. Таким образом, можно сделать вывод о негативном влиянии анализируемых транскриптов на жизнеспособность или пролиферативную активность  клеток. Для проверки данной гипотезы был проведен эксперимент, позволяющий количественно оценить процент выживших клеток после трансфекции каждым типом плазмид. Для этого клетки Tera1 были трансфицированы четырьмя плазмидами и после 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 10 дней инкубации определялось количество живых клеток. Результаты данного опыта представлены на рисунке 2.4.6. Как видно из графика, количество живых клеток в случае трансфекций плазмидами 1 и 4 (контрольной плазмидой без вставки) практически совпадает, из чего можно сделать вывод, что экспрессия транскрипта 1 не оказывает значительного влияния на жизнеспособность клеток. Экспрессия транскриптов 2 и 3, напротив, каким-то образом нарушает жизнеспособность или пролиферативную активность клеток, поскольку трансфекция плазмидами 2 и 3  приводит к заметному снижению количества живых клеток. Тот факт, что нам всё же удалось получить линии, стабильно экспрессирующих транскрипты 2 и 3 для клеток Tera-1 и NGP127, скорее всего, объясняется интеграцией конструкций в данных линиях в неблагоприятное геномное окружение, в котором активность промотора PCMV снижена. Дозированная экспрессия транскриптов типа 2 и 3, видимо, не критична для жизнеспособности клеток.
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В результате опытов по трансфекции, мы получили 4 линии клеток NGP127 (NGP127-1 – клетки, стабильно экспрессирующие транскрипт 1, NGP127-2 – стабильно экспрессирующие транскрипт 2, NGP127-3 – стабильно экспрессирющие транскрипт 3 и NGP127-К – контрольные клетки, транфицированные плазмидой без вставки) и 4 линии клеток Tera-1 (Tera1-1 – стабильно экспрессирующие транскрипт 1, Tera1-2 – стабильно экспрессирующие транскрипт 2, Tera1-3 – стабильно экспрессирющие транскрипт 3 и Tera1-K (контрольные клетки, несущие плазмиду без вставки). Из всех клеточных линий была выделена РНК, методом ОТ-ПЦР показана эксперессия изучаемых LTR-транскриптов в полученных линиях клеток, после чего был проведен ОТ-ПЦР в реальном времени для определения уровня экспрессии генов SLB и SLC. Результаты ПЦР представлены в таблице 2.4.3.

В случае клеточной линии NGP не было выявлено  статистически достоверного изменения уровня транскрипции генов SLB и SLC в опытных клетках по сравнению с контрольными. В данных клетках антисмысловые РНК, образованные с промотора LTR не регулируют транскрипцию соответствующих клеточных генов. Возможно, это связано с нарушением процессов РНК-интерференции в данной клеточной линии. 

Несмотря на отсутствие влияния антисмысловых РНК на транскрипцию соответствующих генов, для клеток NGP127, также как и для Tera1, было отмечено снижение выживаемости опытных клеток по сравнению с контрольными.

В случае же линии Tera1 было показано уменьшение количества РНК SLB в клетках, экспрессирующих транскрипт 1 (транскрипт, включающий только экзон 23 гена SLB) в 2,6 раза по сравнению с контрольными клетками (Pvalue<0,01), для более длинного транскрипта типа 2, перекрывающегося уже с двумя экзонами – снижение соответствующей таргетной мРНК уже в 3,8 раза. Также наблюдалось снижение уровня мРНК гена SLC в клетках, экспрессирующих транскрипт 3  - в 2,9 раз. 

Таблица 2.4.3. Уровень транскрипции генов SLB и SLC в линиях клеток Tera1, стабильно экспрессирующих антисмысловые к гену транскрипты.

Клеточная линия
Уровень транскрипции генов SLB и SLC относительно β-актина, 

% х10-2

Tera1 (SLС РНК)

 Tera1-3
1,31±0.37

 Tera1-К
3,74±0.56

Tera1 (SLB РНК)

 Tera1-1
2.21±0.24

 Tera1-2
1,50±0.48

Tera1-К
5.75±1.39


Таким образом, можно сделать вывод, что антисмысловые РНК, образованные с промотора LTR, могут уменьшать уровень транскрипции соответствующего клеточного гена (как было показано для клеток Tera-1). Кроме того, они способны влиять на жизнеспособность клетки, не нарушая транскрипции комплементарной РНК (как в случае трансфицированных клеток NGP127). На основании проведенного нами биоинформатического анализа транскриптов, образованных с промотора LTR, можно предположить несколько способов их влияния на клетку:

- связываясь с комплементарной РНК, они могут не приводить к её деградации, но нарушать трансляцию соответствующего белка;

- образовавшиеся РНК могут сами служить матрицей для синтеза коротких пептидов, токсичных для клетки;

- образовавшиеся РНК могут быть предшественниками микроРНК, блокирующих трансляцию других клеточных генов.

