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Pico488 dsDNA Quantification Kit manual

The Pico488 dsDNA quantification kit is used for the quantification of double-stranded
DNA if its concentration cannot be determined by measuring absorbance at 260 nm.
Pico488 selectively hinds to double-stranded DNA, so nucleotides, single-stranded
DNA, RNA, proteins and other impurities do not impede the measurements.

The linear measurement range for DNA concentration with this kit is 1 pg/uL

t0 5 ng/uL. The dye bound to double-stranded DNA exhibits an excitation maximum

at 503 nm and a fluorescence emission maximum at 525 nm. Any type of fluorometer
can be used for the assay read-out.

Kit components

Kit component Count

1102-200 B1102
200 assays 200 assays

42010, Pico488 dsDNA Quantification Reagent, 200x, 1 mL 1 —
12010, Pico488 dsDNA Quantification Reagent, 200x, 100 ul — 10
N2150, TE buffer, 20x, 25 mL 1 1
B8650, dsDNA quantitative standard, 100 ng/uL in TE buffer, 1 mL 1 1

Store at temperature below 4°C. Do not freeze!

Shelf life 12 months.

The amount of dye solution supplied with the kit is sufficient to analyze 200
experimental data points with an assay volume of 2 mL each (i.e. the minimum assay
volume required for measurements in a standard fluorometric cuvette with a volume
of 3.5 mL). The number of measurements may differ depending on the assay volume
if other types of equipment are used for fluorescence detection. Recommended assay
volumes for commonly used fluorometric equipment are provided in the table below.
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Recommended volumes for dsDNA quantification with Pico488 dye:

Type of equipment RAssay volume Volume Volume of DNA
) of Pico488 dye sample
working solution
Standard
fluorometric 2mL 1TmL 1 mL
B cuvette (3.5 mL)
fluorometer g 0
Other fluorometric About 75 % 37.5% 37.5%
of cuvette of cuvette
cuvettes of cuvette volume
volume volume
96-well plate, per g 5 ) 01 m 0.1 ml
well
Plate 24-well plate, per 1 mL 05 mL 05 mL
fluorometer well
About 75 % 37.5 % of well 37.5 % of well
Other plates
of well volume volume volume
NanoDrop ™
3300* 0.1 mL 0.05 mL 0.05 mL

* To maintain accuracy and precision of your measurements, we recommend to avoid

pipetting volumes smaller than 2 L.
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Protocol

! We recommend to prepare 10-25 % extra volume of the 1x TE buffer solution and
dye working solution to account for possible pipetting errors.
1. Preparation of 1x TE huffer

Prepare a sufficient amount of 1x TE buffer taking into account the assay volume and
the number of samples (plus 5 dilutions of the dsDNA quantitative standard, see item
3). To prepare 1x TE buffer, dilute the 20x TE concentrate 20-fold with deionized
water (see the table above to determine the recommended assay volumes for the
fluorometric equipment used).

Calculate the buffer volume (V,, ,..] with the following formula:
'/ﬂxbuffer = Vassay x [/Vsamp\es + 51'

where V..., — assay volume of a sample or standard, N.,,., — number of samples,
and 5 — number of standards (including a blank sample].

2. Preparation of the Pico488 dye working solution

Thaw the Pico488 dye stock solution, then mix thoroughly. Prepare a sufficient
amount of the Pico488 dye working solution taking into account the number

of samples. The volume of the Pico488 dye warking solution for each experimental
data point should be equal to 50 % of the assay volume. To prepare the Pico488 dye
warking solution, dilute the Pico488 stock solution 200-fold with 1% TE buffer.

I The dye working solution should to be used within 3 hours after preparation.

Calculate the volume of the Pico488 dye working solution (Vg..es) with the following
formula:

VPicuABB = 7/2 x Vassay x [Nsamples + 5],

where V.., — assay volume of a sample or standard, .., — number of samples,
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1 Use only plastic containers to prepare the dye working solution, as Pico488 can
adsorb to glass surfaces, which results in decreasing of the dye concentration
in samples and biases in the measurement results.

and 5 — number of standards (including blank sample).

