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1 NAAT Techniki izotermalnej amplifikacji kwasow GENOMTEC =

nukleinowych

2 lub 3: odwrotna transkryptaza oraz RNA

: 6.10°
NASBA polimeraza RNA (RNase H) 2 ok. 41 1,5-2 RNA (DNA) RNA, DNA 10°-10
E-SDA 2: Polimeraza DNA oraz NEnaza 2lub 4 37 2 DNA dsDNA 107
HRCA 2: ligaza oraz polimeraza DNA 2 60 1,5 DNA (RNA) DNA 10°
PG-RCA 2: Polimeraza DNA oraz NEnaza 0 60 13 DNA (RNA) DNA oo CULlll e

DNA

1: Polimeraza DNA DNA
LAMP (oraz ewentualnie odwrotna transkryptazaw 4lub6 60-70 <0,5 (RNA w reakcji RT- DNA 109-1010
reakcji RT-LAMP) LAMP)
HDA 2: Polimeraza DNA oraz helikaza 2 37-65 0,5-2 DNA DNA 107
RPA 2: Pollmeraza' DNA ) 37.42 0,5-15 DNA DNA 10 kopii genomowego
oraz rekombinaza DNA
EXPAR 2: Polimeraza DNA oraz NEnaza 0 ok. 60 <0,5 Krétkie DNA (RNA) DNA 106-108
MDA 1: Polimeraza DNA Random primers 30-37 >8 DNA DNA 108
pWGA 2: Primaza T7 gp4 oraz polimeraza DNA 0 37 0,5>2 DNA DNA 103-108
Modyfikacja przeprowadzona w oparciu o : Isothermal Amplification of Nucleic Acids 3

Yongxi Zhao, Feng Chen, Qian Li, Lihua Wang, and Chunhai Fan; Chemical Reviews 2015 115 (22), 12491-12545; DOI: 10.1021/acs.chemrev.5b00428



LAMP Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) GENOMTEC —

 Technologia LAMP zostata opracowana w Japonii pod koniec XX wieku przez zespdét pod kierownictwem
Tsugunori Natomi.

* LAMP wykorzystuje 4-6 starterow rozpoznajgcych 6-8 odrebnych regiondw docelowego DNA dla wysoce
specyficznej reakcji amplifikaciji.

* Polimeraza DNA o wtasciwosci przemieszczania nici inicjuje synteze amplikonu, a 2 specjalnie zaprojektowane
startery tworzg struktury ,,petlowe”, aby utatwic¢ kolejne rundy amplifikacji poprzez wydtuzanie petli i
dodatkowe tgczenie starterow.

* Produkty DNA s3 bardzo dtugie (> 20 kb) i utworzone z licznych powtérzen kroétkiej (80-250 pz) sekwencji
docelowej, potgczonych z jednoniciowymi regionami petlowymi w dtugich konkatamerach.

* Mozliwe jest wykorzystanie réznych technik detekcji jak: rejestracja fluorescencji w czasie rzeczywistym przy
uzyciu barwnikéw interkalujgcych lub sond, metoda lateral flow czy rozdziat amplikondw w zelu agarozowym.

* Przeprowadzenie reakcji mozliwe jest na standardowym termocyklerze, termocyklerze Real-Time czy bloku
grzejnym.



LAMP Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) GENOMTEC —

e QOprocz bardziej tradycyjnych lub ztozonych metod detekcji, technologia LAMP jest tak wydajna, ze produkty i
produkty uboczne tych reakcji mozna rowniez wizualizowa¢ wzrokiem.

* Wskazane jest wykorzystanie dodatkowych starteréw typu loop.

* Reakcja LAMP jest wysoce wydajna i tolerancyjna na inhibitory, co pozwala na wykorzystanie surowej probki
lub minimalne oczyszczonego kwasu nukleinowego.

* Wykorzystanie nowej generacji enzymow majgcych wiasciwosci odwrotnej transkryptazy pozwala na
rezygnacje z wykorzystania osobnego enzymu do przeprowadzenia diagnostyki w technice RT-LAMP.



3. Przebieg Eta P |

LAMP

GENOMTEC —

Poniewaz dwuniciowy DNA jest w stanie dynamicznej rownowagi w temperaturze okoto 65 ° C, jeden ze
starterow LAMP moze taczy¢ sie z komplementarng sekwencjg dwuniciowego docelowego DNA, a nastepnie
inicjujgc synteze DNA przy uzyciu polimerazy DNA o aktywnosci przemieszczania nici, wypierajgc i uwalniajgc
jednoniciowy DNA. W przypadku metody LAMP, w przeciwienstwie do PCR, nie ma potrzeby denaturacji
termicznej dwuniciowego DNA.

