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Amplifikacni metody



Amplifikacni systémy zalozené na
transkripci

Transkripcni amplifikacni system TAS

Vypracovan pro detekci HIV-1 RNA (Kwoh
a spol. 1989)

2 cykKly:
Syntéza DNA komplementarni s RNA
matrici pomoci reverzni transkriptazy

In vitro transkripce nove syntetizovaneée
DNA pomoci RNA polymerazy



TAS

Syntéza DNA pomoci reverzni transkriptazy

Je fizena 2 primery (ohraniCuji amplikon),

Jeden primer nese na 5’konci sekvenci promotoru pro T/ RNA
polymerazu

Diky tomu ds amplikony obsahuji T7 promotor

Na ten se vaze T7 RNA polymeraza a zacina transkripce

Z kazde molekuly DNA matrice se syntetizuje asi 40 molekul RNA

Molekuly RNA jsou pouzity do dalSiho cyklu TAS a nasleduje opét
40 nasobna amplifikace

Docilit Ize az 10% nasobné amplifikace

Vyhoda: naamplifikovana ss RNA muze byt afinitné vychytavana
pomoci komplementarnich oligonukleotidu kovalentné prichycenych
K pevné matrici



Obr. Transkripéni amplifikaéni systém
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Kazdy cyklus TAS se sestavd ze dvou &isti. Prvni je reverzni transkripce RNA = cDNA.
Nové& vzniklda cDNA je komplementarni k cilové nukleotidové sekvenci. Druha &ast je
transkripce i vitro s novou cDNA jako templiatem. Syntéza cDNA se odviji od specidlnich
primerii. Jeden konec primeru se skladd z cilové specifické sekvence a konec obsahuje
promotor pro fagovou T7 RNA polymerdzu. Nasleduje denatura&ni krok zvy3enim teploty,
pfidavek reverzni transkriptizy a syntetizovdni na dvoufetézcové molekuly. Vysledna
dvoufetézcova kopie cilové molekuly obsahuje na jednom nebo na obou koncich T7
promotor. Po pfidavku T7 RNA polymerazy je z kazdé templatové cDNA syntetizovano aZ
40 molekul RNA. Aktivita T7 polymerdzy je hlavni amplifikaéni sloZkou. Nova cDNA
slouZi jako templat pro syntézu RNA, za ugasti T7 polymerdzy a vede k velkému nadbytku
RNA, kterd je znovu pouZita jako substrat v daldich cyklech TAS. Né&kolikeré opakovani
této &tyticetindsobné amplifikace vede k n&€kolikamilionovému zmnoZeni cilové sekvence.



Isotermalni modifikace

Probiha za 1 teploty

Vyuziva enzymatickou aktivitu 3 enzymu:

Reverni transkriptazy, T7 RNA polymerazy a RNazy H
RNaza H degraduje RNA v komplexu DNA/RNA

S vyuzitim RNazové aktivity reverzni transkriptazy
izolované z AMV virusu byl postup zjednodusen a
vyuziva pouze 2 enzymu — AMV reverzni transkriptazy a
T7 RNA polymerazy

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

Jejim zdokonalenim bylo dosazeno 108 nasobné
amplifikace cilové molekuly béhem 30 minut.



Amplifikace s vytésnovanim
retezce (SDA)

Walker a spol. 1992

Je zalozena na schopnosti DNA polymeraz iniciovat
syntezu komplementarniho DNA retézce

Od mista zlomu v jednom z fetézcu cilové molekuly
A nahradit tento rozstépeny retézec retézcem novym

Enzymem vytésnéna ss molekula DNA slouzi jako
substrat k naslednému pfipojeni primeru a syntéze
komplementarni DNA, coz vede ke geometrickemu
narustu kopii cilové sekvence



