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RU

WHcTpykums k Habopy QuDye ssDNA ans onpepenenis
konnyecTBa opHouenoyveyHon OHK

Habop npeaHasHayeH Ans onpeaenexis KOHLeHTpaumum opHouenoyeyHon JHK

Ha (ryopumetpe. C noMoLLbio AaHHOr0 Habopa MOXET BbITb N3MEpeHa KOHLEHTpaLus
KaK fnmHHo opHouenoyeyHoin AHK, Tak v KOpoTKMX 0NMroHYKNeoTuoB; CBOBOAHbIE
HYKNeoTuabl He CBA3bIBAIOTCS C KPacKUTENeM U He BASIOT Ha Pe3ynbTaTbl N3MEPEHI.
Kpacutenb QuDye ssDNA He 06rafaeT CenekTMBHOCTbIO MO OTHOLIEHNID

k opHouenoyeyHon [HK 1 Takke cBsiabiBaeT aByxuenoyeyHyio [HK n PHK, noatomy
CrenyeT UCKMIYMTh X NpUCYTCTBIE B 06pasLie. [pyrie npiMecy B HE3HAUUTENbHOM
KOnn4ecTBe, Takue Kak coni, JETEPreHTbl, PACTBOPUTENM, BEMKI 0Ka3bIBaKT
HECYLLECTBEHHOE BNMSHIE Ha pe3ynbTaTel namepenui (Tabn. 1), ogHako
PEKOMEHAYETCS MUHMMU3MPOBATH U NOSHOCTbIO UCKIIOUUTh X MPUCYTCTBIE

B 06pa3Le.

Bce nocTasnsemble peareHTbl ONTMIN3MPOBaHLI A9 paboTbl Ha tyopuveTpe,
anana3oH namepsiembix koHueHTpaumin HK coctanset 50 nr/mkn—200 Hr/mkn ans
nexopHoro o6pasua (koHeuHoe copepxatve [JHK B npo6upke nocne pasGasneHns
o6pa3uia B paboyem pactsope kpacutens 1-200 Hr).

Cocrae Habopa

Komnonent Ha6opa Konuuecrso

17102 18102
100 assays 100 assays

(incl. tubes)
Mpo6upka ToHkocTerHas (0.5 mL npo3payHbIin nonvnponuieH) — 100
35010, Kpacutens QuDye ssDNA / QuDye ssDNA Reagent, 200x, 250 ul 1 1
53250, bycep TE, 1x, 50 mL 1 1
B9650, Craxpapt / Quantitative standard, O Hr/mkn 8 TE 6ychepe, 1 mL 1 1
B2650, Craxpapt ouHK / ssDNA guantitative standard, 20 ng/ul 8 TE 1 1
6ychepe, 1 mL

Pycekun - 3



RU

Xpanutb npu Temnepatype +4 °C. Mporpets go +20 °C nepef ucnonb3oBaHreM.

Cpok xpaHeHus 12 mecses.

! Bee n3meperus ¢ vcrons308axvem Habopa QuDye ssDNA ponxHel nposogutscs npn
KkomwatHou Temnepatype (28—28 °CJ. [Nepeg Haqanom paboTs! TIYATENHO MPOrpeiTe
BCE VICO0/b3YEMble PACTBOPbI [0 KOMHATHOV TeMnepatypsl. [lpy nocTosHHoM
UCII0b30BaHMN HAB0PE PEKoMeHYeTcs xpaHnTe kpacutess Qubye ssDNA u 1x 6ygep
TE npn KoMHaTHOV TeMnepatype, cTaHaapTs! npu Temneparype +4 C.

