>V‘ Lumiprobe

Life science solutions

QuDye dsDNA BR Assay Kit y
7




Lumiprobe Corparation. All rights reserved.



Contents

English: QuDye dsDNA BR Assay Kit manual ..............cccccocvviiininnnn 3-7
Deutsch: Handbuch fiir das QuDye dsDNA BR Kit .............ccccoovevnee 8-12

Pycekuit: WHeTpykumsa k Habopy QuDye dsDNA BR nns onpeneneHins

konmyecTsa AByxuena4euHon OHK ... 13-17



QuDye dsDNA BR Assay Kit manual

QuDye dsDNA BR Assay Kit (Broad Range) is intended for quantification of double-
stranded DNA using fluorometer. QuDye dsDNA BR Reagent selectively hinds

to double-stranded DNA, so any RNA, single-stranded DNA, free nucleatides,

or protein contaminants in the sample do not alter measurement results. Other minor
contaminants such as salts, detergents, and solvents have a non-significant effect

on measurements results. However, it is recommended to minimize or completely
eliminate them in the sample. All the reagents are optimized for operations with
fluorometer (all its versions) in the range of initial DNA concentrations from 100 pg/ul
to 1000 ng/ul (the final amount of DNA after dilution of the initial sample

is 2-1000 ng in 200 pL of the test sample). All measurements are performed at room
temperature; fluorescence signal of samples is stable for 3 hours.

To determine the protein contaminants in the DNA sample, you can use QuDye dsDNA
BR Assay Kit with QuDye Protein Quantification Kit.

Kit components

Kit component Count

R9102 19102 12102
10 assays 100 assays 100 assays

28010, QuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 30 uL 1 — —

AABS50, dsDNA quantitative standard, 100 ng/uL in TE buffer,
100 uL

33115, Polypropylene tube (0.5 mL thin-walled transparent),
100 pes

B9650, Quantitative standard, O ng/uL in TE buffer, 1 mL 1 1 1
54850, QuDye BR Buffer, 1x, 50 mL 1 1 1
38010, QuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 250 uL — 1 1

BABS50, dsDNA quantitative standard, 100 ng/ul in TE buffer, 1
mlL
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Store at +4 °C. Warm up to +20 °C before use.

Shelf life 12 months.

I All measurements with QuDye dsDNA BR Assay Kit should be performed at room
temperature (22-28 “C). Before starting, equilibrate all kit’s solutions to room
temperature. When using the kit on a regular basis, store QuDye dsDNA BR Reagent
and QuDye BR Buffer at room temperature, standards — at +4 C.

! Please note that fluctuations in sample temperature can significantly affect
measurement results. Avoid warming the samples, particularly do not hold the assay
tubes in your hands just before fluorescence measurement with a fluorometer.

If being in the fluorometer chamber even for a short time, the tube with the sample
gets warmer, so perform measurements just after placing the tube with the sample
in the fluorometer chamber. If one sample has to be reread, the tube with the sample
should be removed from the fluorometer just after reading and placed in the
fluorometer chamber only when fluorescence is measured.

Protocol

1. Prepare QuDye dsONA BR dye working solution taking into account that 200 ulL
of dye working solution will be required for each sample and for each of the two
standards. In order to do that, dilute 200x QuDye dsDNA BR Reagent
concentrate 200-fold with QuDye BR Buffer.

For example, to measure 3 samples and 2 standards, prepare 200 L x 5 =
1000 ul of dye working solution (mix 5 ul of QuDye dsDNA BR Reagent
concentrate and 995 ul of QuDye BR Buffer).

It is recommended to use dye working solution within several hours after
preparation. In case of postponed measurements protect prepared dye working
solution from light.

! Use only plastic containers to prepare dye working solution, as QuDye dsDNA BR
Reagent can adsorb to glass surfaces, which results in decreasing of the dye
concentration in samples and biases in the measurement results.
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2. Set up two 0.5 mL tubes (thin-walled and optical-transparent) for the standards
and one tube for each sample. Label the tube lids. Do not label the side of the
tube as this can interfere with the sample read.

