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LumiPure genomic DNA from AnySample Kit manual

The Kit allows rapid (about 30 minutes) and highly efficient purification of genomic DNA
using spin columns from a wide range of biological samples: plant and animal tissues
and organs, whole blood, buccal swabs, leukocytes, cultured mammalian cells, and
gram-negative bacteria. The isolated DNA is stable and suitable for PCR, restriction
enzyme digestion, Southern blotting, preparing samples for Sanger sequencing and
NGS, etc.

Typical yield of genomic DNA (30-50 kb in size, OD,5y/0D,g, 1.7-1.8):

gram-negative bacteria (1x10%): 5-10 ug

plant leaves, needles (50 mg): 3-5 g

mouse tail: 7-14 ug

mouse kidney: 10-20 ug

mouse heart: 7-14 ug

mouse liver: 1015 pg

leukocytes (isolated from 1 mL of whole blood): 4-5 pg
whole blood (100 plL): 1-3 ug

buccal swab: 0.5-2 g

cultured mammalian cells (1x10%): 3-6 ug
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Kit components

Kit component Count

11573 PALTE]

10 minipreps 50 minipreps
H1850, Lysis Solution AS, 6 mL 1 —
F5450, Sarption Solution, 4 mL 1 —
H2450, Wash Solution A (with GuHCI), 6 mL 1 —
K3150, Red Blood Cell Lysis Buffer 10x, 10 mL 1 —
11650, RNase A (10 mg/mL), 50 uL 1 —
1902-5g, Corundum (50 um), 5 g 1 —
P1850, Lysis Solution AS, 30 mL — 1
M5450, Sorption Solution, 20 mL — 1
P2450, Wash Solution A (with GuHCI), 30 mL — 1
53150, Red Blood Cell Lysis Buffer 10x, 50 mL — 1
1902-25g, Corundum (50 um), 25 g — 1
31650, RNase A (10 mg/mL), 150 uL — 2
Spin column CNP20-A (up to 20 ug, green ring) 10 50
Collection tube for spin column, 2 mL 30 150
Pestle for Microcentrifuge Tube (Polypropylene) 10 50
K2250, Wash Solution B (Concentrate to be diluted 5x with 1 1
ethanol 96%), 10.0 mL
D1350, Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5), 1.5 mL 1 4
12850, Proteinase K (lyophilized), 6.0 mg 1 1
B3850, Proteinase K Dilution Buffer, 600 ul 1 1

Store at temperature 20°C.
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Shelf life 12 months.

Equipment and reagents supplied by user:

e heating block (alternatively, a water bath can be used);
e microcentrifuge with rotor for 1.5 mL tubes and

capable of centrifuging >10,000 RPM (6700 x g);

e 96 % ethanol;
e 1.5 mL microcentrifuge tubes (2 tubes for DNA purification from 1 biological

sample);

e phosphate-buffered saline (PBS) for DNA purification from cultured mammalian

cells, leukocytes, gram-negative bacteria;

o tissue grinder for sample homogenization if DNA is purified from plant and animal

tissues and organs (if polypropylene pestles for micracentrifuge tubes supplied
with the kit are not suitable for user’s sample grinding); and

e (optional) tabletop centrifuge with rotor for 15 mL tubes and capable of

centrifuging 300 x g for DNA purification from leukocytes and cultured
mammalian cells.

Before starting

1.

Dilute the concentrate of Wash Solution B 5x with 96 % ethanol (add 4 volumes
of 96 % ethanol to 1 volume of concentrate specified on the bottle). Mark on the
label that ethanol has been added.

Add 600 uL of Proteinase K Dilution Bufferinto the vial containing lyophilized
Proteinase K. Mix thoroughly and centrifuge briefly.

! After preparation store Proteinase K solution at -20 “C.

If any precipitate has formed in Sorption Solution or Wash Solution A, incubate
the solutions at a temperature not higher than 50 °C until the precipitates have
been completely dissolved.
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All centrifugation steps are carried out at room temperature,
at 10,000-13,000 RPM (6700-11,000 x g).

DNA purification from plant and animal tissues and
organs

Use 20-40 mg of animal tissue or 50—100 mg of plant tissue as a sample for DNA
purification.

1. (A) For sample homogenization with plastic pestle (supplied with the kit):
a. Place a piece of tissue into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

b. Add to the sample
m 200 L of Lysis Solution AS,
= 70-100 mg of Corundum.
¢. Grind the sample thoroughly with a tube and pestle.

d. Add 300 pL of Lysis Solution AS to the sample and mix.

1. (B) For sample homogenization with mortar and pestle (supplied by user):
a. Place a piece of tissue into a mortar.

b. Add to the sample

= 100 L of deionized water,
m 200 pl of Lysis Solution AS,
= 300-500 mg of Corundum.

c. Grind the sample thoroughly with a mortar and pestle.
d. Add 300 plL of Lysis Solution AS to the sample and mix.

e. Transfer the mixture to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

1. () For lysis of samples (mouse tails or other samples) without
homogenization:
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4.

N o

8.

a. Place a piece of tissue into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.
b. Add to the sample 500 L of Lysis Solution AS.

Set a heating block to 55 °C, place the vial with Elution Bufferin the heating
block.

Add to the sample

o 5yl of ANase A,
o 10yl of Proteinase K;

Mix well.

For (R) and (B): Incubate the tubes at 55 °C for 20 min with occasional
vortexing (1-2 times),

For (C): Incubate the tubes at 55 °C until lysis is complete (1-4 hours with
occasional vortexing for small tissue pieces, overnight for mouse tails or larger
tissue pieces. Some components such as hones, hair, cartilage that have not been
lysed this way can be present in the lysate).

Add 350 uL of Sorption Solution to the sample. Mix well by vortexing to obtain
a homogenous solution.

Centrifuge the sample for 10 minutes.

Place a spin column in a collection tube. Add the supernatant to the column
(to a maximum of 800 L per single load). Centrifuge the column for 60 seconds.
Discard the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

Add 500 L of Wash Solution A, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

Add 500 pL of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube.

. Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50100 pL

of Elution Buffer (pre-heated to 55 °C) to the center of the spin column
membrane. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column
for 1 minute. The microcentrifuge tube contains the purified DNA.
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DNA purification from buccal swahs

1.

Set a heating block to 55 °C, place the vial with Elution Bufferin the heating
black.

Add 500 pl of Lysis Solution AS to a 1.5 mL microcentrifuge tube and rinse

a buccal swab sample in Lysis Solution AS thoroughly. Use a rolling action against
the tube sides and squeeze the swab against side to remaove as much of the liquid
as possible.

Add 10 pL of Proteinase K to the sample and mix.
Incubate the tubes at 55 °C for 10 min with occasional vortexing (1-2 times).

Add 300 pl of Sorption Solution to the sample. Mix well by vortexing to obtain
a homogenous solution.

Place a spin column in a collection tube. Add the lysate to the column. Centrifuge
the column for 45 seconds. Discard the collection tube and place the spin column
into a clean collection tube.

Add 500 pL of Wash Solution A, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

Add 500 pL of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube.

Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 uL
of Elution Buffer (pre-heated to 55 °C) to the center of the spin column
membrane. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column
for 1 minute. The microcentrifuge tube contains the purified DNA.
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DNA purification from whole blood

This kit is designed to process 100 L of whole blood (fresh or frozen whole blood
containing anti-coagulants such as heparin, EDTA, citrate). Mix blood tubes thoroughly
by inversion so that the content becomes homageneous. Pipet 100 ul of whole blood
into a clean 1.5 mL tube.

1. Set a heating block to 55 °C, place the vial with Elution Bufferin the heating
block.

2. Add 400 plL of Lysis Solution ASto a 1.5 mL microcentrifuge tube containing
100 pL of whole blood.

3. Add 10 pL of Proteinase K to the sample and mix.
4. Incubate the tubes at 55 °C for 10 min with occasional vortexing (1-2 times).

9. Add 300 pL of Sorption Solution to the sample. Mix well by vortexing to obtain
a homogenous solution.

B. Place a spin column in a collection tube. Add the lysate to the column. Centrifuge
the column for 45 seconds. Discard the collection tube and place the spin column
into a clean collection tube.

7. Add 500 pL of Wash Solution A, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

8. Add 500 pL of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube.

9. Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 pL
of Elution Buffer (pre-heated to 55 °C) to the center of the spin column
membrane. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column
for 1 minute. The microcentrifuge tube contains the purified DNA.
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DNA purification from leukocytes

Prior separation of leukocytes provides an increased DNA yield compared to the DNA
purification from whole blood. A whole blood sample volume recommended for
leukocyte separation is 1 mL.

1.

10.

Prepare 9 mL of 1x Red Blood Cell Lysis Buffer for separation of leukocytes from
1 mL of whole blood: mix 900 pL of 10x Red Blood Cell Lysis Bufferand 8.1 mL
of deionized water in a 15 mL tube.

Set a heating block to 55 °C, place the vial with Elution Bufferin the heating
block.

Mix 1 mL of whole blood and 9 mL of 1x Red Blood Cell Lysis Buffer
ina 15 mL tube. Mix well and incubate the tube for 5 minutes at room
temperature.

Centrifuge the sample at 300 x g for 5 minutes. Remove the supernatant. The
pellet contains the separated leukocytes.

Resuspend the cell pellet in 100 pL of PBS. Transfer the cell suspension
to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.
Add to the sample

o 400 pL of Lysis Solution AS,

o 5l of ANase A,
o 10 ul of Proteinase K.

Mix well.
Incubate the tubes at 55 °C for 10 min with occasional vortexing (1-2 times).

Add 300 pL of Sorption Solution to the sample. Mix well by vortexing to obtain
a homogenaus solution.

Place a spin column in a collection tube. Add the lysate to the column. Centrifuge
the column for 45 seconds. Discard the collection tube and place the spin column
into a clean collection tube.

Add 500 pL of Wash Solution A, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
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the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

11. Add 500 pL of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube.

12. Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 pL
of Elution Buffer (pre-heated to 55 °C) to the center of the spin column
membrane. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column
for 1 minute. The microcentrifuge tube contains the purified DNA.

DNA purification from cultured mammalian cells and
gram-negative bhacteria

Use not more than 5%10° of cultured mammalian cells and 10° of gram-negative
bacteria cells for DNA purification.

Adherent mammalian cell culture: remove the growth medium, harvest cells

by trypsinization or a method of choice. Centrifuge the cells at 300 x g for 5 minutes.
Remove the supernatant. Resuspend the cell pellet in 100 pL of PBS. Transfer the cell
suspension to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

Suspension mammalian cell culture: harvest cells by centrifugation at 300 x g for
9 minutes. Remove the supernatant. Resuspend the cell pellet in 100 pL of PBS.
Transfer the cell suspension to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

Bacterial culture: Harvest bacteria grown on solid or in liquid culture medium

by centrifugation at 3000-5000 x g for 5 minutes. Remove the supernatant.
Resuspend the cell pellet in 100 pL of PBS. Transfer the cell suspension to a clean
1.5 mL microcentrifuge tube.

1. Set a heating block to 55 °C, place the vial with Elution Bufferin the heating
block.

2. Add to the sample
o 400 pl of Lysis Solution AS,
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o 95yl of ANase A,
o 10 ul of Proteinase K.

Mix well.
. Incubate the tubes at 55 °C for 10 min with occasional vortexing (1-2 times).

. Add 300 L of Sorption Solution to the sample. Mix well by vortexing to obtain
a homogenaus solution.

. Place a spin column in a collection tube. Add the lysate to the column. Centrifuge
the column for 45 seconds. Discard the collection tube and place the spin column
into a clean collection tube.

. Add 500 L of Wash Solution A, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
the collection tube and place the spin column into a clean collection tube.

. Add 500 L of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube.

. Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 pL
of Elution Buffer (pre-heated to 55 °C) to the center of the spin column

membrane. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column
for 1 minute. The microcentrifuge tube contains the purified DNA.

Note

For increased DNA concentration, use a lower volume of Elution Buffer. Elution with
volumes of less than 50 pL is not recommended because this can be insufficient

to entirely wet the membrane resulting in low DNA recovery. For increased DNA yield,
use a higher volume of Elution Buffer (100 uL).

Elution Buffer pre-heated to 55 °C facilitates optimal recovery of bound DNA. Elution
with Elution Buffer equilibrated to room temperature is also acceptable but DNA
recovery is significantly lower (up to 30-50 %).

To maximize DNA recovery, two-step elution is recommended.

If necessary, DNA can be eluted with deionized water.
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When measuring the DNA concentration, dilute the sample only with TE buffer
pH 8.5 or Elution Buffer supplied with the kit. Otherwise, DNA concentration and
purity (0D,g, and OD,s,/0D.0, respectively) can be estimated incorrectly.

Storage of purified DNA: for long-term storage -20 °C,
for short-term storage +4 °C.
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WHcTpykums K Habopy LumiPure from AnySample ans
BblgeneHus reHomuon [HK

Ha6op npeaHasHayeH ans GuicTporo (~ 30 MuHYT) 11 BbICOKOI((EKTVBHOTO BbIAENEHUS
reHomHoi JHK Ha crivH-KonoHKax 13 LMpoKoro crekTpa 06pa3LoB: TKaHei pacTeHi

11 KVBOTHbIX, BYKKANbHOr0 3NMUTENKs, LENbHOM KpOBY, NEMKOLATOB, KymbTyp KNEToK
KUBOTHBIX 11 rpam-0TpuLaTenbHbIX BakTepuit. Monyyenxas AHK cTabunbHa v nogxoput
ans nposegerns MLP, 06paboTky 3HaoHykneasami pecTpukum, Cay3epH-6noTTuHra,
MOAroToBKM 06pa3LioB s cekBeHpoBaHus no MeTofy CaHrepa n NGS-
CEKBEHMPOBAHIS.

