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dsGreen Lyophilized gPCR Kit manual

dsGreen lyophilized qPCR kit is designed to determine the precise content

of the DNA matrix in the test sample. It is applicable for gene copy number detection,
gene expression analysis, and genotyping using the Real-Time gPCR (RT-qPCR)
method. The kit contains hot start (HS) polymerase, which prevents nonspecific
amplification. It uses intercalating dye dsGreen for detection.

dsGreen lyophilized gPCR kit reaction mix does not contain ROX reference dye; thus,
it is compatible with any real-time DNA amplifier. A reaction mixture volume of 1 mL
is good for 100 rxn of 20 pL.

Kit components

Kit component Count
32162
100 reactions
31315, Lyophilized Tag polymerase composition with hot start, 100 rxn 1
51215, Polymerase reconstitution buffer, 1 mL 1
11010, dsGreen for Real-Time PCR, 100x, 100 uL 1

Transportation: at room temperature for up to 3 weeks. Store at -20 °C.

Shelf life 12 months.

Compatibility with equipment: compatible with any thermocyclers.
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Protocol

1.

Component Volume Note

Dissolve HS Taq polymerase (Component #1) in Polymerase reconstitution
huffer (Component #2). For this, add the whole volume of the Component #2
vial into the Component #1 vial. Resuspend carefully and wait until completely
dissolved (~5 minutes).

Add 20 pL dsGreen for Real-Time PCR, 100x (Component #3) in the vial.
Carefully mix the resulting blend, and spin down the solution using centrifuge.

Important! After preparing and dsGreen dye adding, store the reaction mixture
at-20 C.

Prepare a reaction mixture according to the table in the proportion per
(N+0.1N) reactions, where N is the required number of reactions.

Add components in the given order. Carefully vortex the resulting blend, and spin
down the solution using centrifuge.

Important! 7he volume of the reaction solution may vary depending on the
specific application, but a volume of less than 10 ul is not recommended.

Calculations for the total volume 20 L per single reaction:
The reaction components should be recalculated with the proportion below when
using a different reaction volume.

2x Reaction mix 10 pL —

Forward primer 0.5-1.5 pL 10 uM solution

5-15 pmol/reaction (final

Reverse primer 0.5-1.5 ulL 10 uM solution concentration 250-750 nM)

Deionized water

Is added to bring to the reaction

volume of 20 pL

DNA 2-9 L (cDNA, 50-100 ng genomic Is added separately in each vial
DNA, 1-100 pg plasmid DNA) (see step 4)

The total volume of 201

reaction
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4. Add the final volume of the reaction mixture in separate PCR tubes without taking
into account the volume of the DNA sample. Add DNA samples to each PCR tube,
and spin down the solution using centrifuge.

Important! 7o obtain reliable and reproducible data, run the PCR reaction at least
two times for each DNA sample.
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Use the standard method to calculate the primers' melting point (Tm) using Nearest-
Neighbor algarithm (Santalucia J. Jr., 1998). The primer annealing temperature
is determined according to the equation: Ta=Tm-5 °C.

Amplification program

If the annealing temperature of the primers =60 °C:

Stage Temperature Time Number of
cycles

HS Taq polymerase activation 95 °C 5 minutes 1

Denaturation 95°C 10 seconds

Primers annealing combined with elongation
(Fluorescence detection should be performed 60-72 °C 30-60 seconds
at this stage)

If the annealing temperature of the primers <60 °C:

Stage Temperature Time Number of
cycles

HS Taq polymerase activation 95°C 5 minutes 1

Denaturation 95°C 10 seconds

Primers annealing (Fluorescence detection
should be performed at this stage)

Elongation 72°C 15-30 seconds

55-59 °C 10-15 seconds 40

Important! After amplification, we recommend performing amplicon melting in a range
from 60 up to 95 °C to ensure the absence of nonspecific amplification.
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dsGreen lyophilisiertes gPCR-Kit Handbuch

Das dsGreen lyophilisierte qPGR-Kit wurde entwickelt, um den genauen der DNA-
Matrix in der Testprobe zu bestimmen. Es ist fiir die Erkennung der Genkopienzahl,

die Genexpressionsanalyse und die Genotypisierung mit der Real-Time-qPCR (RT-
gPCR)-Methode geeignet. Das Kit enthélt Hot Start (HS)-Polymerase, die eine
unspezifische Amplifikation verhindert. Zur Detektion wird der interkalierende Farbstoff
dsGreen verwendet.

dsGreen lyophilisierte qPCR-Kit-Reaktionsmischung enthélt keinen ROX-
Referenzfarbstoff; daher ist es mit jedem Echtzeit-DNA-Verstarker kompatibel.
Ein Volumen der Reaktionsmischung von 1 ml ist genug fir 100 rxn von 20 pl.