3. Preparation of DNA standards

Prepare a DNA stock solution with a concentration of 2 ng/ulL in 1% TE buffer

by mixing 30 pL of the dsONA quantitative standard from the kit with 1.47 mL of 1x
TE buffer. From this stock solution, prepare a dilution series of standard DNA solutions
with the following concentrations: 2 ng/uL, 200 pg/uL, 20 pg/uL, 2 pg/ul (see the
table below).

! The praposed dilution scheme for the DNA stock solution can be used for the
preparation of a dilution series with DNA concentrations of 0 to 2 ng/ul. 1.5 mL of the
DNA stock solution prepared according to this scheme is sufficient to prepare

a dilution series for a 3.5 mL cuvette (assay volume 2 mL). For smaller assay volumes,
the volume of the DNA stock solution can be reduced accordingly.

Volume of Volume of DNA Concentration of DNA  Final concentration
1% TE huffer, plL stock solution standard solution of DNA standard
2 ng/uL, pL in assay volume
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 pg/ul 1 pgful
1000 0 0 pg/uL 0 pg/uL

Mix each DNA standard solution with an equal volume of the dye working solution (for
the assay volume refer to the table above).

1'In the case of non-linear progression of the calibration curve near the limits of the
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instrument’s dynamic range, adjust the concentrations of the standard solutions
to match the fluorometer’s capabilities.

4. Preparation of samples

Dilute each DNA sample with 1x TE buffer to a volume that equals 50 % of the assay
volume. Add an equal volume of the Pico488 dye working solution and mix.

I The final DNA concentration after dilution with 1x TE buffer and addition of the
Pico488 dye working solution should be in the range of 1 pg/ul to 5 ng/jul.

5. Incubate all prepared standard solutions and experimental DNA samples for
5 minutes at room temperature.

6. Fluorescence measurements

Measure the fluorescence emission intensity of all standard solutions and DNA
samples with suitable filter settings. The dye bound to double-stranded DNA exhibits
maximum absorption at 503 nm and maximum fluorescence emission at 525 nm.

1. Calculation of dsDNA concentration

Create a calibration curve using the fluorescence values of the standard solutions. Fit
a linear function to the data points to determine the function parameters A and B. The
linear dependence between fluorescence (FL) and dsDNA concentration (C)

is as follows:

FL=A x C + B, where FL — fluorescence intensity in arbitrary units, £— dsDNA
concentration, A and B — parameters of the linear function.

DNA concentration in the diluted sample:

Coanpe = (Flogr, - BY/A, where AL, — fluorescence intensity of the diluted sample,
A and B — parameters of the linear function.

DNA concentration in the initial sample:
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Gr = Viggoy X G/ Vi » Where V., — assay volume, V. — the volume of the initial
sample used for dilution with 1x TE buffer.

The following online calculators can be used for the described calculations: dsDNA

quantification calculator and Solubilization and dilution calculator .

Linear regression example: fluorescence versus DNA
concentration
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y =0,8236x + 3,1992
R? =0.9999
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DNA concentration, ng/mL

NanoDrop ™ is a trademark of Thermao Fisher Scientific.
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Handbuch fiir das Pico488 dsDNA-Quantifizierungskit

Pico488 dsDNA-Quantifizierungskit dient der Bestimmung niedriger
dsDNA-Konzentrationen, die mittels spektrophotometrischer Methode bei 260 nm
nicht detektiert werden kdnnen. Pico488 Reagenz hindet 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 doppelstrangige DNA gebundene Farbstoff weist ein
Absorptionsmaximum bei 503 nm und ein Emissionsmaximum bei 525 nm auf.
Messungen kannen mit jedem Fluorometertyp durchgefihrt werden.

Bestandteile

1102-200 B1102
200 assays 200 assays

42010, Pico488 fiir die dsDNA-Quantifizierung, 200x, 1 mL 1 —
12010, Pico488 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.

