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Handbuch fiir das PreciseGreen dsDNA-
Quantifizierungskit

PreciseGreen dsDNA-Quantifizierungskit dient der Bestimmung niedriger
dsDNA-Konzentrationen, die mittels spektrophatometrischer Methode bei 260 nm
nicht detektiert werden kdnnen. PreciseGreen Reagenz bindet selektiv an die
doppelstrangige DNA, sodass Nukleotide, einzelstrangige DNA, RNA, Proteine und
andere Verunreinigungen keinen Einfluss auf die Messergebnisse haben.

Der lineare Bereich fiir die DNA-Konzentrationshestimmung mit dem Kit reicht von
1 pg/ul bis 5 ng/ul. Der an die doppelstréangige DNA gebundene Farbstoff weist ein
Absorptionsmaximum bei 503 nm und ein Emissionsmaximum bei 525 nm auf.
Messungen kdnnen mit jedem Fluorometertyp durchgefihrt werden.

Bestandteile

Komponente Anzahl

1102-200 B1102
200 assays 200 assays

42010, PreciseGreen fir die dsDNA-Quantifizierung, 200x, 1 mL 1 —
12010, PreciseGreen fiir die dsDNA-Quantifizierung, 200x, 100 uL — 10
N2150, TE-Puffer, 20x, 25 mL 1 1

B8650, dsDNA-Standard / dsDNA quantitative standard, 100 ng/ul in
TE-Puffer, 1 mL

Unter 4 °C lagern. Nicht einfrieren!

Haltbarkeit: 12 Monate.
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Die oben aufgefiihrte Reagenzienmenge reicht fiir ca. 200 Messungen inkl. Proben und
Standards bei einem Messvolumen von 2 ml (das Mindestmessvolumen fiir eine 3,5 ml
Makrokiivette). Die Anzahl der Messungen kann sich je nach Messvolumen &ndern. Die
empfohlenen Messvolumina fiir die géngigen fluorometrischen Geréte sind in der
nachstehenden Tabelle angefihrt.

Empfohlene Messvolumina fiir die DNA-Konzentrationshestimmung mit
PreciseGreen Farbstoff:

Geritetyp Messvolumen Volumen der Volumen

W) PreciseGreen verdiinnter
Farbstoffarbeitslosung DNA- Probe

3,5 ml Kiivette 2ml 1ml 1 ml
e - ca.75%des 37,5 %des 37,5 % des
ndere Kivetten Kiivettenvol 15 Kiivettenvol Kiivettenvol
ﬁfﬂv‘m’,ﬂl Mikroplatte*, 5 01 mi 01 ml
Well-Mi #
Mikroplatten-Fluorometer ﬁév\XIEellll Mikroplatte™. Tml 0.5ml 0,5 ml
Andere Mikraplatten ca. 75 % des 37,5 % des 37,5 % des
NanoDrop™ 3300% 0,1 ml 0,05 ml 0,05 ml

*£s ist empfohlen, ein Pjpettiervolumen von weniger als 2 uil zu vermeiden, um die
Genauigkeit und Prézision der Messungen zu gewéhrleisten.

Deutsch - 4



Verfahren

! Um mégliche Pipettierverluste auszugleichen, stellen Sie einen 10-25 % Uberschuss
der 1x TE Pufferldsung und Farbstoffarbeitslésung her.

1. Ansetzen der 1x TE Pufferlosung

Stellen Sie eine ausreichende Menge der 1x TE Pufferlésung unter Beriicksichtigung
von Messvolumen und Probenanzahl her (inkl. 5 Verdiinnungen des dsDNA-Standards,
siehe Punkt 3). Den 1x TE Puffer erhalten Sie, indem Sie 20x TE Konzentrat mit
deionisiertem Wasser 20-fach verdinnen (priifen Sie das empfohlene Messvolumen fiir
das verwendete Gerat anhand der Tabelle).

Verwenden Sie zur Berechnung des Puffervolumens (V. o) folgende Formel:
Vﬂx Puffer — Vthe x [NPruben + 51!

wo V.. — Volumen einer Probe oder eines Standards, N, — Anzahl der Proben
und 5 — Anzahl der DNA-Standards (inkl. der Leerprobe).

2. Ansetzen der Farbstoffarheitslosung

Tauen Sie das Farbstoffréhrchen auf und mischen Sie den Rohrcheninhalt griindlich.
Setzen Sie eine ausreichende Menge der Arbeitslosung unter Berlicksichtigung der
Probenanzahl an. Das Volumen der PreciseGreen Farbstoffarbeitslosung muss 50 %
des Messvolumens betragen. Stellen Sie die Farbstoffarbeitsldsung her, indem Sie
200x PreciseGreen Farbstoffkonzentrat mit 1x TE Puffer 200-fach verdiinnen.

| Angesetzte Farbstoffarbeitsidsung ist innerhalb von 3 Stunden aufzubrauchen.
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Verwenden Sie zur Berechnung des Volumens der PreciseGreen Farbstoffarbeitsldsung
(Vhvesiseresn’ Tolgende Formel:

[/

PreciseGreen

= 7/2 X VPruhe x ,VPmben+ 5}1

wo Vs, — Volumen einer Probe oder eines Standards, N, — Anzahl der Proben
und & — Anzahl der DNA-Standards (inkl. der Leerprobel.