SDA reaclion. After restriction enzyme digestion and denaturation of a double-stranded
target fragment, primers P, and P, bind to single-strand targel fragments T, and T,. The primers
contain recognition sites at their 5° ends for a restriction enzyme. DNA replication with three
deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) and one dNTP[aS] produces double-stranded primer-target
complexes with hemiphosphorothioate recognition sites, which are subsequently nicked by the
appropriate restriction enzyme. A DNA polymerase lacking 5'-10-3" exonuclease aclivity extends the
3’ end at the nick and displaces the downstream strand. Nicking and polymerization/displacement
steps cycle continuously because of regeneration of a nickable recognition site. Exponential
amplification occurs because strands displaced from the P,-T, complex serve as targel|for primer
P, and strands displaced from the P,-T, complex serve as larget for primer P,. (Adapted from

reference 146.)
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Primery pouzivaneé v SDA

Maji 2 funkCni oblasti

Sekvenéné specifickou oblast (15 az 20 nukleotidl) a

Cilové misto pro restriktazu

Klicovym krokem je tvorba ss zlomu

V fetézci dsDNA je pfitomen abnormalni nukleotid (deoxyadenosin
5’-(alpha-thio)-trifosfat a diky tomu restriktaza stépi jen 1 fetézec
Do reakce je pridavan spolu s dNTP

Podminkou je, aby amplifikovana sekvence neobsahovala cilove
misto pro restriktazu, ktera je pouzivana pro tvorbu ss zlomu (nicku)

Reakce je isotermalni

Metodu lze pouzit i pro amplifikaci na pevné fazi v miniaturnim
usporadani (na mikrocCipu)



Nova metoda - MDA

mnohocCetna amplifikace s vytésnovanim retézce
(multiple displacement amplification)

s vyuzitim DNA polymerazy Phi29

se provadi s cilem nabohatit malé mnozstvi genomove
DNA

(whole genome amplification, WGA)

Fragmenty dlouhé desitky kb se syntetizuji podél celého
genomu od nahodnych hexamerovych primeru, bez
chyb, syntetizuje se vetsi mnozstvi DNA nez v PCR

Neni potreba znalost sekvence
Reakce probiha za 1 teploty



Amplifikace otacivou kruznici
(RCA)
Lizardi a spol.1998, roling circle
amplification

Umoznuje amplifikaci jak cilové molekuly
tak signalu

Amplifikace probiha za 1 teploty

Lze ji pouzit pro amplifikaci DNA uvnitr
bunky a na Cipu



Byly popsany

Linearni i exponencialni formy RCA

Linearni forma: DNA kruznice je amplifikovana
syntézou DNA od komplementarniho primeru Z
kazdého primeru vznika vice nez 10°

tandemovych repetic, spojenych v konkatemer.

Linearni RCA je omezena na kruhove cilove
molekuly viru, plasmidu a na cirkularni
chromosomy

Multiple primed rolling circle amplification
(MPRCA) vyuziva Phi29 DNA polymerazu a je
zalozena na stejnem principu jako MDA.



Exponencialni RCA

Pouziva 2 primery

Prvni primer a primer komplementarni k
sekvenci produktu

V provedeni on-line je kvantitativni

Byl popsan i postup vyuzivajici
oligonukleotidy kovalentne pripojenée k
nanocasticim zlata

Vyuziti téchto komplexu vedlo ke zvyseni
citlivosti detekce



Qbr Linearni amplifikace otacivou kruznici
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Schéma vystihuje princip amplifikace ota€ivou kruZnici
A linearni forma vyuZivajici primer komplementarni
k sekvenci kruZnicové molekuly B exponencialni
amplifikace vyuZivajici navic primery komplementarni
k sekvenci primarniho produktu



RCA lze pouzit

| k detekci proteinu

» Tato technika se nazyva imunoRCA
(Schweitzer 2000)

* Vyuziva DNA k amplifikaci sondy
« K amplifikaci muze dojit i na mikroCipu
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Fig. 1. Schematic of immunoRCA
assay. (Top Left) Areporter Ab con-
jugated to an oligonucleotide
binds to a test analyte that is cap-
tured on a solid surface by covalent
attachment or by a capture Ab.
(Top Right) A DNA circle hybridizes
to a complementary sequence in
the oligonucleotide. (Bottom Lefft)
The resulting complex is washed to
remove excess reagents, and the
DNA tag is amplified by RCA.
(Bottom Right) The amplified
product is labeled in situ by hy-
bridization with fluor-labeled
oligonucleotides.