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

Makrokivette). Die Anzahl der Messungen kann sich je nach Messvolumen dndern. Die
empfohlenen Messvalumina fiir die géngigen fluorometrischen Geréte sind in der
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nachstehenden Tabelle angefiihrt.

Empfohlene Messvolumina fiir die DNA-Konzentrationshestimmung mit
Pico488 Farbstoff:

Geritetyp Messvolumen Volumen der Picod88  Volumen
W) Farbstoffarheitslosung verdiinnter
DNA- Probe
3,5 ml Kiivette 2ml 1ml 1ml
Kitveteen-Fluorometer ca.75%des  37,5%des 37,5 % des
Andere Kiivetten | ;
Kiivett 15 Kivett Kiivettenvolumens
- -Mil 3
96-Well-Mikroplatte*, 02ml 01 ml 01 ml
pro Well
- -Mil o
Mikroplatten-Fluorometer 24-Well-Mikroplatte*, 1ml 0,5ml 0,5ml
pro Well
0 0
Andere Mikroplatten Cﬂ ..75.D/D e .:?.,7..5 {a e 37..5 {0 e
NanoDrop™ 3300* 0,1 ml 0,05 ml 0,05 ml

*Es [st empfohlen, ein Pjpettiervolumen von weniger als 2 ul zu vermeiden, um die
Genauigkeit und Prézision der Messungen zu gewahrleisten.
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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 Pico488 Farbstoffarbeitslésung muss 50 % des
Messvolumens betragen. Stellen Sie die Farbstoffarbeitsldsung her, indem Sie 200x
Pico488 Farbstoffkonzentrat mit 1x TE Puffer 200-fach verdiinnen.

| Angesetzte Farbstoffarbeitsidsung ist innerhalb von 3 Stunden aufzubrauchen.

Verwenden Sie zur Berechnung des Volumens der Pico488 Farbstoffarbeitslosung
(Vorwoase! folgende Formel:

VPicuABB = 7/2 x '/Pmbe x NPruhen+ 5}'

wo Vy., — Volumen einer Probe oder eines Standards, M., — Anzahl der Proben
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! Verwenden Sie zur Herstellung der Farbstoffarbeitsidsung ausschiieBlich
Kunststoffgefale. Ein Glasgefél kann den Farbstoff adsorbieren, was zur Verringerung
der Farbstoffkonzentration in den Proben und Beeinflussung der Messergebnisse
fiihren kann.

und 5 — Anzahl der DNA-Standards (inkl. der Leerprabe).

3. Ansetzen der Standards

Stellen Sie eine DNA-Stammlgsung mit einer Konzentration von 2 ng/ul in 1x TE Puffer
her, indem Sie 30 pl dsONA-Standard aus dem Kit mit 1,47 ml 1x TE Puffer in einem
Rohrchen mischen. Stellen Sie aus dieser Stammldsung 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 bericksichtigt
Pipettierverluste bei der Herstellung von Verdinnungen mit einer
DNA-Endkonzentration von O bis 2 ng/ul. 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.

Volumen der Volumen der Konzentration der Endkonzentration
1x TE Pufferlosung,  DNA- Stammldosung  DNA- Standardlosung  des DNA-
ul 2 ng/pl, 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 pg/ul 1 pg/ul
1000 0 0 pg/ul 0 pg/ul
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Mischen Sie jede DNA-Standardldsung mit der Farbstoffarbeitsldsung
im Verhaltnis 1:1 (prifen Sie das Messvolumen (14,,,.) anhand der obigen Tabelle).

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

4. Vorhereitung der Proben

Verdiinnen Sie die zu untersuchende DNA-Prabe mit 1x TE-Puffer, sodass das
Probenvolumen 50 % des Messvolumens hetragt. Fiigen Sie das gleiche Volumen der
Pico488 Farbstoffarbeitsldsung hinzu und mischen Sie.

! Das Ausgangsvolumen der Probe kann beliebig sein, die Endkonzentration nach
Verdinnung mit 1x TE-Puffer und Hinzufiigung der Pico488 Farbstoffarbeitsldsung
muss jedoch im Bereich von 1 pg/ul bis 5 ng/jl liegen.