3. To each of two tubes for standards add 190 pL of Qulye dsDNA BR dye working
solution and either 10 uL of Quantitative standard, 0 ng/ul (Standard #1)
or dsDNA quantitative standard, 100 ng/ul (Standard #2). Vortex for
2-3 seconds and centrifuge briefly.

4. To each tube for samples add 180-198 uL of QuDye dsDNA BR dye working
solution and 20—1 pL of test sample, respectively (the total volume in each tube
should be 200 ul). Vortex for 2—3 seconds and centrifuge briefly. Make sure that
bubbles have not been formed in the tube. If necessary, remove bubbles
by centrifugation.

Dilution of the experimental sample is optional and depends on its initial
concentration. The initial sample concentration can vary from 100 pg/l

to 1000 ng/ul, however, after diluting with QuDye dsDNA BR dye working
solution the amount of DNA should correspond to the measurement range

of fluorometer (2—1000 ng of DNA in 200 ul of the test sample). Therefore,

a sample with the minimal acceptable initial DNA concentration (100 pg/jl)
should be diluted 10-fold to 10 pg/ul [put 180 ul of dye working solution and
20 ul of the sample (100 pg/ul) in the assay tube, which corresponds to 2 ng
of DNA]. A sample with the maximal acceptable initial DNA concentration
(1000 ng/ul) should be diluted 200-fold [put 199 L of dye working solution and
1 L of the sample (1000 ng/mL) in the assay tube, which corresponds

to 1000 ng of DNA]. However, avoid using too small volumes when diluting the
initial sample in order to maintain accuracy and precision of your measurements.

5. Incubate all the tubes (with standards and DNA samples) for 3-5 minutes
at room temperature.

6. Perform the fluorescence measurements.
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Fluorescence measurement with a fluorometer

The next steps should be carried out according to the manual of fluorometer.
Depending on the version of the fluorometer the menu items may differ from the
specified below.

1.

On the Home screen of the fluorometer, choose DNA as the assay type, then
dsDNA Broad Range.

The software will automatically switch to the Standards tab. It is recommended
to run fluorometer calibration whenever preparing a new dye working solution.
You can use the previous calibration that you have performed before if all
experiment conditions, including temperature in your laboratory, remain
unchanged. In this case, press No on the Standards tab, and the software will
switch to the Sample tab to measure fluorescence of the experimental samples.
Proceed to item 3.

To run new calibration, press Yes in the Standards tab. Insert the tube
containing Standard # 1 into the sample chamber, close the lid, then press Read.
When reading is complete (~3 seconds), remove Standard #1. Insert the tube
containing Standard #2into the sample chamber, close the lid, then press Read.
When reading is complete, remove Standard #2. When calibration is complete,
the software will proceed to the Sample tab to measure fluorescence intensity
of the experimental samples.

In the Sample tab, insert the tube containing the experimental sample into the
sample chamber, close the lid, then press Read. \When measurement is complete,
the software will show the QF value on the screen.

The QF value is DNA concentration after dilution of the initial sample in the assay
tube. Calculate the initial DNA concentration using the formula:

Concentration of DNA in the initial sample (ug/mL) = GF value x 200/V,
where

o V (uL) is volume of the initial sample that was added to the assay tube
(1-20 pL);
o QF is the measurement result on the fluorometer screen (ug/mL).
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Repeat the procedure for all experimental samples.

To calculate DNA concentration in the initial sample you can also use «Dilution
Calculator» in the fluorometer.
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Handbuch fiir das QuDye dsDNA BR Kit

Das Kit QuDye dsDNA BR (Broad Range) dient der Konzentrationshestimmung
doppelstrangiger DNA mit dem Fluorometer. QuDye dsDNA BR Reagenz hindet selektiv
an doppelstrangige DNA, sodass die Verunreinigungen in der DNA-Probe wie RNA,
einzelstrangige DNA, Nukleotide, Proteine keinen Einfluss auf die Messergebnisse
haben. Spuren anderer Verunreinigungen wie Salzen, Detergenzien oder Losungsmitteln
beeinflussen die Messergebnisse zwar kaum, es wird dennoch empfohlen, die
Kontamination der Prabe so gering wie maglich zu halten bzw. ganz zu vermeiden. Das
Kit wurde fir die Nutzung mit Fluorometern (alle Ausfiihrungen) optimiert und hat
einen Messhereich von 100 pg/ul bis 1000 ng/ul (die DNA-Endmenge sollte nach
Verdiinnung der Ausgangsprobe 2—1000 ng in 200 pl der zu messenden Probe
betragen). Die Messungen werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, das
Fluoreszenzsignal bleibt fiir drei Stunden stabil.