В будущем планируется подробно рассмотреть и экспериментально проверить эти гипотезы.

3. Повышение специфичности гибридизации в растворе 


Как уже упоминалось в литературном обзоре настоящей работы, специфичность гибридизации является камнем предкновения для многих методов, основанных на гибридизации нуклеиновых кислот в растворе. Например, образование химерных гетерогибридов – это настоящий бич метода Клонирования совпадений, особенно, когда речь идёт о гибридизации сложных смесей нуклеиновых кислот. В этой части речь идёт о разработанном нашей группой подходе, основанном скорее даже не на повышении специфичности гибридизации, а на устрожении требований к продуктам гибридизации, которые амплифицируются в ходе ПЦР на последующих стадиях.


Идея метода принадлежит диссертанту, основной объём экспериментальной работы был проведён Е.В.Гогвадзе, помощь в проведении экспериментов оказывала Т.В.Чалая, а за мудрые советы и общее руководство проектом коллектив особенно благодарен Е.Д.Свердлову.

3.1 Введение




Хорошо известный недостаток гибридизации сложных смесей ДНК – побочная гибридизация ДНК геномных повторов, присутствующих в сравниваемых образцах. В результате такого «неспецифического» отжига, итоговые клонотеки изобилуют химерными последовательностями, получившимися при гибридизации повторяющихся частей из неортологичных локусов (Рис. 3.1.1). Такие химеры абсолютно бесполезны при анализе клонотек и даже вредны, поскольку для того, чтобы понять, является ли последовательность химерой или же целевым продуктом гибридизации, приходится проводить достаточно трудоёмкий анализ каждой последовательности поотдельности. Химеры в среднем могут занимать 40–60% библиотек ДНК. Хотя ситуация может быть несколько улучшена при добавлении к гибридизационной смеси конкурирующей фракции геномной ДНК, обогащённой последовательностями повторов, количество нежелательных химерных клонов в библиотеках всё же остаётся высоким (см. ниже). Для того, чтобы улучшить создавшуюся ситуацию, нашей группой был разработан метод, названный Mispaired DNA Rejection (MDR), позволяющий свести к минимуму содержание химер в конечных библиотеках. Метод основан на том, что подавляющее большинство взаимно-отжигающихся геномных повторов, хотя и содержат значительную гомологию нуклеотидной последовательности, но всё же не полностью идентичны друг другу. Поэтому их ДНК-дуплексы не являются совершенными и содержат протяжённые или же короткие участки неспаренных нуклеотидов. Это могут быть как одиночные нуклеотиды, так и значительные по длине выпетливания. Все такие структурные отклонения от нормы, то есть совершенных ДНК-дуплексов, могут узнаваться и расщепляться особыми нуклеазами, названными здесь мисмэтч-специфическими нуклеазами (МСН). МСН служат in vivo как участники репарации геномной ДНК или в ходе прохождения жизненного цикла вирусов. В настоящее время МСН широко применяются для поиска и детекции мутаций (детально рассмотрено в  литературном обзоре). В настоящем разделе речь пойдёт об использовании МСН для селективного расщепления химерных дуплексов в гибридизационных смесях, что позволяет снизить число побочных химерных клонов с 44–60 до 0–4%.
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Рисунок 3.1.1. Образование химерных клонов в гибридизационных библиотеках.

3.2 Метод MDR: селективная деградация неправильно спаренных гетеродуплексов

Для тестирования эффективности MDR была разработана тест-система (Рис. 3.2.1), включающая (1) расщепление геномной ДНК частощепящей рестриктазой, (2) лигирование различных олигонуклеотидных супрессионных адапторов, (3) денатурацию-гибридизацию двух порций ДНК, содержащих разные супрессионные адапторы, (4) заполнение концов дуплексов ДНК-полимеразой, (5) обработка МСН и (6) ПЦР-амплификацию (с использованием эффекта ПЦР супрессии, детально описан в литературном обзоре) тех гетеродуплексов, которые не были расщеплены на предыдущей стадии. 

Nested ПЦР с праймерами A2 и B2 повышает специфичность процедуры так, что в результате амплифицируется исключительно ДНК гетеродуплексов. Контрольные эксперименты содержали все те же самые стадии, помимо этапа (5), то есть обработки гибридов нуклеазами. 
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Рисунок 3.2.1. Схема метода MDR, использованная для тестирования эффективности обработки гетерогибридов МСН.