Bestandteile
Komponente Anzahl
32162
100 Reaktionen
31315, Lyophilisierte HS-Tag-Polymerase-Zusammensetzung, 100 rxn 1
51215, Polymerase-Rekonstitutionspuffer, 1 mL 1
11010, dsGreen fiir Echtzeit-PCR, 100%, 100 uL 1

Transport: bei Raumtemperatur bis zu drei Wochen. Lagerungsbedingungen:
bei -20 °C.

Haltharkeit: 12 Monate.

Kompatihilitat mit Geraten: Kompatibel mit allen Thermocyclern.
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1. Losen Sie HS Tag-Polymerase (Komponente Nr. 1) in Polymerase-
Rekonstitutionspuffer (Komponente Nr. 2). Dafiir fiigen Sie das gesamte Volumen
des Rohrchens mit Komponente Nr. 2 in das Rohrchen mit Komponente Nr. 1
hinzu. Vorsichtig resuspendieren und warten, bis es vollstandig aufgeldst ist
(5 Minuten).

2. Geben Sie 20 pl dsGreen fir Real-Time PCR, 100x (Komponente Nr. 3) in das
Réhrchen. Mischen Sie die entstandene Mischung sorgfaltig und zentrifugieren
Sie die Ldsung kurz.

Protokoll

Wichtig! Lagern Sie die Reaktionsmischung nach der Vorbereitung und Zugabe
des dsGreen-Farbstoffs bei -20 °C.

3. Bereiten Sie eine Reaktionsmischung gemaR der Tabelle im Verhaltnis
pro (N+0,1N) Reaktionen vor, wabei N die erforderliche Anzahl von
Reaktionen ist. Fiigen Sie die Komponenten in der angegebenen Reihenfolge hinzu.
Mischen Sie gut mit einen Wirbelschiittler und zentrifugieren Sie die Losung kurz.

Wichtig! Das Volumen der Reaktionsldsung kann je nach Anwendung variieren,
ein Volumen von weniger als 10 ul wird jedoch nicht empfohlen.

Berechnungen fiir das Gesamtvolumen 20 ul pro Einzelreaktion:
Bei Verwendung eines anderen Reaktionsvolumens sind die Reaktionskomponenten
anteilig, wie unten angezeigt umzurechnen.

Komponente Volumen Notiz
2x Reaktionsgemisch 10 pl —
Forward Primer 0,5-1,5 pl 10 uM Lésung 5-15 pmol/Reaktion
(Endkonzentration
Reverse Primer 0,5-1,5 pl 10 uM Lésung 250-750 nM)
Wird zugegeben, um das
Deionisiertes Wasser Reaktionsvolumen auf 20 pl
anfiillen
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2-9 pl (cDNA, 50-100 ng Wird separat in jedes
DNA genomische DNA, 1-100 pg Réhrchen gegeben (siehe
Plasmid-DNA) Schritt 4)
Das Gesamtuolumen der 20l

4. Fiigen Sie das endgiltige Volumen der Reaktionsmischung ins separate PCR-
Réhrchen hinzu, ohne das Volumen der DNA-Prabe zu beriicksichtigen. Fiigen Sie
jedem PCR-Rdhrchen DNA-Praben hinzu und zentrifugieren Sie die Losung kurz.

Wichtig! Um zuverléssige und reproduzierbare Daten zu erhalten, fiihren Sie die
PCR-Reaktion fiir jede DNA-Probe mindestens zweimal durch.
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Verwenden Sie die Standardmethode, um den Schmelzpunkt des Primers (Tm) mit dem
Nearest-Neighbor-Algorithmus (Santalucia J. Jr., 1998) zu berechnen. Die Primer-
Annealing-Temperatur wird nach folgender Gleichung bestimmt: Ta=Tm—>5 °C.