Fiir die Bestimmung von Protein-Verunreinigungen in einer DNA-Prabe kann QuDye
dsDNA BR Kit zusammen mit dem QuDye Protein Quantifizierungskit verwendet
werden.

Bestandteile

Komponente Anzahl

A9102 19102 12102
10 assays 100 assays 100 assays

28010, GuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 30 ul 1 — —
AABS0, dsDNA quantitative standard, 100 ng/ul in TE buffer, 100 uL 1 — —

33115, Polypropylen-Gefa (dinnwandiges transparentes 0,5 mL), 100 o 1
pes

B9650, Standard / Quantitative standard, O ng/ul in TE-Puffer, 1 mL 1 1 1
54850, QuDye BR Puffer, 1x, 50 mL 1 1 1
38010, QuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 250 uL — 1 1
BABS50, dsDNA quantitative standard, 100 ng/uL in TE buffer, 1 mL — 1 1
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Bei +4 °C lagern. Reagenzien vor Gebrauch auf +20 °C temperieren.

Haltbarkeit: 12 Monate.

! Alle Messungen mit dem QuDye dsDNA BR Kit sind bei Raumtemperatur (22-28 C)
durchzufiihren. Bringen Sie vor Arbeitsbeginn alle Komponenten des Kits ebenfalls auf
Raumtemperatur. Es wird empfohlen bei stdndigem Gebrauch des Kits den Farbstoff
QuDye dsDNA BR und den QuDye BR Fuffer bei Raumtemperatur, die Standards bei
+4 C zu lagern.

! Wir weisen darauf hin, dass sich die Temperaturschwankungen der Probe maBgeblich
auf die Messergebnisse auswirken. Vermeiden Sie die Erwérmung der Proben,
insbesondere halten Sie die Réhrchen nicht in den Hénden unmittelbar vor den
Fluoreszenzmessungen mit Fluorometer. Die Temperatur der Probe steigt selbst nach
einer kurzen Verweilzeit im Probenraum des Fluorometers, fiihren Sie daher die
Fluoreszenzmessung direkt nach dem Platzieren der Probe in den Probenraum des
Fluorometers durch. Fiir eine eventuelle Wiederholungsmessung an der selben Probe
entfernen Sie das Réhrchen mit der Probe nach der Messung umgehend aus dem
Fluorometer und setzen Sie sie erneut in den Probenraum lediglich fiir die Dauer der
Fluoreszenzmessung ein.

Verfahren

1. Setzen Sie QuDye dsDNA BR Farbstoffarbeitsidsung an, wobei fiir jede Probe und
jeden der 2 Standards 200 pl Farbstoffarbeitslosung benctigt werden. Die
Farbstoffarbeitslsung erhalten Sie, indem Sie 200% QuDye dsDNA BR
Farbstoffkonzentrat mit QuDye BR Puffer 200-fach verdinnen.

Stellen Sie beispielsweise zur Messung von 3 Proben und 2 Standards 200 ul x 5
= 1000 ul Farbstoffarbeitsldsung her (legen Sie 5 pil QuDye dsDNA BR
Farbstoffkonzentrat und 995 ul QuDye BR Puffer vor).

! Die angesetzte Farbstoffarbeitsldsung ist innerhalb von wenigen Stunden
aufzubrauchen. Erfolgt die Messung nicht sofort, lagern Sie die angesetzte
Farbstoffarbeitsldsung lichtgeschiitzt.
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! Verwenden Sie zur Herstellung der Farbstoffarbeitsiosung ausschiieBlich
Kunststoffgefale. Ein Glasgefal kann den Farbstoff adsorbieren, was zur
Verringerung der Farbstoffkonzentration in den Proben und Beeinflussung der
Messergebnisse fiihren kann.

