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Synonym(e) MDA; Multiple Displacement Amplifikation;
SDA

Englischer Begriff strand displacement amplification; SDA;
multiple displacement amplification; MDA

Definition Strand Displacement Amplifikation (SDA), alter-
nativ auch Multiple Displacement Amplifikation (MDA)
genannt, ist eine Methode, geringe, aber durchaus hochmole-
kulare DNA-Mengen isothermal zu amplifizieren.

Beschreibung Durch Einsatz der Phi-29-DNA-Polymerase
lasst sich durch eine isothermale Amplifikation aus gerings-
ten, durchaus hochmolekularen (bis zu 100 kb langen) DNA-
Mengen eine Anreicherung um den Faktor 1000-10.000
erreichen. Die minimale DNA-Mengen werden in der Litera-
tur mit 100 fg bis 1 pg angegeben, d. h. eine Verdiinnung
1:1000 der herkdmmlichen DNA-Menge fiir eine klassische
PCR-Reaktion.

Im Gegensatz zur klassischen PCR-Amplifikation mit
einer Fehlerquote von 1:2000 bp liegt die Fehlerquoten der
Phi-29-DNA-Polymerase bei 1:3.000.000 bp und erlaubt
daher eine hohe diagnostische Sicherheit bei den amplifizier-
ten DNA-Fragmenten.

Die Phi-29-DNA-Polymerase ist ein sehr stabiles Enzym und
kann pro Bindung an die Ziel-DNA bis zu 70.000 Basenpaare
mit einer Rate von 25-50 Nukleotiden/s am Stiick synthetisieren
und die Ziel-DNA damit ersetzen (Displacement).

Die hohe Amplifikationsrate ist dadurch bedingt, dass bei
laufender Reaktion sekundire Primer-Annealing-Ereignisse
an den primdren Produkten ansetzen und die Syntheserate
dadurch vervielfiltigen. Die Primer kdnnen je nach Applika-
tion variieren. So konnen Random- oder Hexamer-Primer
eingesetzt werden, um potenziell das gesamte Genom einer
Zelle zu amplifizieren, aber auch gen- oder sequenzspezifi-
sche Primer kdnnen eingesetzt werden, um gezielte Regio-
nen, wie z. B. Translokationen oder klonale Rezeptorrearran-
gements in der Leukdmie oder Lymphomdiagnostik, zu
analysieren.

In der praktischen Durchfithrung wird die zu amplifizie-
rende DNA durch Hitzedenaturierung einzelstrangig gemacht
und unter Zugabe von Nukleotiden, Primern und Phi-29-
DNA-Polymerase zum Reaktionsgemisch iiber Nacht bei
30 °C (isothermal) inkubiert. Eine bis zu 10.000-fache Ver-
mehrung der DNA erlaubt eine sichere diagnostische Ana-
lyse.
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