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Handbuch fiir das LumiSpin® GEL, DNA-Isolations-

Spin-Kit fiir Agarosegel

Dieses Kit dient der schnellen (ca. 20 Minuten) und effizienten (Aygy/Asgy > 1,8)
DNA-Extraktion aus Agarosegelen oder DNA-Aufreinigung aus Reaktionsansétzen. Die
im Kit enthaltenen Séulchen binden bis zu 5 oder 20 g DNA mit Fragmentldngen von
70-10.000 bp, wobei die Riickgewinnungsrate aus Agarosegelen mindestens 50 %
und aus Reaktionsansatzen mindestens 75 % betrégt. Die extrahierte DNA eignet sich

fir alle géngigen molekularbiologischen Verfahren, u. a. fiir PCR, Ligation,

Transformation, Markierungsreaktionen, Restriktionsverdau und Sequenzierung

(Sanger- und NGS-Verfahren).

Bestandteile
Komponente Anzahl
13793 23793 15793 25793
10 preps 50 preps 10 preps 50 preps
(5 pg) (5 pg) (20 pug) (20 pg)
11164, Spin column (up to 5 ug), 10 pcs 1 — — —
21164, Spin column (up ta 5 pg), 50 pes — 1 — —
12164, Spin column (up to 20 pg), 10 pes — — 1 —
22164, Spin column (up to 20 ug), 50 pcs — — — 1
D1450, Neutralisierungspuffer / Neutralization
1 1 1 1
Buffer, 2 mL

K3450, Gel-Solubilisierungspuffer / Gel
Solubilization Buffer, 10 mL

K2250, Waschldsung B / Wash Solution B
(Konzentrat muss mit 96%igem Ethanol 5-fach 1 1 1
verdiinnt werden), 10.0 mL

D1350, Elutionspuffer / Elution Buffer (10 mM
Tris-HCl pH 8.5), 1.5 mL
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Sammelgefat fiir Zentrifugationssaulchen, 2 ml 10 50 10 50

53450, Gel-Solubilisierungspuffer / Gel

Solubilization Buffer, 50 mL

Transport und Lagerung bei Raumtemperatur.

Haltharkeit: 12 Monate.

Benaotigte, aber nicht mitgelieferte Gerate und
Materialien:

Laborwaage mit einer Genauigkeit von mindestens 0,01 g

Heizblock oder Wasserbad

Tischzentrifuge mit mindestens 10.000 min™ (6.700 x g) und Rotor fiir
1,5-ml-Réhrchen

1,5-ml-Zentrifugenrghrchen (2 Rohrchen pro DNA-Extraktion aus einer Prabe)
96 % Ethanol (4-faches Volumen der Wash Solution B, die als Konzentrat
geliefert wird)

Isopropanal (ca. 100 pl pro Probe)

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 Sie die Zugabe auf dem Deckel.

Sollten sich im Gel Solubilization Buffer Salzkristalle gebildet haben, erwarmen Sie
die Losung auf maximal 50 °C, his sich der Niederschlag vollstandig aufgeldst hat.
Lassen Sie die Losung auf 25 °C abkdihlen.
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DNA-Extraktion aus Agarosegel

1. Stellen Sie den Heizblock auf 50 °C ein.

2. Schneiden Sie die gewiinschte DNA-Bande mit einem Skalpell oder Messer aus
dem Gel heraus. Entnehmen Sie dabei mdglichst wenig vom die DNA-Bande
umgebenden Gel.

! Setzen Sie das zu isolierende DNA-Fragment nicht langer als nétig dem UV-Licht
aus und legen Sie das Gel wéhrend der Bestrahlung auf eine Glas- oder
Kunststoffplatte. UV-induzierte DNA-Schéden werden dadurch minimiert.

3. Wiegen Sie ein leeres 1,5-ml-Réhrchen und stellen Sie die Waage auf null.
Uberfiihren Sie das entnommene Gelstiick in das 1,5-ml-Réhrchen und wiegen Sie
es erneut. Notieren Sie das Gewicht des Gelstiicks.

4. Versetzen Sie das Gelstiick mit 4 pl Gel Solubilization Buffer pro mg Agarosegel
(z.B. 400 pl Gel Solubilization Buffer auf ein 100 mg schweres Gelstiick).

! Arbeiten Sie mit mehreren DNA-Proben gleichzeitig, so empfiehlt es sich,
in jedes Réhrchen dasselbe Volumen an Gel Solubilization Buffer, bezogen auf das
Gewicht des schwersten Gelstiicks, zu pipettieren.

5. Inkubieren Sie die Probe 10 Minuten bei 50 °C, bis sich das Agarosegel vollsténdig
aufgeldst hat. Schwenken Sie das Réhrchen zwischendurch gelegentlich durch
Invertieren.

! Fiir Gele mit mehr als 2 % Agarosegehalt verlangern Sie die Inkubationszeit, bis
sich das Gel vollsténdig aufgeldst hat.

