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Sada pro izotermickou amplifikaci RNA v 1 kroku ALLin™

1,25 ml - ALLin™ Isothermal Amplification Mix, 2X

IRK0101 100r 0,125 ml - Kvantitativni fluorescenéni barvivo, 20x
25yl 0,2 ml - smés
RT5 1 ml - voda
pro PCR
RKo105 2007 5x 1,25 ml - ALLin™ Isothermal Amplification Mix,
25 ul 2X 5 x 0,125 ml - Quantitative Fluorescent Dye, 20X
5x 0,2 ml - smés
RT5 5 x 1 ml - voda
pro PCR
Ulozisté Ve tmé pri -20 °C.

* Detekce virové RNA, detekce SARS-CoV-2

¢ |zotermicka jednostupriova amplifikace RNA pfi zvySené teploté

¢ RT-LAMP - reverzni transkripci zprostfedkovana
izotermicka amplifikace

¢ Vyzkum v oblasti molekularni diagnostiky

ALLin™ Isothermal 1Step RNA Amplification Kit umoznuje detekci < 5
cilovych molekul RNA v kratkém ¢ase 30 minut bez pouziti PCR cykleru.
Soucasti soupravy je smés RT5, smés termostabilni reverzni transkriptazy a
vysoce ucinného inhibitoru RNazy, ktera slouzi k po¢ate¢ni syntéze cDNA z
templatd RNA. CDNA je amplifikovana polymerazou Bst. Sada obsahuje 2X
master mix s optimalizovanym vysoce u¢innym pufrem, dNTP a
rekombinantnim velkym fragmentem Bst polymerazy, ktery ma silnou
aktivitu vytésriovani 5' - 3' vlakna a ucinnou aktivitu 5' - 3' polymerazy
pracujici pfi 55 - 70 °C. Polymeraza nema 5' - 3' ani 3' - 5' exonukledzovou
aktivitu a zachovava si pouze malou aktivitu reverzni transkripce.

Souprava obsahuje také vodu pro PCR; uzivatel musi dodat pouze templaty
a primery. Kvantitativni fluorescenéni barvivo, 20X, je sou¢asti dodavky pro
volitelné pouZziti, pro detekci v redlném €ase v kanalu FAM na jakémkoli
qPCR cykleru. Sada ALLin™ Isothermal 1Step RNA Amplification Kit je
nastrojem volby pro izotermickou amplifikaci templati RNA a takové
aplikace, jako je RT LAMP, s dal$i vyhodou reakci s vy$si teplotou, coz
zefektiviiuje amplifikaci komplexnich a na GC bohatych templatd.

« Prijméte typicka opatfeni, abyste zabranili degradaci RNA, udrzujte
stll v Cistoté, pouzivejte rukavice, sterilni zkumavky a filtraéni
pipety.

¢ Zahriite paralelné kontrolu bez $ablony a pozitivni kontroly.

* Reagencie rozmrazte a uchovavejte v ledu. Pfed pouzitim je dobre
promichejte.

+ Reakci provadéjte pfi teploté 65 °C. V pfipadé potreby
optimalizujte reakéni teplotu v rozmezi 55-70 °C pro kazdy
systém Sablon/primérd. Slozité templaty mohou vyZzadovat
vysSi teplotu.

¢ Doporucena reakéni doba je 30 minut. U nékterych cilt s nizkym
poctem kopii muze byt zapotfebi 30 az 60 minut.

« Kvantitativni fluorescenéni barvivo, 20X se pouziva pouze pfi
provadéni reakce v cykleru redlného ¢asu. Detekce se provadi v
kanalu FAM a data se ziskavaji kazdych 15 sekund.

¢ Navrhnéte primery s pfedpokladanou teplotou tani pfiblizné 60 °C.

* Pripravte si 10x smés primer( ve vodé nebo TE pufru, napfiklad
pro RT LAMP: 16 uyM FIP, 16 uM BIP, 2 uM F3, 2 yM B3, 8 uM
LoopF, 8 uM.

SmyckaB.
POUZE PRO VYZKUM IN VITRO

1X izotermicka amplifikacni smés obsahuje rekombinantni Bst DNA polymerazu
(velky fragment), 3 mM wgso4, 1,6 MM dNTP, enhancery, stabilizatory.

RT5 Mix obsahuje termostabilni reverzni transkriptazu (modifikovanou

MMuLV) a termostabilni inhibitor RNazy.

Kvantitativni fluorescenéni barvivo, 20X se pouZije, pokud reakce probiha v gPCR
cyklérech a detekce v redlném Case se provadi v kanalu FAM.

Efektivni 30 minut 1 krok amplifikace RNA pfi teploté 55 - 70 °C

Format ALLin™, dodavany s vodou a barvivem pro rychlou detekci v realném
Case

Bst DNA polymeraza se silnou aktivitou vytésriovani viaken
Termostabilni reverzni transkriptadza smichana s inhibitorem RNazy

Robustni na sloZitych Sablonach RNA a surovych vzorcich

Detekce cilt s nizkym poctem kopii (<5 molekul)

Technické vlastnosti Bst DNA polymerazy (velky fragment):

¢ Silna aktivita posunu 5' - 3' vlakna
¢ 5'-3'polymerazova aktivita
o Zadna 5' - 3' exonukleazova aktivita
o Z&dna 3' - 5' exonukledzova (korekturni) aktivita
¢ MenSi aktivita reverzni transkriptazy
¢ Optimalni teplota amplifikace je 65 °C.
¢ Rozsah pracovnich teplot je 55 - 70 °C.
¢ Enzym Bst je inaktivovan za 10 minut pfi 80 °C.
¢ RT5 Mix obsahuje termostabilni reverzni transkriptdzu (modifikovanou
MMuLV) pracujici pfi vysokych teplotach a termostabilni inhibitor
RNazy chranici templatovou RNA pfed degradaci.
¢ Optimalni doba amplifikace 1Step RT je 30 minut, v pfipadé potfeby Ize
reakci prodlouzit na 30-60 minut.
¢ Kvantitativni fluorescenéni barvivo ma excitaéni maximum pfi 482
nm a emisni maximum pfi 512 nm.
Na pouZiti tohoto vyrobku v urCitych aplikacich se mohou vztahovat patenty.
UZivatel musi analyzovat v8echny pfislu$né licence na oznaCeni omezeného pouZiti

a v urcitych pfipadech mizZe potfebovat licenci.

v Pripravte reakci o objemu 25 pl:

ALLIn™ |sothermal Amplification Mix, 2X 12,5 pl
Volitelné: Kvantitativni fluorescenéni barvivo, 1,25 pl
20x

RT5 Mix (RTéza s inhibitorem RNazy) 2l
Smés primer( 10X 2,5l
(variabilni, zavisi na aplikaci)

Sablona RNA 1l
(variabilni, zavisi na aplikaci)

PCR Voda (dodana) do 25 pl

v Michejte opatrné, aby nevznikaly bubliny.
v Vlozte do termostatu nebo gPCR pfistroje a inkubuijte:

Amplifikace65 °C - 30 min
teplota se miize pohybovat v rozmezi 55 - 70 °C, doba 20 - 60
min Volitelné: Inaktivace 80 °C - 10 min

Reakce skladujte kratkodobé na ledu, dlouhodobé pfi -20 °C.
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