! O6pawaem Bawwe ocoboe BHyuMaHVE HA TO, YTO KOSIEGAHNS TEMIENATYDbLI 06pa3La
0Ka3bIBAIT 3HAYNTESTLHOE BIMSHNE HA PE3Y/bTaTbl MEPEHUA. V3beraviTe Harpesa
06pa3LoB, B 48CTHOCTH, HE [JEPXUTE B PyKax MpoGupKy ¢ 06pa3Lamu HErnocpELCTBEHHO
riepes u3mepersvm Ha hryopumeTpe. [10cKorbKy AaXe KDATKOBPEMEHHOE HAXOXAEHNE
MpoBYpPKY ¢ 06pa3LOM B THE3HE QryopuMETpPa, CriocoBCTBYET HarpeBy 06pasya,
pOBOANTE N3MEPEHNS OITYOPECLIEHLMY CPA3Y M0CTIE TOrO, KaK MOMECTUATE MPOBYPKY

¢ 00pa3Lom B rHe3fo gryopyumeTpa. [lon Heo6XoaumMocTy NOBTOPHOIO N3MEPEHUS
OfHOIo v TOro XXe 06pasya, criefyer u3Bekats npobypKy ¢ 06pasLom n3 gryopumeTpa
£pasy nocre U3MePEHNs 1 MoMeLLaTs 06pasel B rHe3s0 QulyopumeTa TobKo

H& epnag U3MBPEHVS VHTEHCUBHOCTY (O11YOPECLEHLIVA.

Mpotokon

1. MpurotoBbTe paGouuii pacTeop kpacutens QuDye ssDNA w3 pacyeta, 4To
Ha Kax/blit 06pa3el 1 Ha Kaxpbli U3 ABYX CTAHAAPTOB NOTPEGYeTCs 0KoMo
200 mkn. ing atoro passeavte 200x koHweHTpaT kpacutens Qulye ssDNA
8 200 pa3 7x TE 6ychepom.

Hanpunmep, ang nameperus 3 06pasuos v 2 cTaHRapToB HEOOXO[VMO MPUroTOBATH
200 mkn x & = 1000 mkn paboyero pactaopa kpacutens (cmewwaite b mkn
koHuyenTpara kpacutens Qubye ssDNA v 995 mkn 1x TE 6yghepal.

1 PaGouwi pacTBop KpacuTesns pekoMeHgyeTcs Ncnosib30BaTh B TEYEHNE
HECKO/TbKIX 48C0B 110C/E MpuraToBrexus. oy npoBenexn oTcpoYeHHsIX
N3MEPEHIV DEKOMEHLYETCS 6EpEYb OT CBETA raTOBbI PAGOYMN PACTBOP KDACHTESIS.
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! [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, ONTYECKM Npo3payHblie 0.5 Mn nnacTukosbie
npo6upKi Ansi CTaHAGPTOB 1 MO OFHON NPOBYPKE s KaXA0ro N3MEpPSEmMoro
o6pasua. MoanuumTe KpbiLKiA Npo6upoK (He [enainTe NoMeToK Ha CTEeHKaxX
Mpo6MPOK, Tak Kak 3T0 MOXET MPUBECT K HEKOPPEKTHOMY OMPEdeneHiio
VHTEHCMBHOCTY (hyopecLeHLm).

B kaxpyto npobupky ang ctanpaptos BHecute 190 Mkn paboyero pactaopa
kpacureng QuDye ssDNA w 10 mxn Quantitative standard, 0 ng/jul (Crangapt #1)
1 sSDNA quantitative standard, 20 ng/jul (Crangapt #2] cO0TBETCTBEHHO.
MepewmeLualiTe Ha BopTekce 2—3 CeKyHAbl, CGpoCkTE Kanmu.

B kaxpyto npo6upky ans o6pasuos sHecute 180—199 mkn paboyero pacteopa
kpacuteng QuDye ssDNAw 20—1 vkn 06pasLa Co0TBETCTBEHHO (KOHEYHbIN 0GbEM
B kaxzov npobupke gomken coctasutb 200 mkn). MepemelualiTe Ha BopTekce
2-3 cekyHpbl, c6pockTe Kannu.