2)Techniky vyuzivajici amplifikace
molekul detekcni sondy

 Alternativni strategie pro detekci malych
mnozstvi cilovych molekul



Amplifikace RNA sond pomoci Q
beta replikazy

Lomeli a spol. 1989

Q beta replikaza je RNA polymeraza, ktera
replikuje RNA bakteriofaga Q beta

Enzym je zvlastni — specificky rozpoznava
sekundarni strukturu RNA a replikuje |ji
Enzym toleruje kratkeé inserce, ktere se
vkladaji do RNA a ktere se

komplementarne paruji s cilovou DNA
(RNA sonda)



Postup

Sonda se vaze na cilové sekvence DNA,
zbytek nenavazane RNA je vymyt nebo
degradovan pomoci RNazyll|

Nasleduje replikace in vitro
A detekce replikonu sondy
Metoda umoznuje kvantifikaci



Qp replicase-based probe amplification. A Qp replicase substrate which contains both a
target-specific probe region and an endonuclease cleavage site formed by intramolecular base
pairing of the probe region is produced. When the molecule is annealed to the target sequence, it is
RNase Il resistanl. Unbound probe is treated with RNase and then washed from the reaction
mixture by target cycling (73). Qp replicase is then added to the washed target-probe complex, and
the reaction is incubated at 37°C, resulting in amplification of the probe.
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Amplifikace dependentni na DNA
ligaze
Wu a spol. 1989

Ligazova amplifikaCni reakce (LAR) je zalozena na
ligacich specifickych oligonukleotidovych sond

Dveé komplementarni sondy jsou po hybridizaci na cilové
sekvence DNA matrice spojeny DNA ligazou (hybridizuji
tésné vedle sebe)

Po denaturaci slouzi ligaéni produkty (komplementarni s
retézcem puvodni DNA) jako matrice pro ligaci dalSich
komplementarnich oligonukleotidu

Opakovanim se dosahuje zdvojovani ligacnich produktu
geometrickou radou



LCR. Oligonucleotide probes are annealed to template molecules in a head-to-tail
fashion, with the 3’ end of one probe abutling the 5' end of the second. DNA ligase joins the
adjacent 3" and 5" ends to form a duplicate of one strand of the target. A second primer set,
complementary to the first, then uses this duplicated strand (as well as the original target) as a
terﬁplale for ligation. Repeating the process results in a logarithmic accumulation of ligation
products, which can be detected via the functional groups attached to the oligonucleotides.
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Ligazova retezova reakce (LCR)

* Vyuziva termofilni DNA ligazu

» Je vhodna pro detekci bodovych mutaci
(zalezi na perfektnim parovani na 3'a
5°koncich oligonukleotidu s DNA matrici)

» Oligonukleotidy mohou byt znaceny
afinitni znackou (napr. biotinem) nebo
fluoresceinem nebo enzymaticky z duvodu
usnadneni detekce produktu.



3)Techniky vyuzivajici amplifikace
signalu detekcni sondy

* Nejsou zalozeny na replikaci cilove
sekvence ani sondy a proto jsou mene
nachylné ke kontaminaci

* Tento postup se pouziva tehdy, kdyz neni
potreba ziskat cilovou sekvenci

* Techniky vyuzivaji ke zvyseni intensity
signalu hybridizace — k molekule DNA

sondy je navazana dalsi DNA s vhodnou
reporterovou skupinou.