OpwienTpoBoyHble Bbixopbl reHomHoi OHK (anuHa 30-50 Teic. nap Hykneotupos,
0D,5/0D,g, 1.7-1.8):

KneTku rpam-oTpuuatensHbix Gakrepuin (10%): 5-10 mkr
et pactenus, xgost (50 mr): 3—5 mkr

XBoCT Mblwm: 7—14 mkr

Moyka Mbiwm: 10—-20 MKr

Cepaue mbiwn: 7—14 mkr

[MeyeHb mbiwy: 1015 mkr

NeiikouwTl, BblgeneHHsle 13 ‘1 M kposi: 4—5 Mkr
LlensHast kposb (100 mkn): 1-3 mkr

Cocko6 6ykkanbHoro anutenus: 0.5—2 Mkr

Knetiu mnexonuratowumx (1x10%: 3-6 mkr
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Cocrae Habopa

KomnowenT HaGopa Konnuecreo

11573 21573

10 minipreps 50 minipreps
H1850, Inaupyrowwmin pacteop AS / Lysis Solution AS, 6 mL 1 —
F5450, Cop6upytowmin pacteop / Sorption Solution, 4 mL 1 —

H2450, Mpombiso4Hbii pacTeop A / Wash Solution A (c GuHCD, BmL 1 —

K3150, bythep anst nuauca aputpouvros / Red Blood Cell Lysis Buffer 1

10x, 10 mL

11650, PHKaza A (10 mg/mL), 50 uL 1 —
1902-5g, Kopyxa (50 mkm), 5 g 1 —
P1850, INuanpytowmit pacteop AS / Lysis Solution AS, 30 mL — 1
M5450, Cop6upytowwin pactsop / Sorption Solution, 20 mL — 1
P2450, MpombioyHblit pactop A/ Wash Solution A (¢ GuHCD, 30 mL  — 1
83150, bydep ana nuanca aputpouutos / Red Blood Cell Lysis Buffer 1
10x, 50 mL

1902-25¢, Kopya (50 mkm), 25 g — 1
31650, PHKasa A (10 mg/mL), 150 ul — 2
Konorka CNP20-A (go 20 mkr, 3eneHoe konbLo) 10 50
Mpo6upka ans c6opa npockoka, 2 Mi 30 150
MecTik ANs MUKPOLEHTPUTYXHOI Npo6upky (nonunponiien) 10 50
K2250, MpombioyHbiit pacteop B / Wash Solution B (koHuenTpaT 5x 1 1
ans pas6asnexns 96% atatonom), 10.0 mL

D1350, 3nionpyiowwunit 6ychep / Elution Buffer (10 MM Tris-HCI, pH 1 4
8.5), 1.5 mL

12850, MpotenHasa K / Proteinase K (nnocmnn3osanras), 6.0 mg 1 1
B3850, bydep ana pactsopenns npotenHassl K / Proteinase K Dilution 1 1

Buffer, 600 uL
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XpaHutb npn Temnepatype 20°C.

Cpok xpaHeHus 12 mecsues.

Heobxogumoe obopypoBanMe n MaTepHansl,
He BXOAALLME B cOocTaB Habopa:

® TBepaoTenbHbIi TepMocTaT (BO3MOXHO 1CNonb30BaHNe BOATHOM GaHin);
e HacTonbHas LeHTpUdhyra ¢ poTopom Ans 1.5 Mn npoBupok co CKOpoCTbio

pateHus He meree 10000 o6/muH (6700 x g);
MukpoueHTpUdhyXHble Npo6rpky o6bemom 1.5 mn (2 npobupku Ans BblgeneHns
OHK 13 1 o6pa3ual;

o 96 % aTaHon;
o Hatpuin-chocchaTHbiin Gycpep (PBS) ans sbigenenns OHK u3 knetok

MIEKONUTAIOWMX W 6aKTEPUA, NEKOUUTOB;

Mapdoposas CTynka Ans romMorexn3aumin 06pasua npu sbiaenern OHK 13 TkaHein
PACTEHWIA 11 XIBOTHbIX (B Crly4ae eCnIN NECTK-rOMOreHU3aTop He NOAXOAMT AN
romoreH13am 06pasual;

(onupoHankHo) LieHtpudyra ¢ potopom ansg 15 mn npo6rpok co CKOpocTbio
BpatleHus He meqee 300 x g ans Bbineneqns OHK 13 neikountos 1 KneTok
MNEKONNTAIOLLWIX.

Nlepen Havanom pa6oTbl

1.

2.

Pa3baBbTe KOHLUEHTPAT rpombIBoYHoro pacteopa B8 5 pa3 96 % ataHonom
(k yka3aHHOMYy Ha GaHKe 06bemy KoHLeHTpaTa fobasbTe 4 o6bema 96 % ataHona),
nocTaBbTe OTMETKY O [L0BABMEHNI 3TaHOMA Ha KPbILLKE.

[o6asbte 600 MKN 6yghepa a9 pacTsopeHus npotenHassl K B npobupky
C NMoVNN30BaHHOI rpoTeuHa3od K, TwaTensHo nepemMeLuaiTe, c6pockTe Kanmm
LIEHTPUAYTPOBAHVEM.

! PacTeop npoteurass! K rnocre npuroTosneqns xpaunte B mopoawike rpy -20 C.
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3. Tpn Hanr4um ocagka B copbupyroLeM PACTBOPE U POMbIBOYHOM pacTsope A
nporpeiiTe ux B TepmocTaTe Ao Temnepatypbl He Boiwe 50 °C v goxanTech
MOMHOr0 PaCcTBOPEHWS OCALKA.

Pa6oTbl cneayeT BbINOMHATL NPY KOMHATHO TEMNEPATYPE, BCe LUEHTPUYrApoBaHS
(ecnn nHoe npsmo He oroBopexo) npu 10000-13000 o6/mu+ (6700-11000 x g).

Boipenenne IHK n3 tkanei pacteHnii W XXHBOTHbIX

B kauecTse o6pa3ua ans sbinenenmns OHK pekomenayetcs 6patb 20—40 Mr TkaHm
xuBoTHoro 1 50—100 mr TkaHu pacTeHns.

1. (R) B cnyuae ncnonb30BaHus NecTHka-romorenn3aropa (BXopuT B coctaB
Ha6opa):

a. [MomecTie B 1.5 Mn Npo6GUpKy KyCouek TKaHu.

b. [lo6aBbTe Kk 06pa3ty

w200 mkn smsupyroiero pacteopa AS,
m 70-100 mr kopyHza.

¢. [omoreHnaupyiiTe 06pasel| C NOMOLLbIO NECTUKA-TOMOreHIN3aTopa.

d. [obasbTe k romoreHaty ewe 300 Mkn swm3mpyroiero pacteopa AS.
MepemeLvaiiTe.

1. (B) B cnyuae ucnonb3oBanus hapthopoeoi cTynku (He BXOAMT B cocTae
Ha6opa):

a. B CTYNKY NOMECTUTE KYCO4EK TKaHW.

b. [lo6aBbTe Kk 06pa3Ly

= 100 MK [1e10HN30BaHHON BOAbI,
u 200 mkn smsupyrowero pacteopa AS,
= 300-500 mr kopyHga

c. TomoreHnanpyiite 06paseL| B CTYMKe.

d. [obasbTe B romoreHaty ewe 300 mkn msupyroero pacteopa AS,
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nepemeLuanTe.

e. [epeHecuTe cmeck B 1.5 Mn npo6upky.

(B) MpuroToBnenus nu3ara 06pa3yoB TKaHeH JKMBOTHbIX (KBOCTA MbILIK
W Apyrux) 6e3 romoreHu3auuu:

a. [lomectute B 1.5 Mn npo6upKy Kyco4ek TKaHu,

b. [o6assTe k 06pa3uy 500 mkn smaupywoiyero pactaopa AS.

