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Amplifikační metody 



Amplifikační systémy založené na 

transkripci 

• Transkripční amplifikační systém TAS  

• Vypracován pro detekci HIV-1 RNA (Kwoh 

a spol. 1989) 

• 2 cykly:  

• Syntéza DNA komplementární s RNA 

matricí pomocí reverzní transkriptázy 

• In vitro transkripce nově syntetizované 

DNA pomocí RNA polymerázy 



TAS 

• Syntéza DNA pomocí reverzní transkriptázy 

• Je řízena 2 primery (ohraničují amplikon), 

• Jeden primer nese na 5´konci sekvenci promotoru pro T7 RNA 
polymerázu 

• Díky tomu ds amplikony obsahují T7 promotor 

• Na ten se váže T7 RNA polymeráza a začíná transkripce 

• Z každé molekuly DNA matrice se syntetizuje asi 40 molekul RNA 

• Molekuly RNA jsou použity do dalšího cyklu TAS a následuje opět 
40 násobná amplifikace 

• Docílit lze až 106 násobné amplifikace 

• Výhoda: naamplifikovaná ss RNA může být afinitně vychytávána 
pomocí komplementárních oligonukleotidů kovalentně přichycených 
k pevné matrici 

 



 



Isotermální modifikace  

• Probíhá za 1 teploty 

• Využívá enzymatickou aktivitu 3 enzymů: 

• Reverní transkriptázy, T7 RNA polymerázy a RNázy H  

• RNáza H degraduje RNA v komplexu DNA/RNA 

• S využitím RNázové aktivity reverzní transkriptázy 
izolované z AMV virusu byl postup zjednodušen a 
využívá pouze 2 enzymů – AMV reverzní transkriptázy a 
T7 RNA polymerázy 

• Tato metoda se nazývá 3SR (self-sustaining sequence 
replication) nebo NASBA (nucleic acid sequence based 
amplification). 

• Jejím zdokonalením bylo dosaženo 108 násobné 
amplifikace cílové molekuly během 30 minut. 



Amplifikace s vytěsňováním 

řetězce (SDA) 
• Walker a spol. 1992 

• Je založena na schopnosti DNA polymeráz iniciovat 
syntézu komplementárního DNA řetězce  

• Od místa zlomu v jednom z řetězců cílové molekuly 

• A nahradit tento rozštěpený řetězec řetězcem novým 

• Enzymem vytěsněná ss molekula DNA slouží jako 
substrát k následnému připojení primerů a syntéze 
komplementární DNA, což vede ke geometrickému 
nárůstu kopií cílové sekvence 
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Primery používané v SDA 

• Mají 2 funkční oblasti 

• Sekvenčně specifickou oblast (15 až 20 nukleotidů) a 

• Cílové místo pro restriktázu 

• Klíčovým krokem je tvorba ss zlomů 

• V řetězci dsDNA je přítomen abnormální nukleotid (deoxyadenosin 
5´-(alpha-thio)-trifosfát a díky tomu restriktáza štěpí jen 1 řetězec 

• Do reakce je přidáván spolu s dNTP 

• Podmínkou je, aby amplifikovaná sekvence neobsahovala cílové 
místo pro restriktázu, která je používána pro tvorbu ss zlomů (nicků) 

• Reakce je isotermální 

• Metodu lze použít i pro amplifikaci na pevné fázi v miniaturním 
uspořádání (na mikročipu) 



Nová metoda - MDA 

• mnohočetná amplifikace s vytěsňováním řetězce 
(multiple displacement amplification)  

• s využitím DNA polymerázy Phi29  

• se provádí s cílem nabohatit malé množství  genomové 
DNA 

• (whole genome amplification, WGA) 

• Fragmenty dlouhé desítky kb se syntetizují podél celého 
genomu od náhodných hexamerových primerů, bez 
chyb, syntetizuje se větší množství DNA než v PCR 

• Není potřeba znalost sekvence 

• Reakce probíhá za 1 teploty 



Amplifikace otáčivou kružnicí 

(RCA) 

• Lizardi a spol.1998, roling circle 

amplification 

• Umožňuje amplifikaci jak cílové molekuly 

tak signálu 

• Amplifikace probíhá za 1 teploty 

• Lze ji použít pro amplifikaci DNA uvnitř 

buňky a na čipu 



Byly popsány 

• Lineární i exponenciální formy RCA 

• Lineární forma: DNA kružnice je amplifikována 
syntézou DNA od komplementárního primeru Z 
každého primeru vzniká více než 105 

tandemových repetic, spojených v konkatemer.  

• Lineární RCA je omezena na kruhové cílové 
molekuly virů, plasmidů a na cirkulární 
chromosomy 

• Multiple primed rolling circle amplification 
(MPRCA) využívá Phi29 DNA polymerázu a je 
založena na stejném principu jako MDA. 