! Verwenden Sie zur Herstellung der Farbstoffarbeitsidsung ausschiieBlich
Kunststoffgeféle. Ein Glasgefal kann den Farbstoff adsorbieren, was zur Verringerung
der Farbstoffkonzentration in den Proben und Beeinflussung der Messergebnisse
fiihren kann.

3. Ansetzen der Standards

Stellen Sie eine DNA-Stammlgsung mit einer Konzentration von 2 ng/ul in 1x TE Puffer
her, indem Sie 30 ul dsDONA-Standard aus dem Kit mit 1,47 ml 1x TE Puffer in einem
Rohrchen mischen. Stellen Sie aus dieser Stammlgsung DNA-Standardldsungen mit
folgenden Konzentrationen her: 2 ng/ul, 200 pg/ul, 20 pg/ul, 2 pg/ul (siehe
nachstehende Tabelle).

1 Das vorgeschlagene Verdiinnungsschema der DNA-Stammidsung bertcksichtigt
Pipettierverluste bei der Herstellung von Verdiinnungen mit einer
DNA-Endkonzentration von O bis 2 ng/jul. Die nach diesem Schema angesetzten 1,5 ml
DNA-Stammldsung reichen fiir die Herstellung der DNA-Standardldsungen fir
Messungen in einer 3,5 mi Kiivette (bei einem Messvolumen von 2 ml). Fiir ein
kleineres Messvolumen kann ein geringeres Volumen der DNA-Stammldsung angesetzt
werden.
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Volumen der Volumen der Konzentration der Endkonzentration
1x TE Pufferlosung,  DNA- Stammlosung  DNA- Standardldsung des DNA-
pl 2 ng/ul, pl Standards
im Messvolumen
0 1000 2 ng/ul 1 ng/ul
900 100 200 pg/ul 100 pg/ul
990 10 20 pg/ul 10 pg/ul
999 1 2 pa/ul 1 pg/ul
1000 0 0 pg/ul 0 pg/ul

Mischen Sie jede DNA-Standardldsung mit der Farbstoffarbeitsldsung
im Verhéltnis 1:1 (prifen Sie das Messvolumen (V4,,.) anhand der obigen Tabelle).

! Stellen Sie einen nicht linearen Verlauf der Kalibrierkurve an den Grenzen des
dynamischen Bereichs des Gerates fest, so passen Sie die Konzentrationen der
Standardldsungen an, um die Méglichkeiten des Fluorometers optimal zu nutzen.

4. Vlorhereitung der Proben

Verdiinnen Sie die zu untersuchende DNA-Prabe mit 1x TE-Puffer, sodass das
Prabenvolumen 50 % des Messvolumens betragt. Fiigen Sie das gleiche Volumen der
PreciseGreen Farbstoffarbeitsldsung hinzu und mischen Sie.

! Das Ausgangsvolumen der Probe kann beliebig sein, die Endkonzentration nach

Verdtiinnung mit 1x TE-Puffer und Hinzufiigung der PreciseGreen

Farbstoffarbeitsldsung muss jedoch im Bereich von 1 pg/ul bis 5 g/l liegen.

5. Inkubieren Sie alle hergestellten Standardldsungen und DNA-Proben fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur.
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Fiihren Sie Fluoreszenzmessungen der Standardlésungen und DNA-Proben durch (der
an die doppelstrangige DNA gebundene Farbstoff weist ein Absorptionsmaximum bei
503 nm und ein Emissionsmaximum bei 525 nm auf).

6. Fluoreszenzmessung

1. DNA-Konzentrationsherechnung

Erstellen Sie eine Kalibrierkurve anhand der Angaben zur Fluoreszenz der
Standardldsungen. Approximieren Sie diese Daten durch eine lineare Funktion und
ermitteln Sie die Funktionsparameter A und B. Die lineare Abhéngigkeit zwischen
Fluoreszenz (FL) und Konzentration (C) sieht wie folgt aus:

fl=AxC + B, wo FL — Fluoreszenzintensitat in relativen Fluoreszenzeinheiten und
' — DNA-Konzentration, A und B — Parameter der linearen Funktion.

DNA-Konzentration in einer verdiinnten DNA-Probe:

Gogpe = (Floye - BVA, WO Fly,,, — Probenfluoreszenz, A und B — Parameter der
ermittelten linearen Funktion.

DNA-Konzentration in der Ausgangsprabe:

G = Voo X Goas/Vise - WO Vorgp,— Messvolumen, 1., — Volumen der

Ausgangsprobe, die zur Herstellung der Endprabe (in Messvolumen) verwendet wurde.

Um notwendige Berechnungen durchzufiihren, verwenden Sie unseren Rechner:
Rechner fiir die DNA-Quantifizierung und Losungs- und Verdiinnungsrechner.
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Beispiel einer linearen Regression: Fluoreszenz

gegen DNA-Konzentration
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NanoDrop ™ ist eine Marke von Thermo Fisher Scientific
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