YcTaHoBuTe TepmocTaT Ha 55 °C, NoMecTuTe B HEro NpoGupKy C a/mompyoLym
bygepom.
[lobasbTe K 06pa3uy
© 3 mKn pacteopa PHKasbl,
o 10 mkn pacTeopa mpoTenHass K,
MepemeLuaiiTe.

Jina 1 (R) n 1 (B): vnkyGupyriTe nonyyerHyto cmeck 20 MuH npn 4-55 °C,
nepuoaMyecki nepeMetLnsas Ha Boptekce (1-2 pasa),

Jns 1 (B): nHky6upyiiTe nonyyexHyio cmeck npy 455 °C Ao nonHoro 3asepLUeHis
nn3uca o6pasua (1-4 yaca Ans HeBoMbLUMX KYCOYKOB OPraHoB U TKaHei ¢
Neproan4eckvM nepemMeLLrBaHIieM Ha BOPTEKCE, HKYBaLWs B TEYEHNE HOuUM s
XBOCTa MbILUM 1 APYrIAX KPYNHbIX KYCOYKOB OPraHoB 11 TkaHeil. B nn3ate ponyctuvo
MPUCYTCTBIE KOMMOHEHTOB (BOMOCHI, KOCTY 1 XpALLW), HE NOABEPraloLMXCs N13ucy
TakiM cnocobom).

[o6asbTe K 06pa3uy 350 Mkn copbupyrowero pactsopa. MNepemeluaiite
rory4eHHy!0 CMEech Ha BOPTEKCE [0 FOMOTEHHOM COCTOAHMS.

LlenTpudpyrmpyrite o6pasel B Tedene 10 MuH.

TMomecTuTe KOMOHKY B MPoBMpPKY ANA c60pa NPOCKoKa, NePEHECUTE Ha KOMOHKY
cynepHataHT (He Gonee 800 mkn), ueHTpudyrpyite 60 cek. MomecTiTe KonoHKy
B HOBYIO NPO6KPKY 15 cbopa NpocKoka.

HanecuTe Ha konorky 500 MK mpoMbIBoyHOro pacTBopa A, LEHTpUGyrvpyiTe
30 cek. MomecTuTe KONOHKY B HOBYIO NPOGMpKY Anst c60pa NpocKoKa.
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10.

Hanecute Ha konoHky 500 Mkn rqpombiBo4Horo pactaopa B, ueHTpudyrupyiTe
3 MUH.

MomecTuTe KONoHKY B HoBYHO 1.5 MN NpoGMpKY, HAHECUTE B LIEHTP KOMOHKM
50-100 mkn npeasapuTensHo nporpetoro [o +395 °C amwompyiowero 6ygepa.
Hky6upyiiTe 1 MuH Npy KoMHaTHOW Temnepatype. LienTpudoyrupyiite 60 cek.
Boipenentas [JHK Haxoputcs B anioate.

Buigenenne 1HK u3 cockoba 6ykKkanbHOro anurenus

1.

YcTaHoBuTe TepmocTaT Ha 95 °C, NOMEcTUTe B HEro NpoGUpKY C a/TmpyoLmm
6yepom.

Brecute B 1.5 mn npobupky 500 Mkn smsupyrowyero pacteopa AS. TwaTensHo
npomoiiTe B /m3upyroLyem pacteope AS nanoyky ¢ cocko6om GyKKanbHoro
anutenms. MpuKmnTe K CTEHKE BaTHbIA TAMMOH 1 BPALLATENbHLIM ABUXEHUEM
OTOXMITE 13 HErO OCTATKW N3VPYIOLLEro pacTBopa.

3. [o6asbte B npabupky 10 Mkn pacTBopa mporeuHass! K, nepemeLLanTe.

WHky6upyiite nonyyenryto cvecs 10 Myt npu 55 °C, neproanyeckm
nepemMetuBas Ha BopTekce (1-2 pasa).

[o6asbTe Kk 06pasuy 300 mkn copbupyrowero pactsopa. Nepeveluainte
Momy4eHHy0 CMECh Ha BOPTEKCE [0 TOMOreHHOM COCTOSHMS.

lMomecTuTe KONoHKY B NPBUPKY [n9 c60pa NPOCKoKa, NEPEHECHTE Ha KOMOHKY
nn3art, LeHTpudyrmpyrte 45 cex. NoMecTuTe KOMoHKY B HOBYHO NPOBUPKY AN
c6opa npockoka.

Hanecute Ha konoHky 500 MKN rqpombiBo4HOro pacTaopa A, UeHTpUdyripyiTe
30 cex. MomecTuTe KONOHKY B HOBYIO MPOBMPKY Ans c6opa npockoka.

Hawecute Ha konoxky 500 MK qpombisoyHoro pacteopa B, ueHTpudyripyite
3 MUH.

MomecTuTe KOnoHKy B HoBYtO 1.5 Mn Npo6upKy, HAHECUTE B LEHTP KOMOHKNA
50-100 mkn npensapuTensHo nporpetoro Ao +55 °C amwompyrotyero 6ygena.
WHky6upyiiTe 1 MUK Npu komHaTHoW Temnepatype. LierTtpudiyrupyiite 60 cex.
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BbinenenHas [IHK Haxogwutcs B antoare.

Boigenenne IHK u3 yenbHok kpoBu

[anHbin Habop no3sonset Bbinenuts JHK 13 100 Mkn uenbHoit kposw (cBexas unm
3aMOpOXeHHas KpoBb, COAepXaLLas B ka4ecTse aHTukoarynaHta 3ATA, uuTpat Hatpus,
renapuH). NepemeLuaiiTe nepesopaynBaHemM npoGupKy ¢ KPoBbIo, YTOGL! COREPKIMOE
npoBUpKY CTano romorexHsIM, nocne Yero otéepute 100 mMkn 06pa3ua B OTAENbHYI0
1.5 mn npo6upky.

1.

VYcraHosuTe TepmocTat Ha 55 °C, nomecTute B Hero NpoGupky ¢ amomnpyrolmm
6yhepom.

Cwvewarte 8 1.5 mn npo6upke 100 mkn LenbHoi kposu v 400 Mkn smsmnpyroiero
pacreopa AS.

[o6asbTe B npo6upky 10 MKn pacTBopa mpoTenHass! K, nepeveLLaiTe.

VHky6upyiTe nonyyeqHyio cMeck 10 MuH npn 455 °C, nepuognyeckn
nepemelLVBas Ha BopTekce (1-2 pasa).

[o6asbTe K 06pasiy 300 mkn copbupytoero pactsopa. MNepemeluarTe
nomy4eHHylo CMech Ha BOPTEKCE 10 FOMOreHHOr0 COCTOSHIAS,

lMomecTuTe KONOHKyY B Npo6ypKy Ans c6opa Npockoka, NEPEHECUTE Ha KOMOHKY
nu3ar, LeHTpudyrupyiite 45 cek. [omMecTuTe KONOHKY B HOBYIO NPOBUPKY ANs
cbopa npockoka.