Passefierne uccregyemoro 06pasya onyyoHabHO 1 38BUCAT OT €ro UCXO[HOM
KoHLeHTpaLmy. VcxogHas KoHyeHTpauns o6pasya [JomKkHa COOTBETCTBOBATL
uanazoHy 50 nr/mkn—-200 Hr/mMkn, [ng n3mepeHu Ha gryopumeTpe; KoHeYHoe
conepxarnne [JHK B npobupke nocre pasbasreqns o6pasya B paboyem pactope
KpacuTens JOmKHo HaxoauTses B guanasore 1-200 Hr. B o xe Bpems cregyer
n36eratb UCMOb30BaHYS MAaeHbKVX 06bEMOB Py Pa36aBIeH NCXOQHOI0
06pa3ua, MocKosbKy HETOYHOCTb MANETYPOBAHNS MATEHbKYX 00bEMOB MOXET
CKA3aTbCs Ha Pe3yrbTatax U3MepeHii.

NHky6upyiTe Bce npo6upki (copepxallye CTaHaapTbl U ncenefyemble 06pasubl)
2 MUHYTbI NPY KOMHATHO TEMMEpaTYpE.

MpoBeauTe M3MEPEHIE UHTEHCMBHOCTY (HYOPECLIEHLIAM.
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N3amepenne HHTEHCHBHOCTH (hYOpPECLeHL UM
Ha (hiyopuMeTpe;

CriegywoLme nyHKTb! CIIELYET BbIMOHATb COITIACHO MHCTYKLIA K (OTYOpUMETDY,;.
B 3aBucumocTy ot BEpCHY nyopuMETPa IyHKTb! MEHIO MOryT OT/IN4aThCs
OT PYIBEAEHHBIX HIXKE.

1. TMocne BkntoyeHns npugopa Boibepute nyHkT sSDNA. Haxmute Go.

2. MMpy kaXmom HOBOM MPUrOTOBMEHIM PaGoyero pacTBopa KpacuTens creayet
npoBoauTL Kanueposky dnyopuveTpa. Boibepete nyHkT Run new calibration
11 Haxmute Go.

3. MMomecTute B rHE3[0 NPOGMPKY, COAEPXaLLYI0 CTaHaapT # 1, 3aKpoiTe KpbILLKY,
HaxmunTe Go. Kora npuop nposeaeT namepenie (okono 3 cex), ypanute
npo6upKy co craHgapTom # 1. MomecTiTe B rHE30 NPOBUPKY, CONEPXKaLLyio
cTannapT #2, 3akpoinTe Kpbltuky, Haxmute Bo. Korna nprn6op npoenet
n3Meperve, yaanuTe Npo6upky co craHaapTom #2.

4. Tlocne ycnelwHoro 3aBepLUeHUs KanuBpoBKI NOMECTUTE B FHE3[0 NpoGUpKy
C 3KCnepyMeHTanbHbIM 06pa3Lom, 3akporTe kpbilky, HaxxvinTe Go. Ha akpaHe
npuop nokaxeT 3Hauerne QF Value.

Paccuuraiite koHueHTpaumnio OHK no copmyne: Konuentpaums [HK B o6pasue =
3tayenmre QF x 200/06vem o6pasuia; unv BeeanTe 06bem o6pasLa B npueop.
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Ta6nuua 1. Bnuanne npumecei Ha MHTEHCUBHOCTb (RNYOPECLEHLMMU NPU
u3mepeHnn KonuenTpauuu opHouenoyeyHoi IHK na6opom QuDye ssDNA

Koneunas konuentpauus  M3MeHeHMe MHTEHCHBHOCTH
B Wamepsemom obpa3ue  duyopecuenumn (yeenuyenme 1
WK yMeHbluenue |)

Augtart Hatpus 30 MM !
W
Xnopochopm 2% 1

AueTaT aMMoHNS 50 vM !

DeHon 0.2% ! Viepentoe
3aHon 10% 1 (10-20%
TpuToH X-100 0.1% 1

Bbl4nit cbIBOPOTOYHbIN anbBymMuH 2% 1

196 0.1% b

Xnopug Hatpus 100 mM |

Xnopua umHKa 1 MM !

