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Blue-LAMP UNG RT KIT

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) jest metodg szybkiej amplifikacji kwaséw
nukleinowych. W przeciwienstwie do techniki PCR, ktéra prowadzona jest w cyklach zmiennych
temperatur, reakcja LAMP odbywa sie w statej temperaturze 65°C. W technice LAMP RT
wykorzystuje sie odwrotng transkryptaze, ktéra przepisuje ni¢ RNA na cDNA oraz polimeraze Opti
Bst, ktéra amplifikuje powstaty fragment. Dzieki zastosowaniu zestawu 3 par starteréw,
specyficznych do matrycowego cDNA, reakcja jest wyjatkowo szybka i wydajna. W pierwszej fazie
powstaje produkt podstawowy zakonczony petlami, nastepnie dzieki aktywnosci wymiany nici (ang.
strand displacement) i przytaczania sie kolejnych starteréw powstaja coraz dtuzsze fragmenty DNA
sktadajgce sie z powtodrzen produktu podstawowego. Uzyskany produkt w rozdziale
elektroforetycznym nie jest pojedynczym prazkiem a stanowi mieszanine réznej wielkosci produktéow
o powtarzajacej sie sekwencji. Detekcja odbywa sie kolorymetrycznie poprzez zmiane koloru reakgji.
W wyniku amplifikacji DNA roztwor reakcyjny zmienia barwe z bezbarwnego (brak amplifikacji) na
niebieska (amplifikacja DNA). Powstajgce bardzo duze ilosci produktu, prowadza do zmetnienia
probki. Blue-LAMP UNG RT KIT zawiera dodatkowy nukleotyd uracyl oraz termofilng Uracyl
Glikozylaze (UNG). Enzym usuwa matryce DNA z wbudowanym uracylem pochodzaca z
zanieczyszczenia poprzednimi reakcjami.

Zawartos¢ zestawu:

Sktadnik Nr kat. E1416-01 Nr kat. E1416-02
100 reakcji po 25 ul 500 reakcji po 25 pl
Blue-LAMP UNG RT Reaction Mix (2x) 1300 5x 1300 pul

brazowa probowka (Chronic przed UV)

Blue-LAMP UNG RT Enzyme Mix 110 ul 5x 110 ul

z6tta nakretka

Lambda Positive Control (10x) 70 ul 350 ul
(mieszanina starterow i DNA Lambda)

czarna nakretka

RNase free Water 1200 ul 5x 1200 pul

przezroczysta nakretka

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywacé w temperaturze -20°C.

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in vitro use only.

EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland ul. Przyrodnikéw 3, NIP 957-07-05-191, KRS 0000202039
www.eurx.com.pl, orders@eurx.com.pl, tel. +48 58 524 06 97, fax +48 58 341 74 23


http://www.eurx.com.pl/
mailto:orders@eurx.com.pl

®
MOLECULAR
BIOLOGY

. PRODUCTS
Protokét:
Projektowanie starterow:

Reakcja LAMP w duzej mierze zalezy od sekwencji starteréw, dlatego zaleca sie przetestowanie kil-
ku zestawow starteréw dla optymalizacji procesu. Do projektowania starteréw zalecamy uzycie pro-
gramu PrimerExplorer dostepnego online.

Rozcienczenie starterow:

Sporzadzi¢ mieszanine 10x Primer Mix z szesciu starteréw rozciericzonych woda wolng od RNaz wg.
ponizszej tabelki. Przygotowany 10x Primer Mix mozna przechowywac w temp -20°C do nastepne-
g0 uzycia.

Uwaga: Startery odsolone przez precypitacje majg wystarczajaca czystos¢ do przeprowadzenia reak-
cji. Startery nie musza by¢ oczyszczane na HPLC. Rozciericzanie powinno odbywac sie w miejscu, w
ktérym nie pracuje sie z matryca.