Amplifikationsprogramm

Wenn die Annealingtemperatur der Primer =60 °C:

Phase Temperatur Zeit Anzahl der

Zyklen
Aktivierung der HS-Tag-Polymerase 95°C 5 Minuten 1
Denaturierung 95 °C 10 Sekunden

Primer-Annealing kombiniert mit Elongation
(zu diesem Zeitpunkt sollte eine 60-72 °C 30-60 Sekunden
Fluoreszenzdetektion durchgefiihrt werden)

Wenn die Annealingtemperatur der Primer <60 °C:

Phase Temperatur Zeit Anzahl

der Zyklen
Aktivierung der HS-Tag-Polymerase 95°C 5 Minuten 1
Denaturierung 95°C 10 Sekunden

Primer-Annealing (Fluoreszenzdetektion sollte
zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrt werden)

Verlangerung 72°C 15-30 Sekunden

55-59 °C 10-15 Sekunden 40

Wichtig! Nach der Amplifikation wird empfohlen, das Schmelzen der Amplikons
in einem Bereich von 60 bis 95 °C durchzufiihren, um sicherzustellen, dass keine
unspezifische Amplifikation stattfindet.
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WHcTpykums k Habopy dsGreen ans kI1LIP
NNOQUN3NPOBaHHbI

Ha6op ans kMUP dsGreen nnothunu3anpoBanHbIi NPYMEHSETCS AN TOYHOMO
onpeaenexns copepxatns JHK mMaTprubl B npoGe 11 MoAXOANT s ONpeaeneHns
KOMWIAHOCTY W YPOBHS 3KCMPECCUM TEHOB, @ Takxe reHoTunupoBaHns metogom KILP.
[ns netekunm B HaBope 1CMonb3yeTcs MHTEPKanUpyoWni kpacutenb dsGreen
CTPYKTYPHbIV .

PeakuyoHHas cMech B HaGope He ComepXuT pediepeHcHbli kpacutens ROX, uTo
no3BosET eé 11Cnonb30BaTh C real-time aMnantukaTopamin Nlo6oro Tuna.

Monuvepasa ¢ TexHonorven «ropsyero ctapTa», BXOAdLLas B COCTaB Habopa,
npenoTepalLaeT Hecneuuduyeckyto amnindukaumio JHK. 06bém cvecn 1 mn
paccyuTaH Ha nposeaeHve 100 peakumit 06bEmom 20 mkn.

Cocrae Habopa

Komnonent HaGopa Konuuecteo
32162
100 peaxuwui
31315, IMvodmnianposatHas nonuvepasa Taq ¢ ropsyum craptom, 100 rxn 1
51215, bychep ang pactsopeHus nonvmepassl, 1 mL 1
11010, dsGreen gns MUP peansHoro spemenn, 100%, 100 ul 1

TpaHcnopTHpoBKa: 10 TPeX Heflenb Npu KOMHaTHO! Temnepatype. XpaHeHue: npu -20°C.

Cpok xpaHeHust 12 mecsues.

CoemecTHMocTb ¢ 060pyA0BaHKMeM: coBMeCTUM C real-time amnndmkaTopamm
no6oro Tuna.
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Mpotokon

1.

2.

Komnonenr 06ném Npumeuanne

Pactsopute nuothunuanpoeaunnyte cmech (KomnoHeHT #1) Gythepom

ansa pecycnengupoBanna (KovnoHeHt #2). [Ing 3Toro [o6asbTe BECh 06bEM
bythepa ana pecycnenpupoBanna (KomnoHeHT #2) B npobupky

c nuodhununpoBanHoi cmeckio (KovnoreHT #1). TiaTenbHo nepemelLaiTe
11 OXANTECH MOMHOMO PacTBOPEHNS epMeHTa (~5 MuHyT).

[o6asbte B npo6upky 20 mkn dsGreen ans MLP peanbhoro Bpemenu, 100x
(KomnoHeHT #3). TiwatenbHo nepemeluaiTe, c6pockTe Kannu
LIEHTpUThYrMpoBaHIeM.

Bamuo! Xpanure peakuynorryio cmecs nocne pacTsoperns v 40GABNEHNS
kpacutens dsGreen B Mopo3usHovi kamepe (-20°C).