Для того, чтобы исследовать эффект от применения конкурирующей фракции ДНК, обогащенной геномными повторами, на процесс гибридизации и на качество итоговых библиотек, в некоторых экспериментах на стадии гибридизации добавляли 100-кратный избыток быстро реассоциирующей фракции геномной ДНК человека CotA, сильно обогащённой геномными повторами. На стадии (5) использовались две МСН: нуклеаза Surveyor, расщепляющая неспаренные участки в составе гетеродуплексов, а также нуклеаза Mung Bean, расщепляющая участки одноцепочечной ДНК, и, следовательно, способная атаковать петлевые структуры в составе химерных гибридов. Эксперименты проводили на ДНК млекопитающих, поскольку они относятся к одним из наиболее сложных геномов эукариот и дают чрезвычайно сложные гибридизационные смеси, гораздо более сложные, чем, например, ампликоны кДНК. Поэтому, в случае успеха для геномных ДНК млекопитающих, можно быть уверенными в применимости метода для более простых смесей (кДНК или геномы меньшей сложности). Проводили шесть различных гибридизаций при следующих условиях: (H1), две порции геномной ДНК человека гибридизовали при 65°C (T65) без добавления фракции CotA (CotA–) и без расщепления МСН (N–); (H2), ДНК человека и шимпанзе гибридизовали при T65, CotA–, N–; (H3), ДНК человека, T65, CotA+, N–; (H4), ДНК человека, T85, CotA+, N–; (H5), ДНК человека и шимпанзе, T65, CotA–, с добавлением нуклеазы Surveyor; (H6), ДНК человека, T65, CotA+, с добавлением нуклеазы Mung bean.

Получившиеся библиотеки клонировали в E.coli, и из каждой из них отсеквенировали по 50 вставок (всего 300 последовательностей). Для определения химерных клонов мы использовали следующие критерии: вся последовательность целиком не должна иметь гомологов в геномных базах данных, а её 5'- и 3'- концевые фрагменты должны идеально соответствовать геномным последовательностям. На рисунке 3.2.2 приведены результаты анализа полученных шести библиотек. Видно, что добавление фракции CotA и повышение гибридизационной температуры с 65 до 85°C практически не оказывают никакого эффекта на количество химерных клонов, в отличие от действия МСН. Как Mung bean, так и Surveyor показали мощный анти-химерный эффект, выразившийся в снижении их количества с 44–60% до 0–4% клонов (!).

Многие отсеквенированные вставки содержали геномные повторы, что неудивительно, поскольку повторы занимают порядка 50% ДНК млекопитающих. Повторяющиеся последовательности со 100% идентичностью могут соответствовать нескольким геномным локусам в ДНК хозяина, что существенно осложняет задачу их картирования. Поэтому часто встаёт задача минимизации содержания последовательностей повторов в библиотеках. В наших экспериментах получилось, что доля повторов значительно различалась в разных библиотеках: CotA– библиотеки содержали много повторяющихся последовательностей независимо от добавления МСН (87–93% всех отсеквенированных клонов), CotA+/N– библиотеки—несколько меньшую долю повторов (76–78%), тогда как CotA+/N+ библиотека (H6, с добавлением нуклеазы Mung bean) содержала всего 44% вставок с повторяющейся ДНК. Результаты свидетельствуют, что наилучшие результаты могут быть получены при конструировании библиотек с одновременным использованием МСН и конкурентных фракций вроде CotA.
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Рисунок 3.2.2. Сравнение шести библиотек ДНК, полученных при разных условиях гибридизации без и с использованием МСН. H1, гибридизация ДНК человек-человек, 65°C (T65), без конкурентной фракции CotA (CotA-), без добавления МСН (N-);

 H2, ДНК человек-шимпанзе, T65, CotA-, N-; H3, ДНК человек-человек, T65, CotA добавлена (CotA+), N-; H4, ДНК человек-человек, T85, CotA+, N-; H5, ДНК человек-шимпанзе, T65, Cot A-, добавлена нуклеаза Surveyor; H6, ДНК человек-человек, T65, CotA+, добавлена нуклеаза Mung bean. (A) Высота цветных столбцов соответствует доле химерных клонов в полученных библиотеках. (Б) Высота столбцов соответствует доле клонов, содержащих последовательности геномных повторов.