 



Exponenciální RCA 

• Používá 2 primery 

• První primer a primer komplementární k 
sekvenci produktu 

• V provedení on-line je kvantitativní 

• Byl popsán i postup využívající 
oligonukleotidy kovalentně připojené k 
nanočásticím zlata 

• Využití těchto komplexů vedlo ke zvýšení 
citlivosti detekce 



. 
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RCA lze použít 

• I k detekci proteinů 

• Tato technika se nazývá imunoRCA 

(Schweitzer 2000) 

• Využívá DNA k amplifikaci sondy 

• K amplifikaci může dojít i na mikročipu 

 



 



2)Techniky využívající amplifikace 

molekul detekční sondy 

• Alternativní strategie pro detekci malých 

množství cílových molekul 



Amplifikace RNA sond pomocí Q 

beta replikázy 

• Lomeli a spol. 1989 

• Q beta replikáza je RNA polymeráza, která 
replikuje RNA bakteriofága Q beta 

• Enzym je zvláštní – specificky rozpoznává 
sekundární strukturu RNA a replikuje ji 

• Enzym toleruje krátké inserce, které se 
vkládají do RNA a které se 
komplementárně párují s cílovou DNA 
(RNA sonda) 



Postup 

• Sonda se váže na cílové sekvence DNA, 

zbytek nenavázané RNA je vymyt nebo 

degradován pomocí RNázyIII 

• Následuje replikace in vitro  

• A detekce replikonů sondy 

• Metoda umožňuje kvantifikaci 

 



. 
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Amplifikace dependentní na DNA 

ligáze 
• Wu a spol. 1989 

• Ligázová amplifikační reakce (LAR) je založena na 
ligacích specifických oligonukleotidových sond 

• Dvě komplementární sondy jsou po hybridizaci na cílové 
sekvence DNA matrice spojeny DNA ligázou (hybridizují 
těsně vedle sebe) 

• Po denaturaci slouží ligační produkty (komplementární s 
řetězcem původní DNA) jako matrice pro ligaci dalších 
komplementárních oligonukleotidů 

• Opakováním se dosahuje zdvojování ligačních produktů 
geometrickou řadou 



. 
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Ligázová řetězová reakce (LCR) 

• Využívá termofilní DNA ligázu 

• Je vhodná pro detekci bodových mutací 

(záleží na perfektním párování na 3´a 

5´koncích oligonukleotidů s DNA matricí) 

• Oligonukleotidy mohou být značeny 

afinitní značkou (např. biotinem) nebo 

fluoresceinem nebo enzymaticky z důvodu 

usnadnění detekce produktu.  



3)Techniky využívající amplifikace 

signálu detekční sondy 

• Nejsou založeny na replikaci cílové 
sekvence ani sondy a proto jsou méně 
náchylné ke kontaminaci 

• Tento postup se používá tehdy, když není 
potřeba získat cílovou sekvenci 

• Techniky využívají ke zvýšení intensity 
signálu hybridizace – k molekule DNA 
sondy je navázána další DNA s vhodnou 
reporterovou skupinou. 



Větvená DNA (bDNA) 

• bDNA, amplifikační multimer 

• Větvená DNA umožňuje amplifikaci 
signálu s využitím DNA dendrimeru 
(struktura podobná stromečku) s 
navázanými molekulami např. alkalické 
fosfatázy, která štěpí substrát za vzniku 
chemiluminiscence 

• Váže se na  sondu, která vymezuje 
cílovou sekvenci 



Složené sondy 

• Rozpoznávají 2 funkční komponenty: 

• Primární komponentu (sondu), jež rozpoznává cílovou 
sekvenci  

• a zároveň nese mnohočetné vazebné místo pro 
sekundární komponentu s reporterovou molekulou 
(signálem) 

• Inkubace s cílovou DNA (která může být imobilizována 
pomocí vychytávací sondy) 

• vede ke vzniku molekulové sítě, v níž je primární sonda 
navázána na cílovou oblast, při čemž ostatní sekvence 
zůstávají k dispozici pro vazbu ostatních sond. 

• Vzniklý stromeček umožňuje zvýšit intenzitu signálu 



. 
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Amplifikace molekulového signálu 

založená na štěpení sondy 
• Capaldi a spol. 2000, Hall a spol.2000 

• Amplifikace signálu je docíleno pomocí syntézy 
a štěpení DNA sondy. 

• Využívá se polymerázová a 3´- 5´ 
exonukleázová aktivita T7 DNA polymerázy 

• Vzniká anorganický pyrofosfát 

• Který je enzymaticky přeměňován za vzniku 
bioluminiscence, 

• Která je měřena luminometrem. 

• Metoda se nazývá NEESA (nucleotide extension 
and excision-based signal amplification) 



. 
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Amplifikace molekulového signálu 

založená na štěpení DNA sondy 

• Využívá více metod 

• V jedné se využívá RNA sonda, která se 

váže na komplementární DNA řetězec 

• RNA v hybridní molekule RNA/DNA je 

štěpena RNázouH a vznikající fragmenty 

sondy jsou detekovány imunotestem s 

využitím flow cytometru nebo 

spektrofotometricky. 



Na štěpení sondy  

• Je založena metoda s komerčním názvem 

Invader 

• Využívá 2 částečně se překrývající sondy, 

které jsou po navázání na cílové sekvence 

DNA štěpeny nukleázou 

• Při použití termostabilní nukleázy a 

zvýšení teploty může být evokováno až 

3000 štěpení na 1 cílovou molekulu 



Amplifikace signálu 

• S využitím strukturně specifických 5´nukleáz, které štěpí 
sondu 

• Využívá metoda SISAR (seriál invasive signal 
amplification reaction) 

• Štěpený produkt je vázán k sekundární sondě, která 
obsahuje fluorofor a zhášeč 

• Tato sekundární sonda je štěpena nukleázou, což vede 
ke vzniku fluorescenčního signálu postačujícího k 
detekci 1000 cílových molekul 

• SISAR umožňuje rozlišit změnu 1 nukleotidu podobně 
jako restrikční štěpení, protože nedokonalé párování 
ZABRAŇUJE ŠTĚPENÍ SEKUNDÁRNÍ SONDY 



. 
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Souhrnná tabulka 

• Uvádějící charakteristiku různých DNA 

diagnostických technik  

• Využívajících různých způsobů 

amplifikace amplifikace 



 



 