Startery FIP BIP F3 B3 LF LB RNase free
100 pM 100 uM 100uM | 100uM | 100pM | 100uM |Water
10x Primer Mix 16 uM 16 uM 2 uM 2 uM 4 uM 4 uM
Stezenie
Objetos¢ 160 pl 160 pl 20 ul 20 ul 40 pl 40 pl 560 ul
1000 pl

Rozcienczenie matrycy:

Matryca RNA powinna by¢ rozciennczona w wodzie wolnej od RNaz, poza pomieszczeniem do nasta-
wiania czy detekcji reakcji. Typowe stezenie matrycy miesci sie w przedziale 500 -0,05 ng/reakcje.

Przygotowanie reakcji:

Reakcja LAMP powinna by¢ nastawiana na lodzie lub w bloku chtodzacym, zgodnie z ponizszg tabel-
ka. Reakcje nalezy wymieszaé poprzez pipetowanie, zwirowac, a nastepnie umiesci¢ w bloku grzej-
nym zagrzanym do 65°C. Czas trwania reakcji wynosi 30-40 minut. Blue-LAMP UNG RT jest reakcja
kolorymetryczng polegajacg na zmianie koloru z bezbarwnego (brak amplifikacji DNA) na niebieski
(amplifikacja DNA), dlatego kazdorazowo zaleca sie nastawianie kontroli negatywnej (N). Jezeli w ba-
danej prébce ilos¢ kopi matrycy jest mniejsza niz 200 zaleca sie wydtuzenie czasu reakcji do 50 mi-
nut.

Sktadnik reakgcji Reakcja wtasciwa Kontrola negatywna | Kontrola pozytywna
Master Mix C N P
Lambda DNA

Blue-LAMP UNG RT Reaction Mix (2x) 12,5 pl 12,5 ul 12,5 ul
10x Primer Mix 2,5 ul 2,5 ul -
Blue-LAMP UNG RT Enzyme Mix 1l 1l 1l
Lambda Positive Control (10x) - - 2,5 ul
Matryca Xl - -
RNase free Water 9 wl—x ul 9 ul 9 ul
Objetos¢ Master Mix 25 ul 25 ul 25 ul
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Analiza wynikow:

Detekcja nastepuje poprzez zmiane barwy reakcji z bezbarwnej (brak amplifikacji DNA—reakcja negatywna) na
niebieska (amplifikacja DNA—reakcja pozytywna). Aby odczyta¢ wtasciwe zabarwienie nalezy schtodzi¢ prébki
do temperatury pokojowej i odczekac¢ 15 min. Odcienie btekitu moga sie réznié¢ w zaleznosci od iloSci materia-
tu poczatkowego, od bardzo jasnego do bardzo ciemnego niebieskiego. W wyniku reakcji amplifikacji DNA
powstaje zmetnienie, jest to efekt niezalezny od zmiany koloru i wystepuje we wszystkich prébkach pozytyw-
nych (niebieskich). Kontrola negatywna nie ma efektu zmetnienia i pozostaje bezbarwna. Wyniki mozna od-
czytywac przez 24 godziny od zakonczenia reakcji. W miare uptywu czasu kolor uzyskuje wiekszg intensyw-

nosé. Ze wzgledu na wrazliwo$¢ barwnika zawartego w buforze reakcyjnym nalezy unika¢ bezposredniej eks-
pozycji reakcji na Swiatto UV.

Opis: N—kontrola negatywna; P—kontrola pozytywna; A oraz C badane prébki (pozytywne)

Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym.

1% agaroza w 1xTBE , 1—kontrola negatywna (N); 2—kontrola pozytywna (P)
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Informacje dodatkowe:

W przypadku wystgpienia amplifikacji w kontrolach bez matrycy, nalezy podja¢ odpowiednie kroki:
. Zaleca sie zastgpienie uzywanych odczynnikéw i enzyméw na nowe.
. W miare mozliwosci rozdzieli¢ proces nastawiania reakcji od detekcji.
. Unikanie otwierania reakcji po amplifikacji.

. W celu rozréznienia czy amplifikowany fragment jest wynikiem reakcji z matryca, zaleca
sie wykonanie krzywej topnienia. W przypadku amplifikacji bez matrycy krzywa topnienia
bedzie r6zna od krzywej kontroli pozytywne;j.
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