3.3 Приложение MDR для поиска эволюционно консервативных последовательностей в геномах человека и обезьян

Нами было проведено исследование применимости метода MDR для межвидовой ДНК-гибридизации. Для этого, в двух гибридизационных экспериментах (H2 и H5) гибридизовались ДНК человека и шимпанзе. Геномы человека и шимпанзе являются наиболее близкородственными и показывают 98% идентичность нуклеотидной последовательности. Получилось, что использование MDR снизило количество химерных последовательностей с 44% практически до нуля. Все отсеквенированные вставки из библиотеки, обработанной нуклеазой Surveyor (H5), содержали последовательности, высоко консервативные для этих двух геномов (средняя идентичность 98.3%). Некоторые вставки содержали участки, эволюционно консервативные для всех отсеквенированных на тот момент (ноябрь 2004) геномов млекопитающих – человека, шимпанзе, мыши и крысы. Из этого следовало, что MDR можно применять для поиска эволюционно консервативных последовательностей в различных геномах. Для исследования этого предположения, мы провели ещё одну межвидовую гибридизацию (H7), между геномами человека и обезьяны Нового света мармозеткой Callithrix pygmaea, при 65°C, с обработкой нуклеазой Surveyor. Геном мармозетки гораздо сильнее дивергировал от генома человека, чем ДНК шимпанзе  [предковые линии гоминид и обезьян Нового света разошлись около 45 миллионов лет назад], дивергенция в среднем составляет 20% последовательности ДНК.  71% вставок библиотеки содержал умеренно (14%) дивергировавшие повторяющиеся элементы, присутствующие как в геноме мармозетки, так и у человека. Оставшиеся 29% представляли уникальные последовательности. 

Десять из них были консервативны среди геномов человека, шимпанзе, мыши и крысы, а три других были консервативны между ДНК человека и шимпанзе. Для того, чтобы подтвердить высокую степень консервативности этих последовательностей между человеком и мармозеткой экспериментально, была проведена ПЦР-амплификация и секвенирование соответствующих локусов для трёх таких последовательностей. Оказалось, что действительно все отсеквенированные локусы показывали высокую степень консервативности между геномами со средним значением межвидовой гомологии 95%, что говорит о примерно 4-кратном понижении средней скорости мутирования для этих локусов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные результаты убедительно свидетельствуют о том, что метод MDR может быть полезен для улучшения качества самых разных библиотек, получаемых при реассоциации ДНК, включая вычтенные или нормализованные геномные и кДНК-библиотеки. Хотя в наших экспериментах нуклеаза Surveyor оказалась незначительно более эффективной, чем Mung Bean,  в других случаях последняя может быть также весьма полезна. В частности, обработка Mung Bean может помочь при гибридизации кДНК, когда образуется значительное количество несовершенных дуплексов при отжиге друг на друга в целом негомологичных последовательностей с похожими нуклеотидными мотивами. Поэтому, для рутинного применения можно рекомендовать смесь обеих нуклеаз. Метод также может значительно упростить решение задачи экспериментального поиска эволюционно консервативных последовательностей в несеквенированных геномах. Указанные особенности позволяют надеяться на широкую применимость метода для нужд молекулярной генетики.

По материалам работы была опубликована одна статья:

13) Chalaya T., Gogvadze E., Buzdin A., Kovalskaya E., Sverdlov E.D. (2004). Improving specificity of DNA hybridization-based methods. Nucleic Acids Res., 32(16):e130. 
 

Материалы и методы.

4.1. Образцы геномной ДНК. Образцы геномной ДНК, использованные в ходе данной работы, были получены из 20 индивидуальных образцов плаценты человека, 18 проб крови человека, а также проб крови человекообразных обезьян, с использованием реактивов Genomic DNA Purification Kit (Promega, США), либо были получены напрямую из Германского Центра Приматологии от проф. Герхарда Хунсманна (Gerhardt Hunsmann).

4.2. Олигонуклеотиды. Все использованные в данной работе олигонуклеотиды были синтезированы В. К. Потаповым и Н. В. Скапцовой (ЛСФГЧ ИБХ РАН) на ДНК синтезаторе ASM-102U DNA (Биосан, Новосибирск, Россия). Структуры олигонуклеотидов приведены в соответствующих опубликованных статьях или далее в тексте раздела.

4.3. Приготовление ДНК Трейсера и Драйвера для метода TGDA. Рестрикция геномной ДНК человека и шимпанзе, лигирование супрессионных адапторов и ПЦР-амплификация фланкирующих ретроэлементы областей генома была проведена в соответствии с протоколом, опубликованном в (283). 