Hanecute Ha konoky 500 MKN r7pomeiBo4Horo pactsopa A, UeHTpudyripyinte
30 cek. MomecTuTe KOMOHKY B HOBYIO NPoGMpKY Ansi c60pa NPOCcKoKa.

Hanecute Ha kononky 500 MKn rpombIBo4Horo pactsopa B, LeHTpudyrupyite
3 MUH.

lMomecTuTe KONOHKY B HOBYIO 1.5 MN NPOGMpKY, HAHECUTE B LEHTP KONMOHKN
50-100 mkn npeasapuTensHo nporpeToro fo + 95 °C amoupyrowero 6ygepa.
VHky6upyiTe 1 MiH Npu KoMHaTHOW Temnepatype. Lientpudpyrupyiite 60 cek.
BbinenenHas [HK HaxopguTcs B antoate.
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Boigenenne 1HK u3 neiixoyntos

[TpeaBapuTenbHOE BbifENeHue NeiikourTos obecneynBaeT 6onee Bbicokuil Bbixod JHK
no cpasHeruio ¢ Bbigenedrem OHK 13 LenbHoit kpou. PekomeHayembli 06bEM
LIenbHOV KPOBM ANt BbIAENEHNS NerkoumTos — 1 mn.

1. [nq BblAeNeHNs NeikoumToB 13 1 M LenbHOR kpoBi npurotossTe 9 Mn ‘1x Gygepa
a9 mauca aputpouymtos. B 15 mn npobupke cmewwante 900 mkn 10x 6ygepa ang
Jm3nca apuTpoymTos 1 8.1 MN e0H30BaHHON BObI.

2. YcraHosuTe TepmocTaT Ha 55 °C, nomecTuTe B HEro NpoBupKy C a/ompyioLyim
6ypepom.

3. B 15 mn npo6upke cmeLwaiite ‘1 Mn LenbHow kposu u 9 mn 1x Gygepa ang msuca
3pUTPOLMTOB, NEPEMELLAVTE U MHKYBUPYITE 5 MUH NPU KOMHATHOR TEMMEepaType.

4. Uentpuchyrupyite npo6upky 5 miuH, 300 X g, HaaoCamouHyt XIaKOCTb CrenTe,
NENKOUMTbI HAXOAATCS B 0CAKE.

9. Pecycnenampyiite ocagok knetok B 100 mkn PBS. MepeHecute cycnexauio
B HoBYt0 1.5 Mn npobupky.
6. [lo6aBbTe B MpoGupky

o 400 mkn smsmpyrowero pacteopa AS,
o 5 mkn pacTeopa PHKa3b,
o 10 mkn pacTBopa rpoTenHassi K,

MepemeLuaite.

7. ViHky6upyite nonyyernyto cmeck 10 mMuH npu 4-55 °C, nepropmyecki
nepemMeLuBas Ha BopTekce (1-2 pasa).

8. [o6asbTe Kk 06pasuy 300 mkn copbupyrowero pactsopa. MNepeveluaiite
Mosy4eHHy0 CMECh Ha BOPTEKCE [0 TOMOreHHOM COCTOSHMS.

9. TlomecTiTe KOMOHKY B NPOBUPKY ANs cGopa NPOCKOKa, NEPEHECHTE Ha KOMOHKY
nn3aTt, LeHTpuddyrmpyrte 45 cex. NoMecTuTe KOMoHKY B HOBYHO NPOBUPKY Al
c6opa npockoka.

10. Hanecure Ha konowky 500 MKN mpombiBoYHOro pacTeopa A, LEHTPUYTMpYIiTe
30 cex. MomecTuTe KONOHKY B HOBYIO MPOBMPKY Ans c6opa npockoka.
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11. Hanecure Ha kononky 500 MKn mpomsisoyHoro pacteopa B, ueHTpudyripyiTe
3 MUH.

12. TlomecTuTe KONOHKY B HOBYIO 1.5 Mn NpoGupKy, HAHECUTE B LEHTP KOMOHKN
50-100 mkn npeagapuTensHo nporpetoro [0 +55 °C amoupyiowero Gygepa.
VHky6upyiTe 1 MiH Npyu KoMHaTHoW Temnepatype. Lientpudpyrupyiite 60 cek.
BbipenenHas [JHK HaxopguTcs B antoate.

Boigenenne [IHK 3 kynbTyp KNEToK XUBOTHbIX
U GakTepui

Ons sbigeneqns JHK pekomerayetcs 6paTs He Gonee 5% 10° xuBoTHbIx knetok u 10°
KNETOK rpaM-0TpuLaTeNbHbIX GaKTepUi.

ApreanonHas kynbTypa KNeToK XWBOTHBIX: YAANUTE KynbTyparbHylo XUAKOCTb, CHUMUTE
KyMbTYpY KNETOK C NOBEPXHOCTY NNAcTUKa TPUNCMHOM UM [iPYrvM PEKOMEHL0BAHHbIM
ANS [iaHHov KynbTypbl MeTopom. Lientpudyrupyiite knetki & muH, 300 x g. Yoanute
cynepHataHT. Pecycnenavpyiite Haxopswmecs B ocagke knetku B 100 mkn PBS.
MepeHecnTe CycneHauio kNeTok B HoByto 1.5 mn npo6upky.

CycneHanoHHas KynbTypa KNeTok X1BOTHbIX: 0TGEpUTE 0GBEM KynbTypansHoM
XUAKOCT, COfepXaLLmnit HeoBxoarMoe Yneno KneTok. LieHTpudpyripyiiTe knetku 5 mMuH,
300 x g. Ypanute cynepHaTaHT. PecycneHaunpyiTe HaxosiMecs B 0caake KneTku

8 100 mkn PBS. lMepeHecnTe cycneHsuio KneTok B HoByto 1.5 Mn npo6upky.

bakTepuanbHas kynbTypa: GakTepuu, BbIpalleHHbIe Ha TBEPAOV UMV XIAKOI
nUTaTENbHON CPeae, CoGepuTe UEHTPUAYrpoBaHeM B TeyeHne 5—10 MUHYT,
3000-5000 x g. Ynanute cynepHaTaHT. PecycneHanpyiTe Haxooswmecs B 0caake
kneTkn 8 100 mkn PBS. MeperecuTe cycneHauio KNeTok B HoBYto 1.5 Mn npo6upky.

1. YcraHosute TepmocTaT Ha 55 °C, NOMECTUTE B HEro NpoBUPKY C S/7mpyioLLym
bygepom.
2. [lo6aBbTe B NpoGupKy ¢ 06pa3LomM
o 400 vkn smsupyroiyero pactsopa AS,
© 5 mkn pacteopa PHKa3bl,
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o 10 mkn pacTBopa mporenHass K,
Mepemewaiite.

3. Wnky6upyirte nonyyentyto cmeck 10 muH npu +55 °C, nepuoamnyecku
nepemMeluBas Ha BopTekce (1-2 pasa).

4. [o6asbTe k 06pasuy 300 mkn copbupyroero pactaapa. MNepemeluaiTe
MOMyYEHHYIO CMECh Ha BOPTEKCE [0 TOMOTEHHOMO COCTORHNS.

