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Instrukcja

BeST™ LAMP Kit SYBR®

Zestaw do izotermicznej amplifikacji DNA prowadzonej w statej temperaturze. Zawiera barwnik SYBR® Green.

numer katalogowy wielkos¢

1025-100G 100 reakcji w 25 pl

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniejszym protokole wyposazenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu

SYBR®jest zarejestrowanym znakiem towarowym Molecular Probes, Inc.
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Opis

Technika LAMP (Loop Mediated Isothermal AMPlification) jest technika izotermicznej amplifikacji DNA.
W przeciwienstwie do techniki PCR sktadajacej sie z wielokrotnie powtarzanego cyklu trzech etapéw, ktére zachodza w
réznych temperaturach, reakcje LAMP prowadzi sie w statej temperaturze.

Sktad

1025-100G przechowywanie
Green BeST™reaction mix 1x1,4ml -20°C
polimeraza BeST™ 1x120pl -20°C
kontrola pozytywna
matryca DNA faga ) 1x70upl -20°C
mieszanina starteréw a
woda ultraczysta 1x1,5ml -20°C

Uwagi

. Reakcja LAMP powinna by¢ przygotowywana na lodzie, a probéwki z mieszaning reakcyjna nalezy wktadac
bezposrednio do nagrzanego do temp. 65 °C termocyklera.

. Firma A&A Biotechnology nieodptatnie stuzy pomoca w zaprojektowaniu starteréw do reakcji LAMP oraz
pomoca merytoryczna.

Dodatkowy sprzet i odczynniki

° Matryca starteréw LAMP

. Woda ultraczysta do przygotowania mieszaniny starteréw LAMP i zawieszenia matrycy DNA
(nr kat.005-515,005-1015, 005-2515, 005-5)

. Bufor TE do zawieszenia matrycy DNA (nr kat. K-TE-5, K-TE-100)
Zalety techniki LAMP

1. Umozliwia wydajna i wysoce specyficzng amplifikacje dzieki zastosowaniu trzech par starterow
komplementarnych do odpowiednich miejsc targetowego DNA, a dodatkowo ze wzgledu na specyficznos¢
starteréw ilos¢ amplifikowanego DNA podczas reakcji jest znacznie wyzsza niz w przypadku reakcji PCR.

2. Pozwala na szybka amplifikacje DNA, a tym samym na tatwa identyfikacje patogendéw ludzkich, zwierzecych
iroslinnych - czas detekcji wynosi od 30 min do 1,5 godz. w zaleznosci od jakosci i stezenia matrycy. W
przypadku DNA faga lambda w zakresie stezenia pomigdzy 5-50 ng/ul czas amplifikacji fragmentu DNA
wynosi ponizej 30 min.

3. Polimeraza DNA wykorzystywana w reakcji LAMP jest zmodyfikowana wersja polimerazy Bst z Bacillus
stearothermophilus i nie posiada aktywnosci 5-3’ egzonukleazy (polimeraza BeST™). Polimeraza BeST™
wykazuje wysoka aktywnos¢ rozplatania nici DNA (ang. strand displacement activity), co eliminuje
koniecznos¢ denaturacji matrycy.

4, Powstate produkty sa réznej wielkosci konkatamerami, ztozonymi z wielokrotnych powtérzen sekwencji
matrycowej, ktére moga by¢ wykrywane z wykorzystaniem elektroforezy w zelu agarozowym lub poprzez
monitorowanie amplifikacji w czasie rzeczywistym za pomoca barwnikéw fluorescencyjnych wigzacych sie
do podwajnej nici DNA lub barwnikéw wrazliwych na zmiane pH.
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Konfiguracja reakgji
Przed rozpoczeciem LAMP nalezy przygotowac:

1. Mieszanina starteréw LAMP

Sporzadzi¢ 10x stezona mieszanine starteréw LAMP z 6 starterdw o koricowych stezeniach:
16 uM FIP, 16 uM BIP, 2 uM F3, 2 uM B3, 4 uM LoopF, 4 uM LoopB - catos¢ zawieszona w wodzie.

W ten sposdb przygotowana mieszanine starteréw LAMP mozna przechowywac¢ w temp. -20 °C do nastepnego uzycia.
Startery odsolone przez precypitacje wystarczajz do przeprowadzenia reakcji LAMP.