Структура использованных супрессионных адапторов: A1A2, 5’-TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT-3’; a1, 5’-ACCGCCCTCCG-3’; A1, 5’-TGTAGCGTGAAGACGACAGAA-3’; A2, 5’-AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT-3’.

Структура LTR-специфичных праймеров, использованных для селективной амплификации: Т1, 5’-gggctgggggacggtcaggt-3’; T2, 5’- gacacagtaac(a/g)gtctgatctc-3’; T3, 5’- ccagcccgacacccgtaaa-3’.

Структура L1-специфичных праймеров, использованных для селективной амплификации: T1, 5’-TTAGTGGGTGCAGCGCACCAG-3’; T2, 5’-CATATGTAACTAACCTGCACAATGT-3’. 

1 нг аликвоты ампликонов человека амплифицировались в соответствии с процедурой ‘step-out PCR’ с двумя наборами праймеров:  A (0.01 μM A1A2, 0.2 μM A2, 0.2 μM T2) или с набором B (0.01 μM A2T2, 0.2 μM A2, 0.2 μM A1), программа ПЦР: 15 циклов х (95oC -15’’, 57oC - 10’’, 72oC - 1`30’’). Полученные образцы Трейсеров А и Б (по 150 нг в случае фланков как LTR, так и L1), а также образцы Драйвера (начальный ампликон ДНК шимпанзе, 3000 нг для фланков LTR и 4600 нг для фланков L1) обрабатывались нуклеазой ExoIII (Promega, США) по отдельности при 16oC в следующих условиях: фланки LTR, Трейсер А – 20 единиц ExoIII,10 минут (удаление 40 концевых нуклеотидов); Трейсер Б – 20 единиц, 12 минут (удаление 60 нуклеотидов); Драйвер, 400 единиц, 10 минут (удаление 40 нуклеотидов); фланки L1, Трейсер А – 20 единиц ExoIII,12 минут (удаление 60 концевых нуклеотидов); Трейсер Б – 20 единиц, 15 минут (удаление 80 нуклеотидов); Драйвер, 500 единиц, 12 минут (удаление 60 нуклеотидов). 

В случае фланков LTR смешали по отдельности по 15 нг обработанных нуклеазой Трейсеров А и Б с 1500 нг обработанного Драйвера. В случае фланков L1 смешали отдельно по 12 нг обоих Трейсеров с 2300 нг Драйвера. Полученные образцы ДНК очистили дробной экстракцией фенолом и хлороформом, переосадили этанолом и растворили в 5 мкл (в первом случае) и в 1 мкл (во втором случае) гибридизационного буфера (0.5 M NaCl/50 mM Hepes, pH 8.3/0.2 mM EDTA).

4.4. Вычитающая гибридизация. Образцы Трейсер А/Драйвер и Трейсер Б/Драйвер смешали, денатурировали ДНК 10 минут при 95oC и гибридизовали 14 часов при 65oC. Конечную гибридизационную смесь разбавили буфером pH 8.3, содержащим 50mM NaCl/5mM Hepes, 0.2mM EDTA. 1 мкл разбавленной смеси ПЦР-амплифицировали с 0.4 μM праймером A1 при условиях: 1) 72oC в течение 6 минут для заполнения концов образовавшихся ДНК; 2) (95oC -15’’, 65oC - 10’’, 72oC - 1`30’’), х15 циклов. 

4.5. Создание библиотек и дифференциальный скрининг фланков повторяющихся элементов. Продукты ВГ были клонированы в E. coli штамма DH5α с использованием набора реактивов “TA-cloning system” (Promega). По 480 индивидуальных клонов из библиотек фланков LTR и L1 были упорядочены в 96-луночные плашки. 

Дифференциальный скрининг проводился только для библиотеки фланков LTR. ДНК вставок клонов упорядоченной библиотеки амплифицировали с праймером А1 и параллельно наносили на два набора нейлоновых мембран Hybond N (Amersham, США). Мембраны гибридизовали с ампликонами фланкирующих последовательностей человека и шимпанзе, радиоактивно помеченных 32P с использованием “Prime-a-Gene labeling system” (Promega) при 68oC в соответствии со стандартным протоколом. 

4.6. Определение первичной структуры клонов. Определение последовательности ДНК проводили с помощью автоматического секвенатора ДНК Applied Biosystems 373 automatic DNA sequencer либо при помощи Центра Коллективного Пользования «Геном». 