. Bereiten Sie zwei diinnwandige, optisch durchlassige 0,5-ml-Réhrchen fir die
Standards und ein Réhrchen je Probe vor. Beschriften Sie die Réhrchendeckel
(nicht jedoch die Réhrchenwand, da dies das karrekte Ablesen der Probe stdren
kann).

. Pipettieren Sie in jedes Standardréhrchen 190 ul Qubye dsDNA

BR Farbstoffarbeitslisung und 10 pl Quantitative standard, O ng/jl
(Standard # 1) hzw. dsDNA quantitative standard, 100 ng/jul (Standard #2).
Vortexen Sie fir 2-3 Sekunden und zentrifugieren Sie kurz an.

. Pipettieren Sie in jedes Probenrghrchen 180—199 ul Qubye dsDNA

BR Farbstoffarbeitslisung und 20—1 ul DNA-Probe (das Endvolumen in jedem
Rohrchen soll 200 i betragen). Vortexen Sie fiir 2-3 Sekunden und
zentrifugieren Sie kurz an. Achten Sie bitte auf das luftblasenfreie Pipettieren.
Zentrifugieren Sie ggf. kurz an, um Luftblasen zu entfernen.

Die Verdiinnung der DNA-Probe ist optional und héngt von der
Ausgangskonzentration ab. Die Ausgangskonzentration der DNA-Proben kann

im Bereich von 100 pg/ul bis 1000 ng/ul liegen. Die Endmenge der DNA sollte
Jedoch nach Verdiinnung der Ausgangsprobe mit QuDye dsDNA

BR Farbstoffarbeitsldsung innerhalb des Messbereichs vom Fluorometer liegen,
d. h. 2-1000 ng in 200 ul der zu messenden DNA-Probe. Somit muss die
Ausgangsprobe mit einer minimal zuldssigen DNA-Ausgangskonzentration von
100 pg/jul 10-fach auf 10 pg/ul verdinnt werden (mischen Sie dafiir in einem
Probenréhrchen 180 ul der Farbstoffarbeitsiosung und 20 ul der Ausgangsprobe
mit 100 pg/ul, was 2 ng DNA entspricht]; die Ausgangsprobe mit einer maximal
zuléissigen DNA-Ausgangskonzentration von 1000 ng/ul muss 200-fach verdiinnt
werden (mischen Sie dafir in einem Probenréhrchen 199 il der
Farbstoffarbeitsidsung mit 1 ul der Ausgangsprobe mit 1000 ng/lul, das
entspricht 1000 ng DNAJ. Dabei sollten kleine Pipettiervolumina zur Verdiinnung
der Ausgangsprobe vermieden werden, um die Genauigkeit und Prézision der
Messungen zu gewéhrleisten.
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5.

Inkubieren Sie alle Rdhrchen (mit Standards und DNA-Proben) fir 3-5 Minuten
bei Raumtemperatur.

B. Fihren Sie Fluoreszenzmessungen durch.

Fluoreszenzmessung mit Fluorometer

Fiihren Sie die nachfolgenden Schritte gemaB der Anleitung fiir das Fluorometer durch.
Je nach Ausfiihrung des Fluorometers kénnen sich Meniipunkte von den unten
genannten unterscheiden.

1.

Schalten Sie das Gerét ein und wahlen Sie den Mentipunkt DNA, danach dsDNA
Broad Range.

Das Gerat offnet automatisch die Registerkarte Standards. Das Fluorometer ist
nach jedem Ansetzen einer frischen Farbstoffarbeitslosung neu zu kalibrieren. Sie
diirfen aber auch eine zuletzt gespeicherte Kalibrierung benutzen, wenn alle
Messbedingungen inklusive der Temperatur im Labor gleich geblieben sind.
Driicken Sie in diesem Fall No in der Registerkarte Standards. Das Gerét 6ffnet
jetzt die Registerkarte Sample, in der nun die Fluoreszenzmessung der Proben
erfolgen kann. Gehen Sie zum Schritt 3 tber.