5. Inkubieren Sie alle hergestellten Standardlésungen und DNA-Proben fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur.

6. Fluoreszenzmessung

Fiihren Sie Fluoreszenzmessungen der Standardldsungen und DNA-Proben durch (der
an die doppelstréangige DNA gebundene Farbstoff weist ein Absorptionsmaximum bei
503 nm und ein Emissionsmaximum bei 525 nm auf).

1. DNA-Konzentrationsherechnung

Erstellen Sie eine Kalibrierkurve anhand der Angaben zur Fluoreszenz der
Standardlésungen. 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=A xC + B, wo FL — Fluoreszenzintensitét in relativen Fluoreszenzeinheiten und
' — DNA-Konzentration, A und B — Parameter der linearen Funktion.
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Gorgpe = (Floy, - BI/A , Wo Ly, — Probenfluoreszenz, A und B — Parameter der
ermittelten linearen Funktion.

DNA-Konzentration in einer verdiinnten DNA-Praobe:

DNA-Konzentration in der Ausgangspraobe:

E\‘mt = I/the x CPrehs/l/lmt , WO '/Prehe_ MESSVOIUmenv V\mt — 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

900
y = 0,8236x + 3,1992
R?=0.9999
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DNA concentration, ng/mL

NanoDrop ™ ist eine Marke von Thermo Fisher Scientific
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HcTpykums K Habopy Pico488 ona onpeaenexus
konuyectsa auJHK

Habop Pico488 ans onpepenexus konuyectsa [HK npenHasHayueH ans onpenenexns
HU3KKX KOHLEeHTpauui ayxuenodeyuHor OHK (He onpepensiembix
CnexTPohoTOMETPAYECKIM METOAOM Mpu AniHe BonHbl 260 HM). bnaropfaps
CEeneKTMBHOMY CBs3biBaHi0 kpacuTens Pico488 ¢ gsyxuenoyeyHoin OHK Ha peaynsTaTe
13MEepeHIs He BNWSIET NPUCYTCTBIE B Npobe Hykneotuaos, oaHouenoveyHoin OHK, PHK,
BErKoB 11 pYrux NpUMEecei.

TuHemHbIA aranasoH namepetns koHuerTpauuy OHK ¢ ncnons3osavem Habopa
coctasnseT o7 ‘1 nr/mMkn [o 5 Hr/mkn. KpacuTtens, cB3aHHbIiA C MONeKynoi
asyxuenoyeyHoin AHK, nveeT makciMym nornoLeHus npu fiHe BonHbl 503 Hv

11 MaKeUMyM VcnyckaHiis i 525 1. s npoBeaeHns M3MepeHuin noaonaeT nioboi
TN ryopuMeTpa.

Cocrae Ha6opa

Komnonent na6opa Konuvecteo

1102-200 B1102
200 assays 200 assays

42010, Kpacurens Pico488 ans onpenenenus koHueHTpaumum AufHK,

200x, 1 mL

12010, Kpacurens Pico488 ans onpepenenns koHugnTpauan pulHK, 10
200x, 100 uL

N2150, bycep TE, 20x, 25 mL 1 1

B8650, Cranpapt audHK / dsDNA quantitative standard, 100 Hr/mkn
8 TE Gychepe, 1 mlL

XpaHuTb npn Temnepatype go 4°C. He 3amopaxuBars!

Cpok xpaHeHust 12 mecsues.

Pycckui - 16



RU

YKa3aHHOE BbILLE KONMYECTBO PeareHToB paccynTaHo Ans nposeaeHns 200 namepeHni
npu pa6oTe ¢ 06beMoM 13Mepsiemoro 06pasua 2 M (MUHIManbHO HEOBXOMMbIN
06bEM 06pa3Lia Ang 13MepeHnin B CTaHAapTHOI (yopyMETPUHECKON KIOBETE 06LEMOM
3,5 mn). KonnyectBo 13MepeHmii MOXeT BapbipoBaTLCS B 3aBUCKMOCTY OT 06beMa
o6pa3ua. PexomeHpyemble 06bEMbI 06pa3ua fins Haubonee nonynsipHOro
thnyopyMEeTprUYECcKoro 060pyI0BaHIS NPEACTABMEHb! HUXE B TabnuLe.