4.7. Анализ последовательностей ДНК. Поиск гомологий в базах данных GenBank проводился с помощью сервера BLAST at NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), картирование последовательностей в геноме человека и анализ генного окружения проводили, используя программное обеспечение UCSC Human Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/goldenPath/hgTracks.html). Поиск копий U6 мяРНК и псевдогенов 5S рРНК, 4,5S рРНК, различных тРНК, белков L7, L7A, L23A, L10, L31, L28, 7SK, 7SL, малых ядрышковых РНК Е1, Е2, Е3, малых РНК hY1, CYCLO, псевдогенов XBR, XTR, малых ядерных РНК U1, U2, U3, U4, U5 в геноме человека осуществляли с использованием сервера BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBLAT). Идентификацию геномных повторов в исследуемых последовательностях проводили при помощи программы RepeatMasker (http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker; A.F.A. Smit & P. Green, неопубликованные данные). Консенсусные последовательности повторяющихся элементов генома человека брали из базы данных RepBase Update (http://www.girinst.org/server/RepBase/). Выравнивание последовательностей проводили с помощью программ ClustalW (335) и ClustalWin (автор Т. Городенцева, ЛСФГЧ, ИБХ РАН). Филогенетический анализ и построение деревьев автор осуществлял с использованием программ Vector NTI, DnaDist, DnaPars и Fitch пакета PHYLIP (336). Визуализация деревьев проводилась с помощью программы TreeView. Также автором использовалась программа GeneRunner для подбора необходимых праймеров.

4.8. ПЦР-анализ. Амплифицировали 40 нг матрицы, в качестве которой выступали геномные ДНК, с использованием уникальных геномных праймеров (концентрация 0,2 мкМ). Стандартными условиями проведения ПЦР являлись: ( 95oC - 15’’, 60oC - 10’’, 72oC – 1’30’’), х 28 циклов, хотя в некоторых случаях температуру отжига праймеров подбирали индивидуально. Проведение ОТ-ПЦР анализа, в том числе и количественной ОТ-ПЦР, детально описывается нами в соответствующих публикациях (ссылки даются в каждом разделе).

4.9. Гибридизация с зондами на последовательности U6 мяРНК и L1. Зонд на последовательность U6 был получен в ходе геномной ПЦР с 0.2 μM U6-специфичными праймерами, прямым 5'‑TGCTCGCTTCGGCAGC-3' и обратным  5’‑AAAAATATGGAACGCTTCACG-3', матрица – 40 нг геномной ДНК плаценты человека, условия – (95oC - 15’’, 65oC - 10’’, 72oC - 20’’), х 28 циклов.


Зонд на последовательность L1 получали при геномной ПЦР ДНК человека с 0.2 μM уникальными прямым 5'‑GATTATCTAAATGACCTACTTGCAC-3' и обратным 5'‑CCAGAAGAAGTATAGCATGTTCAC-3' геномными праймерами, фланкирующими 5’-укороченный элемент семейства L1PA2 длиной 1375 пн (код доступа в GenBank AC037430). Условия ПЦР – (95oC - 15’’, 65oC - 10’’, 72oC – 1’), х 28 циклов.


Зонды метили 32P с помощью реактивов ‘Prime-a-Gene labeling system’ (Promega) и гибридизовали при 68oC по стандартному протоколу.

4.10. Образцы кДНК тканей человека (плаценты, зрелой тератомы, семиномы, нормальной паренхимы яичка и двух лимфом) были любезно предоставлены Т. В. Виноградовой (ЛСФГЧ, ИБХ РАН) и проверены с использованием стандартных бета-актиновых праймеров.

4.11. Гибридизация ДНК для метода MDR. Растворяли 800 нг каждого из подготовленных гибридизуемых образцов ДНК в 8 µл 1x гибридизационного буфера, денатурировали образцы при 95°C в течение 10 минут, затем гибридизовали при 65°C или 85°C в течение 50 часов. Гибридизационную смесь разбавляли 80 µл буфера следующего состава: 50 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 8.3, 0.2 mM EDTA. В некоторых экспериментах, к гибридизационной смеси добавляли конкурентную фракцию ДНК CotA (Gibco BRL). 
4.12. Заполнение концов гибридизованной ДНК. 1 единица полимеразы AmpliTaq DNA polymerase использовалась для достройки концов 1 микрограмма гибридизованной ДНК, инкубация 20 минут при 72°C. 
4.13. Обработка нуклеазами, чувствительными к неспаренным нуклеотидам.
100 нг-аликвоты гибридизованной ДНК обрабатывали 1 µл нуклеазы Surveyor (Transgenomic, США) в 20 µл 1x буфера, поставленного производителем фермента, ночная инкубация при 42°C, или обработаны 0.1 ед. нуклеазы Mung bean (Promega) при 37°C в течение 15 мин. ДНК очищали смесью фенол-хлороформ и высаживали этиловым спиртом.