Um das Geréat neu zu kalibrieren, driicken Sie in der Registerkarte Standards auf
Yes. Setzen Sie das Rohrchen mit dem Standard #7in den Probenraum ein,
schlieBen Sie den Deckel und driicken Sie Read. Entfernen Sie nach Ablesen der
Messwerte (etwa 3 Sekunden) das Rohrchen mit dem Standard #1. Setzen Sie
nun das Réhrchen mit dem Standard #2in den Probenraum ein, schliefen Sie den
Deckel und driicken Sie Read. Entfernen Sie nach Ablesen der Messwerte das
Rohrchen mit dem Standard #2. Nach Abschluss der Kalibrierung 6ffnet das
Gerat die Registerkarte Sample, in der nun die Fluoreszenzmessung der Proben
erfolgen kann.

Setzen Sie das Rohrchen mit der DNA-Prabe in den Probenraum ein, schliefen Sie
den Deckel und driicken Sie Read in der gedffneten Registerkarte Sample. Nach
Abschluss der Messung wird auf dem Display der QF-Wert angezeigt.

Der QF-Wert gibt die DNA-Konzentration nach Verdiinnung der Ausgangsprabe
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in einem Probenrdhrchen an. Sie kénnen die DNA-Konzentration in der
Ausgangsprobe anhand der folgenden Formel berechnen:

DNA-Ausgangsprobenkonzentration (ug/ml) = @F-Wert x 200/V, wo

o V (ul) — Volumen der Ausgangsprobe, das ins Probenréhrchen gegeben
wurde (1-20 pl),
o QF — Messwert auf dem Display des Fluorometers (g/ml).

Wiederholen Sie den Vorgang fiir alle zu messenden Proben.

Sie konnen die DNA-Ausgangsprabenkonzentration auch tiber den Rechner
am Fluorometer («Dilution Calculator») ausrechnen.
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RU

WHcTpykums k Habopy QuDye dsDNA BR ans
onpeaenexns konnyecTsa apyxuenoyeyron OQHK

Habop QuDye dsDNA BR (Broad Range) npeaHasHayeH fns onpeaeneniis
koHLeHTpaumn aByxuenoyeyHon OHK Ha chnyopumerpe . Kpacutens QuDye dsDNA BR
CEeneKkTUBHO CBs3bIBaeTCs ¢ aByxuenayeyHorn HK, noatomy npucytcsyiowme

B 06pa3uie npumecy PHK, opHouenoyeyHon OHK, HykneoTaos v 6enkos He BAUSIOT

Ha peaynbTaTbl U3MepEHNit. [ipyrie npuMeci B HE3HAUUTENBHOM KOMMYECTBE, Takue Kak
COMN, AETEPrEHTbI ¥ PACTBOPUTENM OKA3bIBAIOT HECYLLECTBEHHOE BIUSHME

Ha pesynbTaTbl M3MEPEHNil, 0HaKO PEKOMEHLYETCS MUHUMU3MPOBATL UMW NOMHOCTbLI0
VICKIIO4NTL UX MPUCYTCTBME B 06pa3Lie. Bce nocTaBnaemMble peareHTbl ONTMI3NPOBaHbI
NS paGoTkl Ha (hYOpUMETPE B ANaNasoHe UCXoaHoM KoHueHTpaumn JHK

ot 100 nr/vkn go 1000 Hr/mkn (konuyectso JHK nocne pa36asneHnst MCXOAHOMO
o6pasua coctasnset 2—1000 Hr 8 200 mkn o6pasua ang namepenns). Bce namepenus
BbINOHAIOTCS NPY KOMHATHOI TEMNEPATYPE, YPOBEHb (hiyopecLeHLn 06pasLos
cTabureH B Te4eHue 3 Yacos.

[ns onpepenenus B o6pasue OHK npumecu Genka HaGop QuDye dsDNA BR moxHo
11CN0Nb30BaTh B COYeTaHM ¢ Ha6opom QuDye ANns onpeneneHns KonnyecTsa Genka.