Xnopua markus 5vM ! ?g;i?;%%%e
MovesuHa 2M 1

SDS 0.01% 1
TMonuatnexrnukonb 1% 1

ATO 0.1% 1
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Handbuch fiir das QuDye ssDNA Kit

Ein Kit fiir die Konzentrationshestimmung einzelstrangiger DNA mit dem Fluorometer.
Dieses Kit dient der Quantifizierung sowohl léngerer einzelstrangiger DNA als auch
kiirzerer Oligonukleotide; freie Nukleotide werden vom Farbstoff nicht gebunden und
daher nicht mitgemessen. QuDye ssDNA Reagenz hindet nicht selektiv

an einzelstrangige DNA sondern auch an doppelstrangige DNA und RNA, deshalb sollte
die Probe keine anderen Nukleinséuren enthalten. Die Restmengen anderer
Verunreinigungen wie Salze, Detergenzien, Losungsmittel, Proteine tiben keinen
wesentlichen Einfluss auf die Messergebnisse aus (s. Tabelle 1], es wird jedach
empfohlen, die Kontamination der Probe so gering wie mdglich zu halten bzw. ganz

zu vermeiden.

Alle Reagenzien sind fiir die Messungen mit dem Fluorometer optimiert, der
Messhbereich fiir die Ausgangskonzentrationen der DNA-Proben reicht von 50 pg/ul bis
200 ng/ul (die Endmenge der DNA nach der Zugabe der Ausgangsprabe zur
Farbstoffarbeitsldsung betragt 1-200 ng).
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Bestandteile

Komponente Anzahl

17102 18102
100 assays 100 assays

(incl. tubes)
Polypropylen-Gefa (diinnwandiges transparentes 0,5 mL) — 100
35010, QuDye ssDNA Reagenz / QuDye ssDNA Reagent, 200x, 1 1
250 uL
53250, TE-Puffer, 1x, 50 mL 1 1
B?BEU. Standard / Quantitative standard, O ng/ul in TE-Puffer, 1 1 1
m

B2650, ssDNA-Standard / ssDNA quantitative standard, 20 ng/ul

in TE-Puffer, 1 mL ! !

Bei +4 °C lagern. Reagenzien vor Gebrauch auf +20 °C temperieren.

Haltharkeit: 12 Monate.

! Alle Messungen mit QuDye ssDNA Kit werden bei Raumtemperatur (22-28 °C)
ausgefiihrt. Bringen Sie vor Arbeitsbeginn alle Komponente des Kits auf
Raumtemperatur. Es wird empfohlen bei sténdigem Gebrauch des Kits das QuDye
5SDNA Reagenz und den TE-Puffer 1x 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 Fluorometer, 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
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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 ssDNA Farbstoffarbeitslisung an, wobei fir jede Probe und
jeden der 2 Standards 200 pl Farbstoffarbeitsldsung benétigt werden. Die
Farbstoffarbeitslosung erhalten Sie, indem Sie 200x Qulye ssDNA
Farbstoffkonzentrat mit 1x TE-Pufferldsung 200-fach verdiinnen.

Stellen Sie beispielsweise zur Messung von 3 Proben und 2 Standards 200 ul x 5
= 1000 ul Farbstoffarbeitslisung her (legen Sie 5 pil QuDye ssDNA
Farbstoffkonzentrat und 995 ul 1x TE-Pufferldsung vor).

! Die angesetzte Farbstoffarbeitsldsung ist innerhalb von wenigen Stunden
aufzubrauchen. Erfolgt die Messung nicht sofort, lagern Sie die angesetzte
Farbstoffarbeitsldsung lichtgeschiitzt.

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

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

Pipettieren Sie in jedes Standardrohrchen 190 ul Qubye ssDONA
Farbstoffarbeitsidsung und 10 ul Quantitative standard, O ng/ul (Standard #1)
bzw. ssDNA quantitative standard, 10 ng/jul (Standard #2). Vlortexen Sie fiir
2—3 Sekunden und zentrifugieren Sie kurz an.