9. lMomecTuTe KonoHKy B Npobupky Ang chopa npockoka, NepeHeciTe Ha KOMOHKY
nn3art, LeHTpudyrmpyrte 45 cex. NoMecTuTe KOMoHKY B HOBYIO NPOBUPKY Al
c6opa npockoka.

B. Hanecure Ha kononky 500 MKn ApombiBoYHOro pacTBopa A, LEHTpUGYripyiTe
30 cex. MomecTuTe KONOHKY B HOBYIO MPOBMPKY Ans c6opa npockoka.

7. Hanecure Ha konotky 500 MKN 7pombIBoYHOr0 pacTBopa B, LEHTPUYTUpyitTe
3 MIH.

8. [omecTuTe KONOHKY B HOBYIO 1.5 MN NPOBUPKY, HAHECUTE B LIEHTP KOMOHKM
50-100 mkn npeasapuTensbHo nporpetoro Ao +55 °C amompyroero 6ygepa.
WHky6upyiiTe 1 MUH Npu komHaTHoW Temnepatype. Liertpudyrupyiite 60 cex.
Bbinenentas IHK HaxomuTes B antoare.

Mpumeuanne

[ng nonyyenns Hanbonbluei koHueHTpaum OHK nenomns3ayinTe MeHbLne 06bEMbI
anovpyroLero 6ygepa. He pekomerayeTcs Ucnonb3osaTb MeHee 50 MK, Tak Kak
MeMGpaHa KOMOHKN MOXXET HE MONHOCTbI0 CMOYUTBCS, YTO MPUBEAET K CHIXKEHUIO
Bbixofa [JHK. [1ns HanBonbluero Bbixopa AHK ¢ KonoHKi cnonbayiTe 6ombLuni 06bEM
anonpyroyero 6ygena (100 mkn).

Anioums OHK nporpeTsiv fo +55 °C amoupyrowmm 6yghepon obecneynsaeT
onTuMansHbIA Beixop [HK ¢ KonoHKkW. 3nioums HENporpeTLIM aTMpyioLLyMM Bypepom
(Npw KoMHaTHOI TEMNepaType) Takxe JonyCTUMA, 0AHAKO 3T0 3aMETHO CHVDKAET BbIXOZ
[HK (Ha 30-50 %).

[ns makcumansHoro Beixofa [JHK pexkomeHayeTcs npoBoauTh 3ol B ABa 3Tana.
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|_|pl/l Heo6X0AMMOCTM 3MTI0LMA MOXET MPOBOAMTLCS AEVNOHU30BAHHOI BOLOW.

Ecnn HeobxoammMo pa36aBuTb pacTop npu uamepeHnn koHuenTpaumn OHK, To ans
pa3GaBnexus cnegyet nenonb3osats Tonbko Gycep TE pH 8.5 wnn amovpyrowmii 6ygep
13 Habopa. B npoTMBHOM Cryyae MOXHO NonyyuTb HekoppekTHble 3Ha4YeHNst 0D ,5,/0D.,
11 HeBepHo onpedenuTb copepxaHie [JHK B pacTeope.

Kpanenne oigenennoi [IHK: B MoposunsHoin kamepe (-20 °C),
KkpaTkoBpemerHo npu +4 °C.
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Handbuch fir das LumiPure Extraktionskit fiir
genomische DNA aus beliebigen Proben

Dieses Kit dient der schnellen (ca. 30 Minuten) und effizienten Extraktion von
genomischer DNA mit Hilfe von Zentrifugationsséulchen aus einer groen Brandbreite
von biologischen Proben: pflanzlichen und tierischen Geweben und Organen,
Wangenabstrichen, Vollblut, Leukozyten, Saugetierzellen und gramnegativen Bakterien.
Die DNA ist stabil und eignet sich u. a. fiir PCR, Restriktionsverdau, Southern Blot und
Sequenzierung (Sanger- und NGS-Verfahren).

Typische Ausbeuten genomischer DNA (Lange 30-50 kb, Ay/A 55, 1,7-1,8):

gramnegative Bakterien (1x10%): 5-10 g
Pflanzenblatter, Nadeln (50 mg): 3-5 ug
Mausschwanz: 7-14 ug

Mausniere: 10-20 pg

Mausherz: 7-14 ug

Mausleber: 10-15 g

Leukozyten (isoliert aus 1 ml Vollblut): 4-5 pg
Vollblut (100 pb): 1-3 pg

Wangenabstrich: 0,5-2 ug

Saugetierzellen (1x10°%): 3-6 g
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Bestandteile
Komponente Anzahl
11573 21573
10 minipreps 50 minipreps
H1850, Lyselosung AS / Lysis Solution AS, 6 mL 1 —
F5450, Sorptionsldsung / Sorption Solution, 4 mL 1 —
H2450, Waschldsung A/ Wash Solution A (mit GuHCI), 6 mL 1 —
K3150, Erythrozyten-Lysepuffer / Red Blood Cell Lysis Buffer 10x, 1 o
10 mL
11650, RNase A (10 mg/mL), 50 uL 1 —
1902-5g, Korund (50 um), 5 g 1 —
P1850, Lyseldsung AS / Lysis Solution AS, 30 mL — 1
M5450, Sorptionsl&sung / Sorption Solution, 20 mL — 1
P2450, Waschldsung A / Wash Solution A (mit GuHCI), 30 mL — 1
53150, Erythrozyten-Lysepuffer / Red Blood Cell Lysis Buffer 10x, o 1
50 mL
1902-25g, Korund (50 pm), 25 g — 1
31650, RNase A (10 mg/mL), 150 ul — 2
Zentrifugationssaulchen CNP20-A (fiir bis zu 20 pg, griner Ring) 10 50
SammelgefaR fiir Zentrifugationssaulchen, 2 ml 30 150
Pistill fiir Mikrozentrifugenrdhrchen (Polypropylen) 10 50
K22§U, Waschldsung B / Wash Solution B (Konzentrat muss mit 1 1
96%igem Ethanol 5-fach verdiinnt werden), 10.0 mL
01350, Elutionspuffer / Elution Buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.5), 1.5 1 4
m
12850, Proteinase K (lyophilisiert), 6.0 mg 1 1
B3850, Proteinase-K-Verdinnungspuffer / Proteinase K Dilution 1 1

Buffer, 600 uL
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Bei 20°C lagern.

Haltbarkeit: 12 Monate.

Bendtigte, aher nicht mitgelieferte Gerate und
Materialien:

Heizblock oder Wasserbad,;
Tischzentrifuge mit mindestens 10.000 min™" (6.700 x g) und Rotor fiir
1,5-ml-Rohrchen;

o 1,5-ml-Zentrifugenrdhrchen (2 Réhrchen pro DNA-Isolierung aus einer Probe);
e 96 Y% Ethanol;
e Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) fir die DNA-Extraktion aus Saugetierzellen,

Leukozyten, gramnegativen Bakterien;

Marser mit Pistill zum Zerkleinern von Proben aus pflanzlichen und tierischen
Geweben und Organen (falls mitgelieferte Pistille aus Polypropylen zum
Zerkleinern von bestimmten Proben nicht geeignet sind);

(optional) Zentrifuge mit Rotor fiir 15-ml-Réhrchen und mindestens 300 x g fir
die DNA-Extraktion aus Leukozyten und Sdugetierzellen.