Etapy 1 do 8 stanowig proces zmierzajgcy do wytwarzania poczatkowej struktury dla cyklicznego etapu reakgji

LAMP.

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021
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3. Przebieg Etap Il GENOMTEC —

LAMP

Dzieki aktywnosci polimerazy DNA o aktywnosci przemieszczania nici syntetyzowana jest ni¢ DNA
komplementarna do matrycowego DNA, zaczynajgc od konca 3 'regionu F2 FIP.

F3c F2cFle Bl B2 B3

(2) 3" —— —:‘5:4
-.f— T ——— 3’
S F2 FI Ble B2¢c B3¢
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 7



3. Przebieg Etap Il GENOMTEC —

LAMP

Primer F3 tgczy sie z regionem F3c, poza FIP, na docelowym DNA i inicjuje synteze DNA z wyparciem nici,
uwalniajgc komplementarng ni¢ potgczong z FIP.

F3c F2¢Flc B1 B2 B3
(3) 3" e—— —§= 5’
(73 Primer) ' - | = 3

LE2 Peier] Fi,lcFZ Fl1 Ble B2¢ B3c

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 8



3. Przebieg Etap IV GENOMTEC —

LAMP

Dwuniciowe DNA sktada sie z nici DNA syntetyzowanej poczgwszy od startera F3 i nici matrycowego DNA.

F3c F2¢Fle Bl B2 B3
(4) e = e-— R 1 D
L R i R

F3 F2 Fl Ble B2¢ B3¢

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 9



3. Przebieg Etap V GENOMTEC —

LAMP

Komplementarna nic¢ sprzezona z FIP jest uwalniana jako pojedyncza ni¢ z uwagi na jej wyparcie przez ni¢ DNA
syntetyzowang od startera F3. Nastepnie ta uwolniona pojedyncza ni¢ tworzy strukture todyga-petla na koricu 5’
ze wzgledu na komplementarne regiony Flci F1.

] s 3
Flec F2 F1 Ble B2¢ B3ce
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 10



3. Przebieg Etap VI GENOMTEC —

LAMP

Jednoniciowy DNA powstaty w etapie 5 stuzy jako matryca do syntezy DNA zainicjowane] przez starter BIP i
pozniejszej syntezy DNA z przemieszczeniem nici inicjowanej przez starter B3.

BIP tgczy sie z nicia DNA wytworzong w etapie 5. Synteza komplementarnego DNA rozpoczyna sie od korca 3’
startera BIP. Dzieki temu procesowi DNA powraca ze struktury petli do struktury liniowe;j.

Nastepnie starter B3 t3czy sie z zewnetrzng czescig BIP, po czym, dzieki aktywnosci polimerazy DNA i
rozpoczynajgc od korica 3 ', DNA syntetyzowany poczgwszy od startera BIP jest wypierany i uwalniany jako
pojedyncza ni¢ przed syntezg DNA ze startera B3.

Fl Blc B2¢ B3c

(6) an “_ — 3
e et " B3 (B3 Primer]
Flc BzBlc

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021
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3. Przebieg Etap VI GENOMTEC —

LAMP

Dwuniciowy DNA jest wytwarzany w procesach opisanych w etapie 6.

_Flc F2 FI Blc B2c B3¢
T il B

T 3
F1 F2cFlec B1 B2 B3
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 12



3. Przebieg Etap VIl GENOMTEC —

LAMP

Komplementarna ni¢ pasmo potgczona z BIP przemieszona w kroku 6 tworzy strukture z petelkami na kazdym
konicu, ktora wyglada jak hantle. Stuzy ona jako struktura poczgtkowa dla cyklu amplifikacji w metodzie LAMP
(cykliczny etap LAMP).

Flc Bl

(8) F2e

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 13



3. Praebieg Etapy IX-XI GENOMTEC =

LAMP
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 14



3. Preebieg Etapy IX-XI GENOMTEC =

LAMP
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 15



3. Przebieg Startery loop

LAMP

Startery loop (albo starter loop B oraz starter loop F), zawierajgce
sekwencje komplementarne do jednoniciowego regionu petli
(miedzy regionami B1 i B2 lub miedzy regionami F1 i F2) na koncu
5’ struktury hantli, zapewniajg zwiekszong liczbe punktow wyjscia

do syntezy DNA w metodzie LAMP.,

Na rysunku widoczna jest reakcja, gdzie amplifikowany jest
produkt zawierajgcy szesc petli. W oryginalnej metodzie, cztery z

tych petli nie bytyby uzywane.