CwvewwariTe KOMMOHEHTbI PeakKL CornacHo NPYBEEHHON HIXKe Tabnuue

B yKa3aHHoi nocnenosatensHocTh u3 pacyérta Ha (N+0,1N) peakuni, roe N —
Heo6XoMMOoe Y1CNo peakuyin. [oTOBYI CMECh NepeMeLlalTe Ha BOPTEKCe

11 COPOCLTE Kanmi LEHTPUEYrpoBaHIEM.

Baxwuo! O6bEm peakumm MOXET BapbYPOBATLCS B 3aBCHMOCTY OT KOHKDETHOM
3a[a4u, 0fHaKo 06bEM peakumn Meree 10 MKIT He pexomerayeTcs.

Pacuer Ha 1 peakumuio o6bémom 20 mkn:
[Tow vcrosnb308aHm Apyroro 06bEMA PEaKLMN CIIELYeT NEPecUTaTs 06bEMb
KOMITOHEHTOB PEaKLY C COXPAHEHNEM MPUBELEHHBIX MPOMOPLYIL.

2x PeakunoHHas cMech 10 mkn —

[psimoit npaiimep 0.5-1.5 mkn 10 mkM pacTeopa

5-15 nmons/peakumio (koHeuHas

06paTHbiin Npaivep 0.5-1.5 mkn 10 mkM pacTBopa

KoHUeHTpauus 250-750 HM)

[enoHn3oBaHHas Bofa

[oGasnseTcs 1o 06Liero o6bEma
peakuyn 20 Mkn

[HK retomtoin fIHK, 1-100 nr

2-9 mkn (kIHK, 50-100 hr [lo6aBnsieTcs 0THENLHO B KAXAYI0

nnaamuptoi JHK) MpoGupy (cm. n.4)

Pycckuit - 12



06wuii 06bém peakumu 20 MKn

4. B npobupkn gns MLIP BHecuTe roToyto cmeck 6e3 y4eTa o6béma o6pasua JHK.
06pasubl [IHK BHecuTe 0TAeNbHO B kaxayio NpoGupky, copockTe Kanmm
LIEHTPUCYrpoBaHNEM.

Bamwo! [Jng nonyqenns Bocrpon3sogumbix pe3ysbTaToB PEAKLUKD PEKOMEHTYETCS
CTaBUTL B [BYX 1 6071ee noBTopax s kaxgoro o6pasuya LJHK.
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Mporpamma amnandimKayumu

[ns pacyéra Temnepatypbl nnasnexns (Tm) npaiiMepoB pekoMEHYeTCs UCMoMb30BaTh
CTaHAapTHbIE MHCTPYMeHTHI, paboTatowme no anroputmy Nearest-Neighbor
(SantaLucia J. Jr., 1998). Temnepatypa o0TXura npaiMepoB paccuUTLIBAETCS

no popmyne Ta=Tm-5°C.

Ecnu Temneparypa onxura npaiimepos >60°C:

Cragns Temneparypa Bpems Yucno
UHKNOB

AxTusauns HS Tag-nonumepasbl 95°C 5 MuH 1

[leHatypaums 95°C 10 cek

OmXur npaliMepos, COBMELLEHHbI C 3N0Hrauved

(Ha atom aTane fomxHa npon3BOANTLCS AETEKLMS 60-72°C 30-60 cek

thnyopecugHLyn)

Ecnu Temneparypa onxura npaiimepoe <60°C:

Cragns Temnepatypa Bpems Yucno

UHKNOB
AxTusauns HS Tag-nonumvepasbl 95°C 5 MuH 1
[leHatypaums 95°C 10 cex

Onxur npaivepos (Ha aTom atane gonxHa
MPOM3BOANTLCS AETEKLMS (hryopecLeHLAmn)

AnoHrauma 72°C 15-30 cek

55-59°C 10-15cex 40

Bawwo! [locrie nposenerns ammmigukaymm, 19 T0ro YTo6s! Y6ennTsCS B OTCYTCTBIN
HECTeLNQNECKOI aMITTNQVMKALIN, DEKOMEHEYETCS MPOBECTY [I/IABIIEHNE BMITIMKOHE
B guanasore ot 60 go 95C.
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