PekomeHyemble 06bEMbI Ans n3mepenus koHueHTpatuy OHK ¢ nomolisto kpacutens
Pico488:

Tun o6opypoBanns 06wmii 06bém 06ném
06bEM pabGouero 3KCNEepUMEHTanbLHoro
o6pa3uya pacteopa pacteopa JIHK
W) Kpacutens
Pico488
CraHpapTHas
thnyopuMeTpr4eckas 2 mMn 1 mn 1 mn
kioeTa (3,5 mn)
KioeTHblin
hOPUMETD oy rye grono 37,5 %
75 % 0 .
hnyopuMeTpu4eckie ofbEma 06bEma 37,5 % o6bEMa KioBETbI
KIOBETbI KiOBETI
KIOBETbI
QB-HyHO:HhIVI 0,2 mn 0,1 mn 0,1 mn
nnaHwWeT*, Ha NyHKy
) 24-NyHOYHbIN NNaHLLET, 1 0.5 un 0.5 un
[naHWeTHbIA  Ha NyHKY
thryopumeTp
gkoro 37,5 %
[pyrve nnaHweTsl s 06bEMa 37,5 % o6bEMa NyHKK
06bEma ’
IYHKIA
yHKK
NanoDrop™
3300% 0,1 mn 0,05 mn 0,05 mn

* [Ing 06ecneqerHns T04HOCTV U3MEPEHIIT PEKOMEHGYETCS U36eratb JO3NpOBaHUS
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06bEMOB MeHee 2 MKI.

Mpotokon

1 Yro6b! HVBEIINPOBAaTL BOSMOXHbIE oLmbKN HAO03MPOBaHNA, Mbl PEKOMEHAYEM
npurotosuts 1x TE 6yghep v paboyumi pactsop kpacutens Pico488 ¢ sanacom
10-25 %.

1. Npurotoenenne 1x TE Gythepa

MpuroToBbTe HeobxomMMoe Konm4yecTso 1x Gydepa vexoas U3 o6bema 06pasua

11 KONnyecTBa 13MepsiemMbIx 06pa3Los (Bko4as 5 pa3BefeHnit CTaHAapTHOro pacTBopa
OHK, cm. n.3). [ns nonyyenus 1% 6ycepa passeaute 20x koHyeHTpar TE 6ygpepa

8 20 pa3 AenoHM31poBaKHor Booi (yTouHINTE B TabriLe BbILe PEKOMEHOYEMbI 06bEM
06pa3ua 4ns vcnonb3yemoro 060pyaoBaHis).

Lina pacyeta neobxommoro 06bema 6ypepa (V.. s y..,] BOCTONb3yITECH CreayL e/
hopmyron:

Vi o = V,

obpa3sua

X [/Vuﬁpaauua + 51‘

x Bydepa

1738 Vygnie — MMEDAEMBIV O6BEM MCCIIEAYEMOr0 06Pa3La v CTAHAGPTA, Ny —
KOZmM4EcTBO U3MEPSEMbIX 06Pa3L0B, 1 5 — KOIMYECTBO UIMEPSEMbIX CTAHIADTOB
(BKrt04as 06pa3sel| ¢ Hynesoi KoHyeHTpauymes JHK].

2. NMpuroToenenue pabouero pacreopa kpacutens Picod88

Pa3mMopo3bTe 1 TilaTensHo NepemMeLLaiiTe COAepXXMoe NPoGUpKY ¢ KpacuTenem.
MpyroToBbLTE LOCTATOYHOE KOMMYECTBO paboyero pacTBopa KpacuTens s BCex
06pa3LoB: 06bEM paboyero pacTBopa kpacuTens aomxeH coctasutb 50 % oT obliero
06bEma n3mepsemoro 06pasua. [ing nony4eHns paboyero pacTeopa kpacuTens
passepute 200x koHyeHTpat kpacutens Pico488 8 200 pa3 npuroToBneHHbIM

1x TE 6ychepom.