Pipettieren Sie in jedes Probenrdhrchen 180-199 ul QuDye ssDNA
Farbstoffarbeitsidsung und 20—1 pl DNA-Probe (das Endvolumen in jedem
Rdhrchen soll 200 ul betragen). Vortexen Sie fiir 2-3 Sekunden und
zentrifugieren Sie kurz an.
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Die Verdiinnung der DNA-Probe ist optional und héngt von der
Ausgangskonzentration ab. Die Ausgangskonzentration muss im Bereich von

50 pg/ul bis 200 ng/ul liegen. Die Endmenge der DNA nach der Zugabe der
Ausgangsprobe zur Farbstoffarbeitslisung muss 1-200 ng fiir Messungen mit
Fluorometer betragen. Dabei sollten kleine Pipettiervolumina zur Verdinnung der
Ausgangsprobe vermieden werden, um die Genauigkeit und Prézision der
Messungen zu gewéhrleisten.

5. Inkubieren Sie alle Rohrchen (mit Standards und DNA-Praben) fiir 2 Minuten bei
Raumtemperatur.

6. Fiihren Sie Fluoreszenzmessungen durch.

Fluoreszenzmessung mit Fluorometer

Folgende Schritte sollen gemél der Anleitung fiir das Fluorometer durchgefiihrt
werden. Je nach Ausfiihrung des Fluorometers kénnen sich Meniipunkte von den unten
genannten unterscheiden.

1. Wahlen Sie nach dem Einschalten des Geréts ssDNA. Driicken Sie Go.

2. Das Fluorometer muss jedes Mal nach Herstellung einer frischen
Farbstoffarbeitsldsung neu kalibriert werden. Wahlen Sie Run new calibration
und driicken Sie Go.

3. Setzen Sie das Rohrchen mit dem Standard #7in den Probenraum ein, schlieBen
Sie den Deckel und driicken Sie Go. Nach Ablesen der Messwerte (etwa
3 Sekunden) entfernen Sie das Rohrchen mit dem Standard # 1. Setzen Sie das
Réhrchen mit dem Standard #2in den Probenraum ein, schliefen Sie den Deckel
und driicken Sie Go. Nach Ablesen der Messwerte entfernen Sie das Rohrchen
mit dem Standard #2.

4. Nach Abschluss der Kalibrierung setzen Sie das Réhrchen mit der DNA-Probe
in den Probenraum ein, schliefen Sie den Deckel und driicken Sie Go. Auf dem
Display wird nun der QF Wert angezeigt.

Sie kénnen die DNA-Konzentration anhand der folgenden Formel berechnen: DNA-
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Probenkonzentration = QF Wert x 200/Probenvolumen oder geben Sie das
Probenvolumen ins Fluorometer ein.

Tahelle 1. Einfluss der Verunreinigungen auf die Fluoreszenzintensitét bei
Quantifizierung von ssDNA mittels QuDye ssDNA Kit

Verunreinigungen Endkonzentration in der Veranderung der

Prohe Fluoreszenzintensitat (Erhohung
oder Erniedrigung !)

Natriumacetat 30 mM !

Agarose 01% T Ceengeras 10w
Chloraform 2% 1

Ammoniumacetat 50 mM |

Phenol 0.2% l mésiggradig
Ethanol 10% t (10-20%)
Triton X-100 0.1% 1

Bovines Serumalbumin 2% 1

196 0.1% l

Natriumchlorid 100 mM !

Zinkchlorid 1 mM !

Magnesiumchlorid 5mM ! ?EQELk:;;tEOD/U]
Harnstoff 2M 1

SDS 0.01% 1

Polyethylenglykol 1% 1

ATP 0.1% 1
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QuDye ssDNA Assay Kit manual

The kit is intended for quantification of single-stranded DNA (ssDNA) with fluorometer.
With this kit you can measure concentration of either oligonucleotide or long ssDNA;
free nucleotides do not hind to the dye and do not affect measurement results. QuDye
ssDNA reagent does not have selectivity to single-stranded DNA and can also bind

to double-stranded DNA (dsDNA) and RNA, so they should be avoided in the sample.
Other minor contaminants such as salts, detergents, solvents, and proteins have non-
significant effect on measurements results (Table 1), however, it is recommended

to minimize or completely eliminate them in the sample.