Cocrae Habopa

Komnonent na6opa Konuuecreo

A9102 19102 12102
10 assays 100 assays 100 assays

28010, Kpacutens QuDye dsDNA BR / BuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 30 ul 1 — —

AAB50, dsDNA quantitative standard, 100 ng/ul in TE buffer, 100 ul 1 — —
33115, Mpo6upka T (0.5 mL npoap i , 100 pes — — 1
B9650, Craxaapt / Quantitative standard, O Hr/mkn 8 TE 6ychepe, 1 mL 1 1 1
54850, bydep QuDye BR, 1x, 50 mL 1 1 1
38010, Kpacwrens QuDye dsDNA BR / QuDye dsDNA BR Reagent, 200x, 250 ul = 1 1
BAB50, dsDNA quantitative standard, 100 ng/uL in TE buffer, 1 mL — 1 1
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RU

XpaHutb npn Temnepatype +4°C. Mporpets fo +20°C nepen vcnonb3oBaHrem.

Cpok xpaHeHus 12 mecsues.

! Bee usmepenns ¢ ncnonb3oaHvem Habopa QuDye dsDNA BR [omkHs npoBoguTscs
rpun KomHaTHow Temnepatype (22—-28°C). [Nepeq Ha4anom paGoTsl TLATE/IbHO
TIPOrpedTe BCe MCosb3YeMble PACTBOPI [0 KOMHATHOV Temnepatypsl. [y perynspHom
1CII07Ib30BaHMN HAO0PE PEKOMEHAYeTcs xpaHnTb kpacutess QuDye dsDNA BR n 6ygep
QuDye BR npu KomHaTHou Temnepatype, cTaHgapTs! npu Temneparype +4C.

! O6pawyaem Baie ocoboe BHMaHWe Ha To, YT0 KOSIEGaHNS TEMIEPATY b 06pa3ya
OKa3bIBAKT 3HAYUTEITLHOE BIUSHNE HA PE3Y/TbTaTbl N3MEPEHNI. V36eraiiTe HarpeBa
06pa3LioB, B Y8CTHOCTH, HE JEPXKUTE B PyKax NpobypKv ¢ 06pasLamy HeMoCPEACTBEHHO
rnepen n3mMepernamu Ha d]nyopwmerpe. ﬂUCKUﬂbe HaXe KpaTKkoBpeMeHHOE HaxoXgeHne
1poGypKy ¢ 06Pa3LOM B rHe3Ae (rlyopuMeTpa criocobCTByeT Harpesy 06pasya,
POBOANTE UIMEDEHNS (DITYOPECLEHLMN CPA3Y MOCTE TOr0, KaK MOMECTATE Npo6YPKy

c 06pa3wjom B rHe3no gnyopumetpa. [lpy HeobXogumMocTy NOBTOPHOIO N3MEPEHUS
0/HOr0 ¥ TOro Xe 06pasya, creqyet n3snekars npobupky ¢ 06pasLom u3 gyopyumeTpa
Cpasy nocsie u3MepeHVs 1 NoMeLLats 06pasel B rHe3no (ryopumeTpa Tombko

Ha NEpUaL USMEPEHVS NHTEHCUBHOCTY (OITYOPECLIEHLINM.

Mporokon

1. TpurotosbTe pabouuit pacTeop kpacutens Qubye dsDNA BR w3 pacyeta, 4to
Ha Kax/ablil 06pa3el| 1 Ha KaXpbli U3 ABYX CTAHAAPTOB NOTPEGYETCS OKOMO
200 wmkn. inq aToro passeaute 200% koHueHTpaT kpacutens Qubye dsDNA BR 8
200 pa3 6ygepom QuDye BR.

Hanpumep, ans uameperns 3 06pasyos v 2 cTaHgapToB HEOBXOQUMO MPArOTOBNTS
200 mkn x 5 = 1000 mkn paboyero pacTaopa kpacutens (cmewwaite 5 mkn
KoHyeHTpara kpacutens Qubye dsDNA BR v 995 mkn 6ygepa QuDye BR).

! Paboywii pacTsop KpacuTens PEKOMEHLYETCS UCI0b30BaTh B TEYEHNE
HECKOTIbKVIX 4acoB oc/e npuroToBreHns. [1py npoBeneHnn 0TcpOYEeHHbIX
UMEPEHWV PEKOMEHLYETCS BEPEYL OT CBETA rOTOBbLIN PABGOYMI PACTBOP KPACUTENS.
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RU

! [ing npuroTosriexys paboyero pacTBopa KpacuTens UCrosb3yiTe TorbKo
nnacTvkoByw nocygy. CTeKnsHHas nocya MoXeT copbypoBarth Ha CBOMX CTEHKaX
KDPaCcHTESTb, YTO MPUBELET K CHIKEHUIO KOHLEHTPALWM KDACUTENS B 00pa3Lax

W NCKKEHNID PE3Y/bTATOB N3MEPEHUI.