Использованные сокращения:
РУССКИЙ РЕГИСТР

ВГ, вычитающая гибридизация

ИКП, инвертированные концевые повторы

кДНК, комплементарная ДНК

мРНК, матричная РНК

ОТ, обратная транскрипция
ОТ-ПЦР, reverse transcription polymerase chain reaction 

ПААГ – полиакриламидный гель

ПДРФ, полиморфизм длин рестриктных фрагментов

ПЦР, полимеразная цепная реакция

ССП, эффект супрессии ПЦР

ЛАТИНСКИЙ РЕГИСТР

BAC, англ. bacterial artificial chromosome, искусственная бактериальная хромосома

CC, англ. coincidence cloning, метод клонирования совпадений

CHS, англ. covalently hybridized subtraction
DSN, англ. duplex-specific nuclease, дуплекс-специфичная нуклеаза
DSNP, англ. метод duplex-specific nuclease preference
EST, англ. expressed sequence tag

FRET, англ. fluorescence resonance energy transfer

GREM, англ. метод genomic repeat expression monitor

LTR, англ. long концевой repeat, длинный концевой повтор 

MDR, метод mispaired DNA rejection

MOS, англ. метод mirror orientation selection

NGSCC, англ. метод non-methylated genomic sites coincidence cloning
ODD, метод упорядоченный дифференциальный дисплей
PEER, англ. метод primer extension enrichment reaction

RACE, англ. rapid amplification of cDNA ends, быстрая амплификация концов кДНК
RDA, англ. метод representative differences analysis, репрезентативный дифференциальный анализ
SAGE, англ. метод serial analysis of gene expression, серийный анализ генной экспрессии
SL, от англ. stem-loop, сковородоподобная структура, содержащая петлю и комплементарно спаренное основание («ручка» сковородки)

SNP, англ. single nucleotide polymorphism, однонуклеотидный полиморфизм

SSCP, метод single-strand conformational polymorphism
SSH, англ. suppression subtractive hybridization, супрессионная вычитающая гибридизация
TGDA, метод targeted геномный difference analysis

TGDD, метод targeted genomic differential display
YAC, англ. yeast artificial chromosome, дрожжевая искусственная хромосома.
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Выводы

1) Разработан метод, названный MDR (англ. Мispaired DNA Rejection), позволяющий значительно повышать специфичность отбора совершенных дуплексов при гибридизации. Метод также применим для поиска эволюционно консервативных последовательностей.

2) Разработаны новые экспериментальные методы поиска дифференциальных геномных повторов. Первый метод, TGDA (англ. Targeted Genomic Differences Analysis), основан на вычитающей гибридизации геномных последовательностей, а второй, Diffir (англ. Differences in the integration sites of low and medium copy number interspersed repeats technique) – на дифференциальной гибридиазации участков генома на фильтре.

3) Разработанные подходы были успешно применены для полногеномной идентификации специфичных для генома человека представителей ретроэлементов семейств HERV-K (HML-2) u L1. На основании полученных данных, проведён детальный структурный анализ человек-специфичных ретроэлементов HERV-K (HML-2) u L1. Для человек-специфичных представителей группы HERV-K (HML-2), обладающих общностью гомологии нуклеотидной последовательности, была создана консенсусная последовательность.

4) Разработан новый экспериментальный методический подход, впервые позволяющий проводить полногеномные исследования промоторной активности геномных повторов как на качественном, так и на количественном уровне. Этот подход, названный GREM (англ. Genomic Repeat Expression Monitor), основан на гибридизации геномных последовательностей, фланкирующих повторы, с 5’-концевыми фрагментами кДНК. Подход был применён для полногеномного исследования промоторной активности человек-специфичных эндогенных ретровирусов HERV-K (HML-2) в нормальной и раковой тканях.

5) В составе последовательности длинных концевых повторов представителей семейства HERV-K (HML-2) найдена точка начала транскрипции, отличающаяся от канонической для экзогенных ретровирусов. Появление новой точки начала транскрипции может быть связано с адаптивной эволюцией геномов эндогенных ретровирусов.

6) В интронах двух генов человека – SLC u SLB – выявлены человек-специфичные эндогенные ретровирусы HERV-K (HML-2) , инициирующие транскрипцию антисмысловых РНК, перекрывающихся с последовательностями экзонов этих генов. В системе in vitro показано, что экспрессия этих антисмысловых транскриптов на физиологическом уровне, наблюдаемом для эмбриональных и герминогенных тканей, приводит к 2-3 –кратному снижению концентрации мРНК соответствующих генов. Обнаружены первые два случая человек-специфичной регуляции экспрессии генов.