6. Stellen Sie nach vollstandigem Aufldsen des Gelstiicks sicher, dass die Losung gelb
geférbt ist. Sollte die Losung violett sein, geben Sie 5 ul Neutralization Buffer pro
1000 pl Prabe hinzu. Sobald Sie mischen, schldgt die Farbe wieder von violett
nach gelb um.

Der Gel Solubilization Buffer enthélt einen Farbindikator zur Kontrolle des
optimalen pH-Wertes, bei dem DNA am besten an die Saulenmembran bindet. Fine
Violettfarbung der Lésung zeigt eine unerwiinschte Erhéhung des pH-Wertes an.
In diesem Fall wird der pH-Wert durch Zugabe von Neutralization Buffer wieder
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8. Fiigen Sie dem Ansatz 1 pl Isopropanol pro mg ausgeschnittenem Gelstiick zu
(z.B. 100 pl Isopropanol zu einer Prabe mit einem Ausgangsgewicht des Gelstiicks
von 100 mg). Mischen Sie die Lésung.

in den optimalen Bereich abgesenkt.

7. Lassen Sie die Rhrchen auf Raumtemperatur abkiihlen.
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DNA-Aufreinigung

Alle folgenden Arbeitsschritte werden bei Raumtemperatur, alle Zentrifugationsschritte
mit 10.000—13.000 min” (6.700-11.000 x g) ausgefiihrt.

1.

Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein SammelgefaB. Geben Sie
die Probe auf die Sdule (maximal 900 pl pro Ladung) und zentrifugieren

Sie 30 Sekunden lang. Entnehmen Sie die Saule aus dem Sammelgefas, verwerfen
Sie den Durchfluss und stecken Sie die Saule in das SammelgefaB zuriick. Betragt
das Volumen der Probe mehr als 900 pl, geben Sie nun das restliche Volumen der
Probe auf die Sdule und wiederhalen Sie den Zentrifugationsschritt.

Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Saule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Entnehmen Sie die Saule aus dem SammelgefaR, verwerfen Sie den
Durchfluss und stecken Sie die Sdule in das Sammelgefél zuriick.

(optional] Wiederholen Sie den Waschschritt. Geben Sie 500 ul Wash
Solution B auf die Séule und zentrifugieren Sie 3 Minuten lang. Verwerfen Sie den
Durchfluss mitsamt dem Sammelgefa.

Stecken Sie die Séule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie

10-50 pl (falls DNA-Bindekapazitat der Séule 5 g ist) oder 25—100 pl (falls
DNA-Bindekapazitét der Saule 20 ug ist) Elution Bufferin die Mitte der Membran.
Nach einer Minute bei Raumtemperatur zentrifugieren Sie 60 Sekunden lang. Die
isolierte DNA befindet sich nun im Eluat.

! Fiir eine héhere DNA-Endkonzentration kann mit geringeren Volumina

an Elutionspuffer eluiert werden — jedoch nicht mit weniger als 10 ul (DNA-
Bindekapazitét der Séule ist 5 ug) oder 25 ul (DNA-Bindekapazitét der Séule ist
20 ugl, weil die Sdulenmembran dann maglicherweise nicht vollstandig benetzt
wiirde, was zu einem teilweisen DNA-Verlust fiihren kdnnte. Fiir eine hihere
DNA-Ausbeute sollte mit gréBeren Volumina an Elutionspuffer (50 ul falls DNA-
Bindekapazitét der Séule 5 g ist oder 100 ul falls DNA-Bindekapazitét der Séule
20 ug ist] eluiert werden.

! Falls notwendig, kann die Elution auch mit deionisiertem Wasser erfolgen.
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DNA-Aufreinigung aus enzymatischen

Reaktionsansitzen
1. Geben Sie zum Reaktionsansatz den Gel Solubilization Bufferim Verhaltnis 1+4

hinzu (z. B. 400 pl Gel Solubilization Buffer zu 100 ul Reaktionsansatz).

Stellen Sie sicher, dass die Lésung gelb geférbt ist. Sollte die Lésung violett sein,
geben Sie 5 pl Neutralization Buffer pro 1000 pl Probe hinzu. Sobald Sie mischen,
schlagt die Farbe wieder von violett nach gelb um.

Der Gel Solubilization Buffer enthélt einen Farbindikator zur Kontrolle des
optimalen pH-Wertes, bei dem DNA am besten an die Saulenmembran bindet. Eine
Violettfarbung der Ldsung zeigt eine unerwiinschte Erhéhung des pH-Wertes an.
In diesem Fall wird der pH-Wert durch Zugabe von Neutralization Buffer wieder

in den optimalen Bereich abgesenkt.

Fiigen Sie dem Ansatz Isopropanol im Verhéltnis 1+ 1 bezogen auf das anfangliche
Prabenvolumen hinzu (z.B. 100 pl Isoprapanol auf 100 pl Ausgangsvolumen des
enzymatischen Reaktionsansatzes, der mit 400 pl Gel Solubilization Buffer
gemischt wurde). Mischen Sie die Lésung.

4. Befolgen Sie den Abschnitt «DNA-Aufreinigung» weiter oben.

Anmerkung

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 Verhaltnis Aysy/Asg) und die

DNA-Konzentration (A,,) falsch abgeschatzt werden.

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