1 0708 PABOYMIT PACTBOP KDACHTESIA MPUTOREH LIS VCTO/b30BaHIS B TEYEHNE
3 yacos.
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RU

Lng pacyera Heobxogumoro 06véma pacoyero pacteopa kpacntens (Vgass!
BOCIOb3YATECH CIEAYIOLYEN HOPMYIION:

VPlcuABB = 7/2 x Vuﬁpaaua x [/Vuﬁpaauua+ 5]:

1738 V550 — MIMEDSEMBIT OBEM MCCIIEAYEMOrO 06Pa3La i CTAHAGRTA, Nigyssn —
KONNYECTBO U3MEPSEMbIX 06PA3LI0B, U 5 — KONINYECTBO U3MEPIEMbIX CTaHAEPTOB
(BKs04as1 06pasel ¢ Hynesov koHuenTpaumen [JHK).

1 [ing npurotosriewvs pa6o4ero pacTeopa KDACUTeEsNS UCIOMb3YATE TObKO M/IACTUKOBYIO
rocygy. CTexnsHHas nocyna MOXeT CopeypoBaTh HA CBOMX CTEHKAX KDACUTESTb, YTO
TIDVBELAET K CHIXKEHUIO KOHLEHTALWY KDACUTENs B 06Pa3Lax 1, KaK CriefcTaue,
CKaXETCS Ha Pe3y/ibTatax n3MepeHui.

3. NpuroToenenne cranpapTHoix pacteopor JIHK

MpuroTosbTe cTokoblit pacTop AHK ¢ KoHueHTpaumei 2 Hr/mkn B 1% TE Gychepe:
BHecuTe B npo6upky 30 Mkn crangapTa auHK w3 vabopa u 1,47 mn 1% TE 6ydepa.
Vicnonb3ays aToT CTOKOBbI PacTBOp, NPUroTOBLTE CTaHAapTHble pacTeopsl AHK
creqytoLwmx koHueHTpauwi: 2 Hr/vikn, 200 nr/mkn, 20 nr/mkn, 2 nr/mkn (cm. Tabnuy
HIKE).

! lpennaraemas cxema passeneHui craHgapTHoro pactsopa [JHK gaxa ¢ 3anacom

Ha 10rPeLIHOCTA [J03VPOBAHNS PY NPUroTOBIEHN PasBefeHui ¢ KonuerTpaumen [JHK
0-2 Hi/mkn. [NpuroToBneHHoro no faxHov cxeme cTokosoro pactsopa [JHK o6bémom
1,5 mn goctaroyrHo gng npurotosnerns cTangapTHeIX pacteopos LJHK rpw nposenerm
namepennii B krosete 3,5 mn (o6vem o6pasya 2 mn). [pu vcrone308aHm MeHsLero
06vEma 06pasya cTokossii pacTeop [JHK MOXET 6bITb MpUroToBIIEH B MEHbLUEM
o6beEme.
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06bem 06vem Konuentpauus Koneunan koHuexTpauus

1% TE 6ythepa, MKn  CTOKOBOrO CTaHAapTHOro cTanpapra
pacteopa JIHK pacteopa [IHK B H3MepsemMom o6beme
2 Hr/MKR, MKR

0 1000 2 Hr/mkn 1 Hr/MKn

900 100 200 nr/mkn 100 nr/mkn

990 10 20 nr/mkn 10 nr/mkn

999 1 2 nr/mkn 1 nr/mkn

1000 0 0 nr/mkn 0 nr/mkn

CwmeLwanTe Kaxaplit cTaHaapTHbin pacteop [HK ¢ paGounm pacTBopom kpacutens
B CooTHOWEHAM 1:71 (KoHeuHbli 06bEM 06pasLia (V) YTOUHUTE B Tabnuug Bbile).
MepemeLuaie.