Vetvena DNA (bDNA)

 bDNA, amplifikacni multimer

» Vetvena DNA umoznuje amplifikaci
signalu s vyuzitim DNA dendrimeru
(struktura podobna stromecku) s
navazanymi molekulami napr. alkalické
fosfatazy, ktera stepi substrat za vzniku
chemiluminiscence

* VVaze se na sondu, ktera vymezuje
cilovou sekvenci



Slozeneé sondy

Rozpoznavaji 2 funkéni komponenty:
Primarni komponentu (sondu), jez rozpoznava cilovou
sekvenci

a zaroven nese mnohocetné vazebne misto pro
sekundarni komponentu s reporterovou molekulou
(signalem)

Inkubace s cilovou DNA (ktera muze byt imobilizovana
pomoci vychytavaci sondy)

vede ke vzniku molekulove site, v niz je primarni sonda
navazana na cilovou oblast, pfi Cemz ostatni sekvence
zUstavaji k dispozici pro vazbu ostatnich sond.

Vznikly stromeCek umoznuje zvysit intenzitu signalu



bDNA-based signal amplification. Target nucleic acid is released by disruption and
captured to a solid surface via multiple conliguous capture probes. Contiguous extender probes
hybridize with adjacent target sequences and contain additional sequences homologous to the

branched amplification multimer. Enzyme-labeled oligonucleotides bind to the bDNA via homologous

base pairing, and the enzyme-probe complex is measured by detection of chemiluminescence. All
hybridization reactions occur simultaneously.
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Amplifikace molekuloveho signalu

zalozena na stepeni sondy

Capaldi a spol. 2000, Hall a spol.2000
Amplifikace signalu je docileno pomoci syntezy
a stepeni DNA sondy.

Vyuziva se polymerazovaa 3'- 5°
exonukleazova aktivita T/ DNA polymerazy
Vznika anorganicky pyrofosfat

Ktery je enzymaticky premenovan za vzniku
pioluminiscence,

Ktera je merena luminometrem.

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




Obr. Amplifikace molekulového signdlu zaloZena na Stépeni DNA sondy (SISAR)
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SISAR je test zaloZeny na S$tépeni sondy. A Na cilovou
sekvenci (target strand) se vaZe oligonukleotid 1 (upstream
oligonucleotide) a oligonukleotid 2 (primary probe), ktery se
sklada z &asti komplementarni k cilové sekvenci a z &asti
nekomplementarni k cilové sekvenci (5° arm). Takto se tvofi
specifické rozpoznavaci misto (cleavage site) pro specialni
endonukleazu (naznaeno 3ipkou). B 5° konec S3tépeného
oligonukleotidu 2 (cleaved 5° arm) je komplementarni
k oligonuklectidu 3 (secondary probe). Tento komplex opét
obsahuje rozpoznavaci misto (cleavage site) pro specialni
endonukledzu a je 3tépen(naznateno Sipkou). Roz3t€penim
tentokrat oligonukleotidu 3 se oddéli funké&ni skupiny (FI a
Cy3), které byly navdzany na tento oligonukleotid. Témito
nk&nimi skupinami mohou byt napfiklad fluorofor a zha3e<.
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Amplifikace molekuloveho signalu
zalozena na stepeni DNA sondy

* Vyuziva vice metod

* V jedné se vyuziva RNA sonda, ktera se
vaze na komplementarni DNA retezec

* RNA v hybridni molekule RNA/DNA je
stepena RNazouH a vznikajici fragmenty
sondy jsou detekovany imunotestem s
vyuzitim flow cytometru nebo
spektrofotometricky.