MoAroToBbTE 1BE TOHKOCTEHHbIE, ONTIHECKM NPO3PaYHbIE NIACTUKOBbIE NPOGUPKM
ANS cTaHpapToB o6bémom 0,5 Mn 11 o 0aHoM Npo6rpKe ANs KaXAoro
13vepsieMoro 06pasua. MopnuiunTe KpbILKK NPo6UpoK (He fenaiiTe NoMeToK

Ha CTeHKax MpoBKPOK, TaK Kak 8T MOXET MPUBECTU K HEKOPPEKTHOMY
onpeaeneHiio MHTEHCBHOCTIA (yopecUgHLmn).

B kaxpyto npobupky ang ctanpaptos BHecute 190 Mkn paboyero pactaopa
kpacutens QuDye dsDNA BR v 10 mkn craHgapta # 1 (cTangapt, O Hr/mki)

v crangapta #2 (crangapt ulJHK, 100 Hi/mkn) cooTBeTCTBEHHO. [NepeveLuaiite
Ha BOpTEKCE 2—3 CeKyHMbl, COPOCHTE Kanmu.

B kaxpyto npo6upky ans o6pasuos sHecute 180—199 mkn paboyero pacteopa
kpacuteng QuDye dsDNA BR v 20—1 mkn 06pa3Lia COOTBETCTBEHHO (KOHEYHbIV
06bEM B Kaxoit npo6upke nomxeH coctasuts 200 mkn). Mepemewwaiite

Ha BopTekce 2—3 cekyHabl, copocbTe kannu. MpocneauTe, YTo6bl B NPOGUpKe
He 06pa30Banuch Ny3blpn — Mpu HEOBXOANMOCTI N36aBLTECH OT Ny3bIPEr
LIeHTPNCYrpoBaHIEM.

Pa3aBenerne vccrenyemoro 06pasuya onuyyMoHabHo 1 38BUCUT OT €ro UCXO[HOM
KOHLEHTpaLMN. VIcXo[Has KOHUEHTpaums 06pasia MOXET HaxoauTbCs B NanasoHe
100 nr/mxn—1000 Hi/mkn; ofHako nocre passeneHns 06pasya B paboyem
pactsope kpacurens QuDye dsDNA BR kommqectso [JHK gomxHo cootsercTsoBats
nana3oHy uameperus gnyopumetpa. 2—1000 wr [JHK B 200 mkn o6pasua ans
n3mepenrus. Takum 06pasom, 06paseL ¢ MUHIUMAIbHO [OMYCTUMOV UCXO[HOM
KkoHyeHtpauved JHK 100 nr/mkn cnegyer pasbasuts 8 10 paz go 10 nr/mkn

(B npo6unpky ang usmepenrus sHecute 180 Mk paboyvero pactsopa kpacutesns

u 20 mkn 06pa3ya 100 nr/mvkn, 4to cootsetcsyet 2 Hr [JHK, a o6pazey

¢ MaKCYMarbHo [JOnycTMov ncxonHoi KoHuenTpayven [JHK 1000 wi/vikn cregyet
pasbasuts B 200 pas (8 npobupky ans uameperus sHecute 199 mkn paboyero
pactsopa kpacutens u 1 mkn obpasya 1000 Hr/mkn, yro cootsercrayer 1000 Hr).
B 10 Xe Bpems cregyer usberatb 1Crosb308aHIs ManeHbkux 06bEMOoB rpu
Pa306aBIIEH VCXOAHOIO 00Pa3ya, MOCKO/bKY HETOYHOCTb MUNETYPOBAHUS
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MaIEHbKUX 0GBEMOB MOXET CKAa3aThCs Ha Pe3yrbTaTax U3MEPEHNI.

Hky6upyriTe Bce npoBupky (Copepxaluve CTaHaapTbl U Mccrneyemble 06pasis)
3-5 MUHYT Npy KOMHATHOI TEMMEPATYPE.