Przyktad mieszaniny starteréw LAMP dla reakcji w objetosci 150 pl:

[s;gg‘;h] FIB BIP F3 B3 LoopF Loop B woda
ilos¢ 24l 24l 3ul 3ul 6l 6l 84l
F3 B3
B Starter F3 Starter B3 EIN
Filc F2
B2 Bic
- Starter FIP Starter BIP _
« Starter Loop F Starter Loop B 0 »
F3 F2 F1 Bic ... B2 B3c
= = - - - - - I
. -SSR IAONOND gy T
F3c F2¢ w==®  Flc B1 B2 B3

Rys. 1 Schemat uktadu starteréw w systemie LAMP.

2. MatrycaDNA

Matryca DNA powinna zosta¢ zawieszona w wodzie lub w buforze TE, pH 8,0 (nie ma zestawie).
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Bardzo wazne!!!

Reakcja LAMP powinna by¢ przygotowywana na lodzie, a probéwki z mieszaning reakcyjna nalezy wktadac
bezposrednio do nagrzanego do temp. 65 °C termocyklera.

1. Reakcjadocelowa

sktadnik ilos¢
Green BeST™ reaction mix 12,5l
matryca [0,01-500 ng] 1l
mieszanina starteréw LAMP 2,5ul
polimeraza BeST™ 1yl
woda ultraczysta dopetni¢ do koricowej objetosci 25 pl

Catos¢ worteksowac, nastepnie zwirowac.

2. Reakcjakontrolna (matryca DNA faga 1)

sktadnik ilos¢
Green BeST™ reaction mix 12,5l
kontrola pozytywna 4l
polimeraza BeST™ 1ul
woda ultraczysta dopetni¢ do koricowej objetosci 25 pl

Catosé worteksowac, nastepnie zwirowac.
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3. Profil temperaturowo-czasowy

segment temperatura czas ilos¢ cykli
* reakcja LAMP - odczyt fluorescencji po kazdej minucie (rys. 2) 65°C 1 min 30
95°C 1 min
** przyktadowy program dla krzywej topnienia (rys.3) gradient 60-95 °C
95°C 30s

*W przypadku pierwszorazowego korzystania z zestawu zaleca sie optymalizacje reakcji poprzez przedtuzenie

pierwszego etapu do 60 cykli.

** Dodatkowo do reakcji mozna ustawic¢ pomiar krzywej topnienia, aby upewnic sie, czy nie wystepuja niespecyficzne
produkty reakcji LAMP. Analiza krzywej topnienia polega na stopniowym podnoszeniu temperatury mieszaniny, az do
momentu denaturacji DNA i pomiarze fluorescencji co 0,5 °C. W momencie osiggniecia temperatury topnienia produktu
nastepuje bardzo gwattowna_denaturacja i ostry spadek fluorescencji. Jezeli obecny jest tylko jeden specyficzny
produkt to wystepuje jeden pik, poniewaz kazdy dwuniciowy odcinek DNA ma charakterystyczna dla siebie temp.

topnienia (rys. 3).

BeST LAMP Kit - Amplification plot
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Rys. 2 Krzywa amplifikacji reakcji LAMP.
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kontrola pozytywna - reakcja LAMP na matrycy DNA faga a

kontrola negatywna - reakcja LAMP bez matrycy DNA
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Krzywa topnienia
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Rys. 3 Krzywa topnienia reakcji LAMP.
kontrola pozytywna - reakcja LAMP na matrycy DNA faga x
kontrola negatywna - reakcja LAMP bez matrycy DNA

Analiza reakcji LAMP

Analize DNA po reakcji LAMP nalezy wykonac za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym. Zalecany rozdziat
elektroforetyczny na 1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny do uzyskania rozdziatu wskazanego narys. 4.

K+ K-
Rys. 2 Zel po reakcji LAMP

K+ reakcja LAMP na matrycy DNA fagax
K- reakcja LAMP bez matrycy DNA

Instrukcja - BeST™ LAMP Kit SYBR®



>

A&A BIOTECHNOLOGY

innovating life science

A&A Biotechnology, ul. Strzelca 40, 80-299 Gdansk
tel. 883 323761,600776 268
info@aabiot.com, www.aabiot.com

wersja 2025-1



mailto:info@aabiot.com
http://www.aabiot.com/