Dzieki zastosowaniu Loop Primers wszystkie jednoniciowe petle
mogg byc¢ uzyte jako punkty wyjscia do syntezy DNA.

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021

GENOMTEC —
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4. Przebieg Etap | GENOMTEC —

RT-LAMP

W pierwszym etapie starter BIP przytgcza sie do matrycowego RNA, a dzieki aktywnosci odwrotnej transkryptazy
dochodzi do syntezy cDNA.

(1) RNA 5 F3 F2 F1 E-‘IcBE::BE-:;-E.
[Flevars& Transwiptasa:] 4 B2 Ble

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 17



4. Przebieg Etap 1 GENOMTEC —

RT-LAMP

Starter B3 tgczy sie z regionem wykraczajgcym poza starter BIP.

Dzieki aktywnosci odwrotnej transkryptazy syntetyzowany jest nowy cDNA, jednoczesSnie uwalniajgc ni¢ cDNA
utworzong wczesniej przez BIP.

(2) F3 F2 FI1 Bic B2cB3c o

RNA 5 s —
- ﬂ ; _
cDNA 3 T FoeFle Bl B2 @ CI[E

Bilec

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 18



4. Przebieg Etap 11 GENOMTEC —

RT-LAMP

Z etapu (2) uwalniany jest jednoniciowy cDNA syntetyzowany z BIP.

Nastepnie starter FIP przytgcza sie do tego jednoniciowego cDNA.

(3) mna 5 E3 F2 F1 310820830
SDNA S e F2c Fle 81 B2 B3"
F3cF2eFle B1
{:DNA 3' =il = EE
58 F23 " Bie

[
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with strand displacemeant activity

Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 19



4. Przebieg Etap 11 GENOMTEC —

RT-LAMP

Po zakonczeniu etapu odwrotnej transkrypcji (etap 3), dzieki aktywnosci polimerazy DNA koniec 3’ regionu F2 w
FIP staje sie punktem wyjscia do syntezy komplementarnej nici DNA (jest to etap tozsamy dla etapu Il reakcji
LAMP).

(4) , Fic F2cFlc Bl B2 Blc
T —m T SN
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Rycina pochodzi z: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html z dnia 18.05.2021 20



Analiza wynikéw

Materiaty wtasne Genomtec SA

Metody detekc;ji GENOMTEC —

A (DNA)p + dNTPs + Me?* —»  (DNA)p+1 + Me2P207

Detekcja fluorescencyjna

e Barwniki interkalujgce DNA-intercalating dyes
* Sondy 2 Mg**+ (P,0;)" —» Mg.P,0; |
SYBR Green |, EvaGreen,
Detekcja kolorymetryczna i berberine

Detekcja turbidymetryczna —> I + Mg,P,0; | ﬁﬁ{/\j

Wykorzystanie elektroforezy zelowej

.~ UVIVis

RFU (10%3)

Cycles 2 1

Shining a light on LAMP assays' A comparison of LAMP visualization methods including the novel use of berberine; Jens Fischbach, Nina Carolin Xander, Marcus Frohme, and Jérn Felix Gldkler; BioTechniques 2015 58:4, 189-194



LAMP vs PCR

Poréwnanie metod diagnostyki NAAT

GENOMTEC =

Wymaga cykli temperaturowych

Wymaga 2 starteréw

Wolny: zwykle ponad 1 godz.

Wymaga osobnego etapu odwrotnej transkrypcji

Typowa wydajnosc ok. 0,2 ug

Worazliwy na inhibitory pochodzace z prébki biologicznej - konieczne jej oczyszczanie

Wymaga denaturacji termicznej

Wymaga zawansowanego termocyklera

Pozwala wykry¢ specyficzny fragment DNA na poziomie nanogramowym (10g)

Wysoka specyficznosé

Za: The Long and Short of Isothermal Amplification; ThermoFisher
Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP): Assay Development Challenges and Solutions; Lucigen

Izotermalny — jedna stata temperatura

Wymaga 6 starteréw

Szybki: zwykle <30 min

Odwrotna transkrypcja zachodzi razem z etapem amplifikacji

Typowa wydajnos¢ ok. 10-20 ug

Niewrazliwy na inhibitory — mozliwos$¢ uzycia natywnej probki biologicznej

Rozplecenie nici jest powodowane przez polimeraze

Kompatybilny zaréwno z termocyklerami, jak i czytnikami ptytek, oraz blokami
grzejnymi

Pozwala wykry¢ specyficzny fragment DNA na poziomie femtogramowym (101°g)

Bardzo wysoka specyficznos$¢ z uwagi na wieksze pokrycie namnazanego odcinka
DNA/RNA przez startery
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