MpoBeawTe N3MepEHNe MHTEHCUBHOCTY (IyOPECLEHLN.

N3mepeHne MHTEHCHBHOCTH (hnyopecueHLun
Ha (hnyopumeTpe

WI3meperne nHTeHCBHOCTY GhTyopecUeHLy CrIeqyeT BbIMosIHSTb COMIACHO UHCTOYKUN
K qonyopumeTpy. B 3aB1cuMocTy T BEPCUN QriyopuMeTa MyHKTb! MEHIO MOryT
OT/NYATBCS OT NPUBELEHHBIX HIXE.

Mocne BkntoyeHns npnGopa soiGepute nyHkT DNA, 3atem dsDNA Broad Range.

2. MMpn6op aBTOMaTMYECKN NEpeknioynTes Bo Bknaaky Standards. Mpy kaxpom

HOBOM MPUrOTOBMIEHMI PaBoYero pacTBOpa KpacuTens pekoMEeRLYeTCS NPOBOANTL
HOBYI0 KanmGpoBKy nyopymeTpa. Bl MOXeTe BOCMONL30BATLCS CTApol
kannbpoBKai, kaTopyio Bel npoBoanny paHee, ecnu BCe YCnoBus 3KCrepyMeHTa,
BKITI04as TemnepaTypy B nabopaTopun, ocTanuch HenaMerHbIMU. B Takam cnydae,
Haxopsick Bo Bknaake Standards, Haxwute No, v npuGop nepernet Bo BKMaaky
Sample 119 M3MEPEHNS HTEHCBHOCTY hIyOPECLIEHLMI 3KCTIEPUMEHTANbBHBIX
06pa3uos. MepexoguTte Kk n. 3.

[ing cHaTUS HOBOW KannMBpoBKY, Haxopsck B Bknaake Standards, HaxmuTe Yes.
lMomecTuTe B rHe3a0 Npobupky, copepxallyio craHgapt # 1 (cranpapt, O Hi/vkn),
3akpoiTe Kpbiluky, Haxmute Read. Korpa npubop nposenet uamepeHue (okono

3 cek), ynanuTe npobupky co crangaprom # 1. MomecTuTe B rHe3fo Npo6upky,
conepxallyio crangapt #2 (crangapt augHK, 100 Hr/Mki1), 3aKpONTE KPbILLKY,
HaxmuTe Read. Korga npu6op npoBeaeT n3MepeHie, yaanute npo6upky

co craHgapTom #2. Tocne 3aBepLUeHns kanuBposku Npubop neperpeT BO BKNaaky
Sample 19 M3MEPEHNS VHTEHCBHOCTY hIyOPECLIEHLMI 3KCTIEPUMEHTANBHBIX
06pasLoB.

3. Haxopsice Bo Bknaake Sample, nomectiTe B rHe340 npobupky
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C 3KCnepuMeHTambHbIM 06pa3LioM, 3aKpoiiTe Kpbilwky, HaxmuTe Read. Mocne
3aBEpLUEHINS N3MEPEHIs MPUBOP NOKAXET Ha akpaHe 3HaueHne QF.

3Hauenne QF npeacTasnseT co6oi koHueHTpaumio [JHK nocne pas6asneHus
1ICX0AHOM0 06pa3ua B NpoBupke Ans U3MepeHus. PaccunTaiite 1exoaHyio
koHueHTpaumio OHK no chopmyne:

Konuentpauus IHK e ucxogsom o6pasue (mkr/mn) = 3uauenne GF x 200/V,
roe

oV (Mkn) — 06bEM MCXopHOro 06pasLia, KoTopbIi 6bi [0GABNEH B NPOBUPKY
onst uameperus (1-20 mkn),
o QF — peaynbTaT N3mMepenus Ha akpaxe dnyopumeTpa (Mkr/mn).

MoBTOpKTE NPOLIEAYPY NSt BCEX 3KCNEpUMEHTaMbHbIX 06Pa3LioB.

[Ina pacyeta koHueHTpaumn [HK 8 ncxopHom o6pasLe Bbl Takke MoxeTe
BOCMONb30BaThCs Kanbkynstopom Ha tnyopumetpe («Dilution Calculator»).
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