All reagents are optimized to perform the measurements with fluorometer. The range
of ssDNA concentrations measured is from 50 pg/ul to 200 ng/ul for initial sample
(final DNA content in the assay tube after diluting the sample in the dye working
solution is 1-200 ng).
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Kit components

Kit component Count

17102 18102
100 assays 100 assays

(incl. tubes)
Polypropylene tube (0.5 mL thin-walled transparent) — 100
35010, QuDye ssDNA Reagent, 200x, 250 uL 1 1
53250, TE buffer, 1x, 50 mL 1 1
B9650, Quantitative standard, O ng/uL in TE buffer, 1 mL 1 1
B%GSO, ssDNA quantitative standard, 20 ng/uL in TE buffer, 1 1 1
m

Store at +4 °C. Warm to RT before use.

Shelf life 12 months.

1 All measurements with QuDye ssDNA 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 ssDNA Reagent and
1x TE 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.
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Protocol

1.

Prepare QuDye ssDNA dye working solution taking into account that 200 pL

of dye working solution will be required for each sample and for each of the two
standards. In order to do that, dilute Qulye ssDNA reagent concentrate 200-fold
with 7x TE buffer.

For example, to measure 3 samples and 2 standards, prepare 200 ul x 5 =
1000 pl of dye working solution (mix 5 ul of QuDye ssDNA reagent concentrate
and 995 ul of 1x TE 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.

1 Use only plastic containers to prepare dye working solution, as QuDye ssDNA
reagent can adsorb to glass surfaces, which results in decreasing of the dye
concentration in samples and biases in the measurement results.

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.

To each of two tubes for standards add 190 L of QuDye ssDNA dye working
solution and either 10 uL of Quantitative standard, O ng/ul (Standard #1)
or ssDNA quantitative standard, 20 ng/jul (Standard #2). Vortex for 2—3
seconds and centrifuge briefly.

To each tube for samples add 180—198 L of Qulye ssDNA dye working solution
and 20—1 pL of test sample, respectively (the total volume should be 200 pL).
Vortex for 2—3 seconds and centrifuge briefly.

The dilution of test sample is optional and depends on its initial concentration. The
initial sample concentration should be within the range of 50 pg/ul—200 ng/L.
Final DNA content in the assay tube after diluting the sample in the dye working
solution should be within the range of 1-200 ng for measurement with

a fluorometer. At the same time, avoid pipetting small volumes to dilute the initial
sample in order to maintain accuracy and precision of your measurements.
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5. Incubate all tubes (containing standards and DNA samples) for 2 minutes at room
temperature.

6. Perform the fluorescence measurements.

Fluorescence measurement with a fluorometer

The next steps should be carried out according to the instruction of the 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 ssDNA as the assay type. Press
Go.

2. With each preparation of the dye working solution, calibrate the fluorometer.
Select Run new calibration and press Go.

3. Insert the tube containing Standard # 1 into the sample chamber, close the lid,
then press Go. When the reading is complete (~3 seconds), remove
Standard #1. Insert the tube containing Standard #2into the sample chamber,
close the lid, then press Go. When the reading is complete, remove Standard #2.

4. Insert the tube containing user sample into the sample chamber, close the lid,
then press Go. On the screen you will see the QF value.

Calculate the concentration of the sample by the formula: Concentration of the
sample = QF value x 200/sample volume.
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Table 1. Effect of contaminants on fluorescence when measuring ssDNA
concentration with the QuDye ssDNA Assay Kit

Contaminants Final concentration in test Change in fluorescence (increase *

sample or decrease !)
Sodium acetate 30 mM |
[
Chloroform 2% 1
Ammonium acetate 50 vM |
Phenol 0.2% Y Moderate
Ethanol 10% 1 (10-20%)
Triton X-100 0.1% 1
Bovine serum albumin 2% 1
lgG 0.1% [
Sodium chloride 100 mM |
Zinc chloride 1 MM |
Magnesium chloride 5 MM | (Sringgigc:hn:n 20%)
Urea 2M 1
Sodium dodecyl sulfate  0.01% 1
Polyethylene glycol 1% 1
ATP 0.1% 1
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