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Flo-LAMP UNG RT KIT

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) jest metoda 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¢c RNA na cDNA oraz polimeraze Opti
Bst, ktéra amplifikuje powstaty fragment. Dzieki zastosowaniu zestawu 3 par starteréw, specyficznych
do matrycowego DNA, reakcja jest wyjagtkowo szybka i wydajna. W pierwszej fazie powstaje produkt
podstawowy zakonczony petlami, nastepnie dzieki aktywnosci wymiany nici (ang. strand
displacement) i przytaczania sie kolejnych starteréw powstajg coraz dtuzsze fragmenty DNA
sktadajace sie z powtdrzen produktu podstawowego. Uzyskany produkt w rozdziale
elektroforetycznym nie jest pojedynczym prazkiem, a stanowi mieszanine réznej wielkosci produktow
o powtarzajacej sie sekwencji. Detekcja odbywa sie poprzez fluorescencje, co pozwala na pomiar w
czasie rzeczywistym. W trakcie reakcji tworzy sie nierozpuszczalny osad pirofosforanu magnezu,
ktéry mozna zaobserwowa¢ w postaci zmetnienia. Flo-LAMP UNG RT KIT zawiera dodatkowy
nukleotyd uracyl oraz termofilng Uracyl Glikozylaze (UNG). Enzym usuwa matryce DNA z
wbudowanym uracylem pochodzacga z zanieczyszczenia poprzednimi reakcjami.

Zawartosc¢ zestawu:

Sktadnik Nr kat. E1426-01 Nr kat. 1426-02
100 reakcji po 25 wul 500 reakcji po 25 pul
Flo-LAMP UNG RT Reaction Mix (2x) 1300 pl 5x 1300 ul

pomaranczowa nakretka

Flo-LAMP UNG RT Enzyme Mix 110 ul 5x110 ul

z6tta nakretka

Flo - fluorescence dye (FAM) 110 wl 5x 110 ul

brazowa probdéwka

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

czarna nakretka

RNase free Water 1200 pl 5x 1200 pl

przezroczysta nakretka

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywac w temperaturze -20°C.
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Protokét:
Projektowanie starterow:

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

Rozcienczenie starterow:

Sporzadzi¢ mieszanine 10x Primer Mix z szesciu starterow rozcienczonych woda wolng od RNaz
wg. ponizszej tabelki. Przygotowany 10x Primer Mix mozna przechowywaé¢ w temp -20°C do na-
stepnego uzycia.

Uwaga: Startery odsolone przez precypitacje maja wystarczajaca czysto$¢ do przeprowadzenia re-
akgcji. Startery nie muszg by¢ oczyszczane na HPLC.

Rozcienczanie starteréw powinno odbywac sie w miejscu, w ktérym nie pracuje sie z matryca.

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

Rozcienczenie matrycy:

Matryca RNA powinna by¢ rozcienczona w wodzie wolnej od RNaz lub buforze TE, poza pomiesz-
czeniem do nastawiania 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 ponizsza tabel-

ka. Reakcje nalezy wymiesza¢ poprzez pipetowanie, zwirowaé, a nastepnie umiesci¢ w cyklerze
uprzednio zagrzanym do 65°C. Kazdorazowo zaleca sie nastawianie kontroli negatywnej (N).

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

Flo-LAMP UNG RT Reaction Mix (2x) 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul
10x Primer Mix 2,5ul 2,5ul -
Flo-LAMP UNG RT Enzyme Mix 1l 1l 1l
Flo - fluorescence dye (FAM) 1 1l 1u
Lambda Positive Control (10x) - - 2,5ul
Matryca Xl - -
RNase free Water 8 ul—x pl 8 ul 8 ul
Objetos$¢ Master Mix 25 ul 25 ul 25 ul
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Przy detekcji z barwnikiem fluorescencyjnym zalecane jest ustawienie 40 cykli jednominutowych z
pomiarem w kanale 1 (FAM) lub (SYBR) wedtug ponizszej tabelki. Jezeli w badanej prébce ilos¢ kopi
matrycy jest mniejsza niz 200 zaleca sie wydtuzenie czasu reakcji do 50 minut.

Schemat reakcji Temperatura Czas llos¢ cykli

65-68°C 1 min** 30-50*

Flo-LAMP UNG RT reaction mix 85°C 5 min 1

*ilos¢ cykli zalezy od optymalizacji reakcji oraz ilosci kopi matrycy badanej prébce

** odczyt fluorescencji po kazdej minucie

Informacje dodatkowe:

W przypadku wystgpienia amplifikacji w kontrolach bez matrycy, nalezy podja¢ odpowiednie kroki:
. Zaleca sie zastgpienie uzywanych odczynnikdéw i enzymow na nowe.
. W miare mozliwosci rozdzieli¢ proces nastawiania reakcji od detekgcji.
. 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 topnie-
nia bedzie rézna od krzywej kontroli pozytywne;j.
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Analiza wynikéw:

Amplification Plot
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Cycle

Pomiar w czasie rzeczywistym przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego.
Cykl 1 min, tacznie 40 cykli, kanat FAM, fioletowy—kontrola pozytywna (P), rézowy—kontrola negatywna (N)

Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym.

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