Vorhereitung der Reagenzien

1.

Wash Solution B wird als Konzentrat geliefert und muss vor der ersten
Verwendung 1:5 mit 96%igem Ethanol verdiinnt werden. Dazu versetzen Sie das
auf der Flasche angegebene Volumen des Konzentrats mit dem 4-fachen Volumen
an 96%igem Ethanol und notieren die Zugabe auf dem Deckel.

Geben Sie 600 pl Proteinase K Dilution Bufferin das Réhrchen mit der
lyophilisierten Proteinase K, mischen Sie gut und zentrifugieren Sie das Réhrchen
kurz an.

! Lagern Sie die Proteinase K nach dem Aufldsen bei -20 C.

3. Sollten sich im Sorption Solution und/oder in der Wash Solution A Salzkristalle
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gebildet haben, erwéarmen Sie die Ldsungen auf maximal 50 °C, bis sich der
Niederschlag vollstandig aufgeldst hat.

Wenn nicht anders angegeben, werden alle folgenden Arbeitsschritte bei
Raumtemperatur, alle Zentrifugationsschritte mit 10.000-13.000 min™
(6.700-11.000 x g) ausgefihrt.

DNA-Extraktion aus pflanzlichen und tierischen
Gewehen und Organen

Nehmen Sie fiir die DNA-Extraktion 20—40 mg des tierischen oder 50-100 mg des
pflanzlichen Gewebes.

1. (R) Zerkleinern von Proben mit dem Kunststoff-Pistill (im Lieferumfang
enthalten):

a. Geben Sie das Gewebestiick in ein sauberes 1,5-ml-Rdhrchen.

b. Geben Sie zur Probe hinzu:
m 200 pl Lysis Solution AS,
= 70-100 mg Korund.

c. Zerreiben Sie die Probe sorgféltig mit dem Kunststoff-Pistill im
1,5-ml-Réhrchen.

d. Geben Sie 300 pl Lysis Solution AS zur Probe hinzu und mischen Sie.

1. (B) Zerkleinern von Proben mit Mdrser und Pistill (nicht im Lieferumfang
enthalten):

a. Geben Sie das Gewebestlick in den Marser.

b. Geben Sie zur Probe hinzu:

= 100 pl deionisiertes Wasser,
w200 pl Lysis Solution AS,
= 300-500 mg Korund.
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c. Zerreiben Sie die Probe sorgfaltig mit dem Pistill.
d. Geben Sie 300 pl Lysis Solution AS zur Probe hinzu und mischen Sie.

e. Uberfilhren Sie den Ansatz in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen.

. (C) Lyse der Proben (Mausschwinzen oder anderen Proben tierischen
Ursprungs) ohne Zerkleinern:

a. Geben Sie das Gewebestiick in ein sauberes 1,5-ml-Rdhrchen.
b. Geben Sie 500 pl Lysis Solution AS zur Prabe hinzu.

. Erwarmen Sie den Elution Bufferim auf 55 °C eingestellten Heizblock.

. Geben Sie zur Probe hinzu:

o 5yl ANase A,
o 10yl Proteinase K,
Mischen Sie.

. Fiir (A) und (B): Inkubieren Sie die Probe 20 Minuten bei 55 °C und vortexen Sie

zwischendurch ein- bis zweimal.

Fiir (C): Inkubieren Sie die Probe hei 55 °C bis die Lyse abgeschlossen ist
(1-4 Stunden unter gelegentlichem Vortexen fiir kleinere Gewebestiicke, iiber
Nacht fiir Mausschwanze oder gréBere Gewebestiicke). Im Lysat kénnen Reste
wie Knochen, Haare und Knorpel verbleiben, die nicht auf diese Weise lysiert
werden kénnen.

. Geben Sie 350 pl Sorption Solution zur Probe hinzu. Vortexen Sie, bis eine
homogene Losung entstanden ist.

. Zentrifugieren Sie die Probe 10 Minuten lang.

. Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgefaB. Geben Sie
den Uberstand auf die Saule (maximal 800 ul pro Ladung) und zentrifugieren

Sie 60 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Séulendurchfluss mitsamt dem
SammelgefaB und stecken Sie die Saule in ein neues Sammelgefal.

. Geben Sie 500 pl Wash Solution A auf die Séule und zentrifugieren
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10.

Sie 30 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Séaulendurchfluss mitsamt dem
SammelgefaB und stecken Sie die Saule in ein neues SammelgefaB.

Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Saule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Saulendurchfluss und SammelgeféR werden wiederum verworfen.

Stecken Sie die Saule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl des auf 55 °C vorgewdrmten Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
isalierte DNA befindet sich nun im Eluat.

DNA-Extraktion aus Wangenabstrichen

Erwarmen Sie den Elution Bufferim auf 55 °C eingestellten Heizblock.

Geben Sie 500 pl Lysis Solution ASin ein 1,5-ml-Réhrchen. Spiilen Sie den Tupfer
mit dem Wangenabstrich mit Lysis Solution AS gut aus. Rollen Sie den Tupfer mit

Druck an der Innenwand des Réhrchens entlang, um so viel Fliissigkeit wie mdglich
herauszudriicken.

Geben Sie 10 pl Proteinase K zur Probe hinzu und mischen Sie.

Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten bei 55 °C und vortexen Sie zwischendurch
ein- his zweimal.

Geben Sie 300 ul Sorption Solution zur Probe hinzu. Vortexen Sie, bis eine
homogene Losung entstanden ist.

Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgeféaB. Geben Sie
das Lysat auf die Saule und zentrifugieren Sie 45 Sekunden lang. Verwerfen Sie
den Saulendurchfluss mitsamt dem Sammelgefal und stecken Sie die Saule in ein
neues Sammelgefas.

Geben Sie 500 pl Wash Solution A auf die Séule und zentrifugieren
Sie 30 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Saulendurchfluss mitsamt dem
Sammelgeféa und stecken Sie die Saule in ein neues Sammelgefal.

Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Saule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Sdulendurchfluss und Sammelgefal werden wiederum verworfen.
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Stecken Sie die Saule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl des auf 55 °C vorgewarmten Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
isolierte DNA befindet sich nun im Eluat.

DNA-Extraktion aus Vollblut

Das Kit wurde fiir die DNA-Extraktion aus 100 pl Vollblut (frisch oder gefroren, mit
EDTA, Citrat oder Heparin stabilisiert) optimiert. Schwenken Sie die Blutprabe durch
Invertieren, his eine homogene Suspension entstanden ist. Uberfihren Sie dann 100 pl
Probe in ein separates 1,5-ml-Rchrchen.

> Lo~

Erwdrmen Sie den Elution Bufferim auf 55 °C eingestellten Heizblock.
Geben Sie 400 pl Lysis Solution ASin das 1,5-ml-Réhrchen mit 100 ul Vollblut.
Geben Sie 10 yl Proteinase K zur Probe hinzu und mischen Sie.

Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten bei 55 °C und vortexen Sie zwischendurch
ein- bis zweimal.

Geben Sie 300 pl Sorption Solution zur Prabe hinzu. Vortexen Sie, bis eine
homogene Ldsung entstanden ist.

Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgefaB. Geben Sie
das Lysat auf die Saule und zentrifugieren Sie 45 Sekunden lang. Verwerfen Sie
den Saulendurchfluss mitsamt dem Sammelgefal und stecken Sie die Séule in ein
neues Sammelgefah.

Geben Sie 500 pl Wash Solution A auf die Séule und zentrifugieren
Sie 30 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Séulendurchfluss mitsamt dem
SammelgefaB und stecken Sie die Saule in ein neues Sammelgefal.

Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Séule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Saulendurchfluss und SammelgefaR werden wiederum verworfen.

Stecken Sie die Séule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl des auf 55 °C vorgewérmten Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
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isolierte DNA befindet sich nun im Eluat.

DNA-Extraktion aus Leukozyten

Eine Vorisolierung der Leukozyten gewahrleistet eine hthere DNA-Ausbeute im
Vergleich zur DNA-Extraktion aus Vollblut. Das empfohlene Volumen der Vollblutprobe
fir die Leukozytenisolierung betragt 1 ml.

1.

Bereiten Sie 8 ml 1x Red Blood Cell Lysis Buffer fiir die Isolierung der Leukozyten
aus 1 ml Vollblut wie folgt vor: Mischen Sie 900 ul 10x Red Blood Cell Lysis
Buffer mit 8,1 ml deionisiertem Wasser in einem 15-ml-Réhrchen.

Erwérmen Sie den Elution Bufferim auf 55 °C eingestellten Heizblock.

Mischen Sie 1 ml Vollblut mit 9 ml 1x Red Blood Cell Lysis Bufferin einem
15-ml-Réhrchen. Mischen Sie gut und inkubieren Sie den Ansatz 5 Minuten bei
Raumtemperatur.

Zentrifugieren Sie die Prabe 5 Minuten bei 300 x g. Verwerfen Sie den
Uberstand. Das Pellet enthélt isolierte Leukozyten.

Resuspendieren Sie das Zellpellet in 100 pl PBS und iiberfiihren Sie die
Zellsuspension in ein neues 1,5-ml-Rohrchen.

Geben Sie zur Probe hinzu:

o 400 ul Lysis Solution AS,

o 5yl ANase A,

o 10 ul Proteinase K,
Mischen Sie.

Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten bei 55 °C und vortexen Sie zwischendurch
gin- his zweimal.

Geben Sie 300 pl Sorption Solution zur Probe hinzu. Vortexen Sie, bis eine
homogene Losung entstanden ist.

Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgefaB. Geben Sie
das Lysat auf die Saule und zentrifugieren Sie 45 Sekunden lang. Verwerfen Sie
den Saulendurchfluss mitsamt dem Sammelgefal und stecken Sie die Saule in ein
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neues Sammelgefan.

10. Geben Sie 500 pl Wash Solution A auf die Séule und zentrifugieren
Sie 30 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Saulendurchfluss mitsamt dem
SammelgeféB und stecken Sie die Saule in ein neues Sammelgefah.

11. Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Sdule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Saulendurchfluss und Sammelgefal werden wiederum verworfen.

12. Stecken Sie die Saule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl des auf 55 °C vorgewdrmten Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
isolierte DNA befindet sich nun im Eluat.

DNA-Extraktion aus Saugetierzellen und
gramnegativen Bakterien

In die DNA-Extraktion sollten nicht mehr als 5 x 10° Saugetierzellen und 10°
gramnegativen Bakterienzellen eingesetzt werden.

Adhérente Séugetierzellen: Losen Sie die Zellen mit einer geeigneten Methade vom
Kulturgefat, z. B. durch Behandlung mit Trypsinldsung. Die Zellen werden dann

5 Minuten bei 300 x g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Resuspendieren
Sie das Zellpellet in 100 pl PBS und tberfiihren Sie die Zellsuspension in ein neues
1,5-ml-Réhrchen.

Suspensionskultur: Entnehmen Sie das Kulturvolumen mit der bendtigten Zellmenge.
Die Zellen werden dann 5 Minuten bei 300 x g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Resuspendieren Sie das Zellpellet in 100 pl PBS und tiberfiihren Sie die
Zellsuspension in ein neues 1,5-ml-Réhrchen.

Bakterienkultur: Entweder auf festen oder in flissigen Nahrmedien geziichtete
Bakterien werden durch Zentrifugation fir 5 Minuten bei 3000-5000 x g gesammelt
und der Uberstand verworfen. Resuspendieren Sie das Zellpellet in 100 pl PBS und
tiberfiihren Sie die Zellsuspension in ein neues 1,5-ml-Rdhrchen.
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. Erwérmen Sie den Elution Bufferim auf 55 °C eingestellten Heizblock.

. Geben Sie zur Probe hinzu:

o 400 ul Lysis Solution AS,

o 5l ANase A,

o 10 ul Proteinase K,
Mischen Sie.

. Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten bei 55 °C und vortexen Sie zwischendurch

ein- his zweimal.

. Geben Sie 300 ul Sorption Solution zur Prabe hinzu. Vortexen Sie, bis eine
homogene Losung entstanden ist.

. Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgefaR. Geben Sie
das Lysat auf die Saule und zentrifugieren Sie 45 Sekunden lang. Verwerfen Sie
den Saulendurchfluss mitsamt dem Sammelgefal und stecken Sie die Saule in ein
neues Sammelgefas.

. Geben Sie 500 pl Wash Solution A auf die Saule und zentrifugieren
Sie 30 Sekunden lang. Verwerfen Sie den Saulendurchfluss mitsamt dem
Sammelgefal und stecken Sie die Séule in ein neues Sammelgefén.

. Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Sdule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Saulendurchfluss und Sammelgefal werden wiederum verworfen.

. Stecken Sie die Saule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl des auf 55 °C vorgewérmten Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
isolierte DNA befindet sich nun im Eluat.

Anmerkung

Fiir eine hohere DNA-Endkonzentration kann mit geringeren Volumina an Elutionspuffer
eluiert werden — jedoch nicht mit weniger als 50 pl, weil die Séulenmembran dann
mdglicherweise nicht vollstandig benetzt wiirde, was zu einem teilweisen DNA-Verlust
fiihren konnte. Fiir eine hohere DNA-Ausbeute kann mit groBeren Volumina
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an Elutionspuffer (100 ul) eluiert werden

Die DNA-Elution mit auf + 55 °C vorgewarmtem Elutionspuffer gewahrleistet eine
optimale DNA-Ausbeute. Die Elution mit kaltem Elutionspuffer (bei Raumtemperatur)
ist zwar auch mdglich, reduziert die DNA-Ausbeute jedoch deutlich (um 30-50 %).

Um die maximale DNA-Ausheute zu erzielen, konnen zwei Elutionsschritte ausgefiihrt
werden.

Falls notwendig, kann die Elution auch mit deionisiertem Wasser erfolgen.

Bei der DNA-Konzentrationshestimmung verwenden Sie zum Verdiinnen der
DNA-Probe hitte ausschlietlich TE-Puffer pH 8,5 oder den Elution Buffer aus dem Kit.
Andernfalls kénnten die Reinheit der DNA-Probe (aus dem Verhéltnis Aogy/Asg,) und die
DNA-Konzentration (Ag) falsch abgeschétzt werden.

Lagerung der isolierten DNA: im Gefrierfach (-20 °C), kurzfristig bei +4 °C.
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