7) Было обнаружено новое семейство ретроэлементов, состоящее из химерных последовательностей, образованных при однократной или двукратной смене матрицы в ходе обратной транскрипции. Представители семейства были найдены в геномах млекопитающих и у нитчатого гриба Magnaporthe grisea.
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Рисунок 2.4.1. Схематическое изображение геномных локусов, отобранных для дальнейшего анализа, и расположение праймеров, использованных в работе.





Рисунок 2.4.2.  Поиск точки начала транскрипции внутри изучаемых LTR.


(А) Схема метода 5’-RACE. В качестве матрицы используются первые цепи кДНК, синтезированные с использованием «cap-switch» эффекта. На первой стадии проводят ПЦР с супрессионным адаптором А1, внутренняя часть которого комплементарна олигонуклеотиду, использованному при синтезе кДНК, и праймером на известную последовательность гена (Gfor1) (в данном случае, на последовательность близлежащего к LTR экзона); положительный контроль проводят для проверки работы праймера на кДНК. Во втором раунде ПЦР используется супрессионный адаптор А2, внутренняя часть которого комплементарна внешней части праймера А1, и заглубленный праймер на экзон (Gfor2); отрицательный контроль проводится с использованием только праймера А2 для проверки качества работы супрессионных адапторов.


(Б) Результаты 5’-RACE для LTR, расположенных в интронах генов SLB и SLC. 








Рис 23.  Поиск точки начала транскрипции внутри изучаемых LTR.


(А) Схема метода 5’-RACE. В качестве матрицы используются первые цепи кДНК, синтезированные с использованием «cap-switch» эффекта. На первой стадии проводят ПЦР с супрессионным адаптером А1, внутренняя часть которого комплементарна олигонуклеотиду, использованному при синтезе кДНК, и праймером на известную последовательность гена (Gfor1) (в данном случае, на последовательность близлежащего к LTR экзона); положительный контроль проводят для проверки работы праймера на кДНК. Во втором раунде ПЦР используется супрессионный адаптер А2, внутренняя часть которого комплементарна внешней части праймера А1, и заглубленный праймер на экзон (Gfor2); отрицательный контроль проводится с использованием только праймера А2 для проверки качества работы супрессионных адаптеров.





(Б) Результаты 5’-RACE для LTR, расположенных в интронах генов SLB и SLC. 





Рис 24. Схема расположения праймеров, использованных для определения 3’-конца транскриптов, начинающихся в LTR (A) и результаты серии ОТ-ПЦР для транскриптов LTR, находящихся в генах SLB (Б) и SLC (В).   (цифры обозначают цикл ОТ-ПЦР, на котором появлялся соответствующий продукт; «-» - отсутствие детектируемого продукта; в качестве положительного контроля работы праймеров использовалась ДНК плаценты человека)
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Рисунок 2.4.4. Схематическое изображение транскрипционно активных LTR в интронах генов SLB и SLC и типы транскриптов, образующихся с промотора LTR.








Рисунок 2.4.5.  Схематическое изображение плазмид, использованных для трансфекции клеточных линий NGP127 и Tera-1.


Фрагмент ДНК, соответствующий анализируемому транскрипту, был помещен в плазмиду pcDNA 3.1 Hygro- между промотором цитомегаловируса (PCMV) и сигналом полиаденилирования гена бычьего гормона роста (BGHpA). Стрелками внутри экзонов показано направление транскрипции генов SLB (плазмиды 1 и 2) и SLC (плазмида 3). В случае успешной интеграции плазмиды 1 в ДНК NGP127/Tera-1 получалась клеточная линия, стабильно экспрессирующая траскрипт 1 (см рис25); интеграция плазмиды 2 приводила к стабильной экспрессии транскрипта 2, а плазмиды 3 – к стабильной экспрессии транскрипта 3. Плазмида 4 – контрольная конструкция, не содержащая вставки. Трансформанты отбирались на среде с антибиотиком гигромицином.





Рисунок 2.4.6. Результаты определения количества живых клеток после трансфекции. Трансфицированные клетки были рассеяны на 10 96-луночных планшет. Через 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7 и 10 дней в плашки добавлял MTT, избирательно окрашивающий живые клетки, после чего проводили спектрофотометрическое измерение при длине волны 540 нм. Для каждой точки проводилось 10-12 измерений. Среднее значение оптической плотности и стандартное отклонение указаны в таблице.
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