! Tpn 06HapyXeHn HErMHeRHOCTY KamBpOBOYHOI KDUBOI Ha TDaHNLEX SVIHaMUYECKOro
[VIaNAa30Ha NMpneopa CKOPPEKTUDYATE KOHLEHTPALMY CTAHAEPTOB 15 OTYMAITbHOMO
UCIOMb30BEHNS BOMOXHOCTEN (HTyopuMETa.

4. MpuroToBnenue IKcNepUMeHTaNbLHOro 06pa3ya

Passenute nccnepyembii o6pased [HK B 1x TE Gydepe Takum 06pa3om, 4ToGbl 06bEM
o6pa3ua coctasnn 90 % namepsiemoro o6bemva. [lo6aBbTe 3KBMBANEHTHbIN 0GbEM
paBoyero pacTeopa kpacutens Pico488. Mepemelwalie.

! VcxagHbit 06b6M 06pasya MOXET BbiTb JI06bIM, 0AHAKO KOHE4Has KoHyeHTpauns [JHK
nocne pasz6asnenns B 1x TE 6ygepe n fobasneHys paboyero pacTBopa KpacuTens
Pico488 nomxHa cootBeTcTBoBaTE AUaNasoHy 1 mr/MKki—a Hi/vikn.

5. Nuky6upyiite npuroToBNeHHbIe pacTBOpbI CTAaHAAPTOR W AKCNEPMMEHTANbHOTO
o6pa3ua 5 muHyT NpM KoMHaTHO# Temneparype.
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6. U3mepenue hnyopecueHuun

/13MepbTe MHTEHCMBHOCTb hNyOpPECLIEHMI CTaHaapTHbIX pacTopos AHK

11 akcnepumenTanbHbix 06pasuos JHK (kpacuTenb, CBS3aHHbIA ¢ MOMEKynoi
mByxuenoyeyHor [HK, uveet mMakcmym nornotieHist npit gnvHe BosHbl 503 Hw
11 MaKcumym menyckaxus npu 525 v,

1. Pacuér konuentpauun JHK

[TocTpoiiTe kannBpoBOYHYtO KPUBYIO, NCMOMb3Ys AaHHbBIE 06 YPOBHE (hyOpecLEHLn
CTaHAAPTHbIX PAcTBOPOB. ANNPOKCAMUPYIATE AaHHbIE MVHENHOR (YHKUWEN, HaiauTe
napameTpbl yHKumn A 1 B. JuHeliHoe ypaBHeHme 3asucumocTy dnyopectienumn (FL)
oT KoHueHTpauuy (C) BbIrnsanT cregytoLm 06pasom:

FL = A x C + B, rne FL — WHTEHCWBHOCTb (OyOPECLEHLIN B YCNOBHBIX eAMHILAX,
C'— xoHuenTpauns AHK, A n B — napameTpbl MMHENHOR thyHKLMN.

KoHuenTpauns [IHK B akcneprmeHTansHoM obpasue:

Cooprne = (Flogpeaa - BYA, T0E Flygy,,, — (hRyopecuieHuns o6pasua, A u B — napametpol
HANOEHHON JIMHENHON YHKLUMK.

KoHuexTpaunst OHK B ncxopHom o6pasue:

G = Vigpone X Cosoane/ Vioor THE Vigpens— 06BEM 06pasua u V,,,— 06bem ncxopHoro

pacTeopa OHK, 1cnonb3oBaHHbIi A1 MPUroTOBNEHIAR 3KCNEPUMEHTANbHOM0 06pasLa.

[ns npoBefieHnst HEOBXOAUMbIX BbIYICEHNIA Mbl PEKOMEHAYEM BOCMOMb30BATHLCS
HaLLMMN KamnbKynsTopamu: fns pacyeta koHueHTpaumn JHK
11 NPUrOTOBNEHMS/pa3baBneHns pacTBoOpoB.
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Mpumep ypaeHeHns 3aBUCHMOCTH thyOpeCcLeHL MM
ot KoHyenTpauun IHK:
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DNA concentration, ng/mL

NanoDrop ™ — 3aperucTprpoBaHHasi ToproBas Mapka Thermo Fisher Scientific.
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