Na stepeni sondy

» Je zalozena metoda s komercnim nazvem
Invader

* Vyuziva 2 CastecCne se prekryvajici sondy,
ktere jsou po navazani na cilové sekvence
DNA stepeny nukleazou

* Pri pouziti termostabilni nukleazy a
zvysSeni teploty muze byt evokovano az
3000 stepeni na 1 cilovou molekulu



Amplifikace signalu

S vyuzitim strukturné specifickych 5°nukleaz, které Stépi
sondu

Vyuziva metoda SISAR (serial invasive signal
amplification reaction)

St&peny produkt je vazan k sekundarni sondé, ktera
obsahuje fluorofor a zhasedé

Tato sekundarni sonda je stepena nukleazou, coz vede
ke vzniku fluorescencniho signalu postacujiciho k
detekci 1000 cilovych molekul

SISAR umoznuje rozlisit zmenu 1 nukleotidu podobné
jako restrikCni stepeni, protoze nedokonalé parovani
ZABRANUJE STEPENI SEKUNDARNI SONDY



Obr. Amplifikace molekulového signdlu zaloZena na $tépeni DNA sondy (SISAR]
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SISAR je test zalozeny na S3tépeni sondy. A Na cilovou
sekvenci (target strand) se vaZe oligonukleotid 1 (upstream -
oligonucleotide) a oligonukleotid 2 (primary probe), ktery se
sklada z &asti komplementarni k cilové sekvenci a z &asti
nekomplementamni k cilové sekvenci (5° arm). Takto se tvori
specifické rozpoznavaci misto (cleavage site) pro specialni
endonukleazu (naznadeno Sipkou). B 5° konec Stépeného
oligonukleotidu 2 (cleaved 5° arm) je komplementarni
k oligonuklestidu 3 (secondary probe). Tento komplex opét
obsahuje rozpoznavaci misto (cleavage site) pro specialni
endonukleazu a je S3tépen(naznadeno Sipkou). Rozsté€penim
tentokrat oligonukleotidu 3 se oddéli funk&ni skupiny (FI a
Cy3), které byly navaziny na tento oligonukleotid. Témito
nké&nimi skupinami mohou byt napfiklad fluorofor a zha3e<.
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Souhrnna tabulka

» Uvadéjici charakteristiku ruznych DNA
diagnostickych technik

* Vyuzivajicich ruznych zpusobu
amplifikace amplifikace
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Figure 1. (A) Two examples of SACs used in the study. The single-track SAC (top) is a hairpin molecule with a single template strand consisting of 15 residues of
adenines. The dual-track SAC (bottom) has two such template strands. (B) A schematic representation of the principle behind the NEESA approach. The polymerase
activity of T7 DNAP cxtends (fill-in reaction) the recessive 3-end of a SAC molecule with TTP. For cach TTP molecule incorporated a PPi molecule is liberated
1o the medium. Once extension is completed, the template is regenerated by the 3’—5 exonuclease activity for another round of polymerase activity. The end result
of these two reactions is the accumulation of a high concentration of PPi. The PPi produced in this manner will be enzymatically converted to ATP by ATP sulfurylase
and APS. The amount of ATP generated in the reaction can be detected with firefly luciferase and luciferin. (C) Bioluminescence signal produced by SAC molecules.
Closed circles indicate the signal generated by the dual-track SAC molecule shown in (A), whereas the open circles show the level of signal derived from a single-track
SAC molecule. Squares show the control experiraent in which a DNA strand (5-ATGCCTAAGT TTCGAACGCGGCTAGCCAGCTTTTGCTGGCTAGCCGCGT-3")
that could fold into a hairpin structure was used as the substrate. This hairpin substrate allows extension and excision of a single thymidine residue. These experiments were
carried out under decoupled conditions.



Table 1

Properties of various nucleic acid amplification technologies.

Property PCR LCR SDA NASBA bDNA Invader RCA
DNA target amplification 4 s s x X x 4
RNA target amplification ' x s v X x -
DNA signal amplification X x = X g 7 F
RNA signal amplification X X X X v v v
Protein signal amplification x x x x x x v
Multiplexing Litte X Little Little £ x o g
Mesothermal X x v v v v v
Amplification within cells v X X x X X v
Amplification on microarrays X X 4 X X X v
Sensitivity (copies) <10 100 500 100 500 600 1
Range (logs) - 3 4 5 3 < 7
Specificity (allele discrimination factor) 50 5000 50 50 10 3000 100.000
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