SELL Forensic Kit

Datenblatt

Artikel-Nr. BS44.811.0010 10 Aufreinigungen
BS44.811.0050 50 Aufreinigungen
BS44.811.0250 250 Aufreinigungen

Sicherheitsanweisungen

Bitte gehen Sie mit allen Materialien und Reagenzien, die im Kit enthalten sind,
vorsichtig um. Es sollten immer Handschuhe getragen und Hautkontakt vermieden
werden!

Bei Kontakt mit Augen oder Haut sofort mit viel Wasser abspiulen!

Lagerung

Das Forensic Kit sollte trocken und bei Raumtemperatur (14-25°C) gelagert werden.
Unter diesen Bedingungen ist es mindestens 6 Monate stabil. Vor jeder Nutzung sollten
alle Komponenten Raumtemperatur haben. Kristalle, die sich eventuell wahrend der
Lieferung bzw. Lagerung gebildet haben, kénnen durch vorsichtiges Erwarmen geldst
werden.

Qualitatskontrolle und technische Unterstiitzung

Alle Produkte von Bio&SELL werden umfassenden Qualitatskontrollen unterzogen.
Dadurch wird gewahrleistet, dass sie bei vorschriftsméafRiger Anwendung einwandfrei
funktionieren. Die Komponenten jedes Bio&SELL Forensic Kit wurden in der Isolierung
von DNA aus Haarwurzeln getestet und die extrahierte DNA einer nachfolgenden
Amplifikation unterzogen.

Sollten Fragen oder Probleme auftreten, kontaktieren Sie uns bitte telefonisch unter:
09128 — 724 32 32.

Wir behalten uns das Recht vor, Anderungen zur Verbesserung der Durchfiihrung und
am Design vorzunehmen.

Nur flr die Forschung!
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Kit-Komponenten

Wichtige Hinweise zur Lagerung:

¢ Alle Komponenten, bis auf die Proteinase K, sollten bei
Raumtemperatur gelagert werden.

e Lagerung der lyophylisierten Proteinase K: bei -20°C

e Lagerung der gelésten Proteinase K: bei -20°C; die Lagerung in
Aliquots wird empfohlen, da wiederholtes Einfrieren und
Auftauen die Aktivitat des Enzyms drastisch reduziert.

10 50 2L
Praparation | Praparation Praparatione
en en
n
Lysepuffer TLS 5ml 25 ml 120 ml
Blnc_ll%psuffer 5 ml 25 ml 120 ml
fir 0,3 ml y .
Proteinase K | Arbeitslosun fur_l,&? ml | fir 5.X 15 ml
g Arbeitslosung | Arbeitslésung
Waschouffer 3 ml 15 ml 70 ml
Hsp (Endvolumen | (Endvolumen | (Endvolumen
6 ml) 30 ml) 140 ml)
Waschouffer 3 mi 15 ml 60 ml
Mg (Endvolumen | (Endvolumen | (Endvolumen
10 ml) 50 ml) 200 ml)
Elutionspuffer 2 ml 10 ml 30 mi
Zentglgld?eaglons 10 50 5 50
sammelubes 40 4 x50 20 x 50
E'“t'logsr‘;‘fbes 10 50 5 x 50
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e Geben Sie 3
ml 96 — 99,8%
Etha-nol zur
Flasche mit
Waschpuffer
HS. Grindlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Geben Sie 7
ml 96 — 99,8%
Etha-nol zur
Flasche mit
Waschpuffer
MS. Griindlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Losen Sie die
Proteinase K
durch Zugabe
von 0,3 ml
ddH,0.
Grindlich
mischen.

Wichtige Schritte
vor Beginn

e Geben Sie 15
ml 96 — 99,8%
Etha-nol zur
Flasche mit
Waschpuffer
HS. Grindlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Geben Sie 35
ml 96 — 99,8%
Etha-nol zur
Flasche mit
Waschpuffer
MS. Griindlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Losen Sie die
Proteinase K
durch Zugabe
von 1,5 ml
ddH,0.
Grindlich
mischen.

e Geben Sie 70
ml 96 — 99,8%
Ethanol zur
Flasche mit
Waschpuffer HS.
Griundlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Geben Sie 140
ml 96 — 99,8%
Ethanol zur
Flasche mit
Waschpuffer
MS. Griindlich
mischen und
Flasche stets
dicht
verschlossen
halten!

e Losen Sie die
Proteinase K
jeweils durch
Zugabe von 1,5
ml ddH,0.
Griundlich
mischen.

Nicht im Kit enthaltene Komponenten

Optional: RNase A (100 mg/ml)
e Optional: 1 M DTT

¢ 1,5 ml Reaktionsgefalie

e 96 —99,8% Ethanol

L ddeO
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Wichtig vor Arbeitsbeginn

Heizen Sie einen Thermomixer oder ein Wasserbad auf 50°C vor (optional:
42°C fir Ubernachtinkubationen)

Stellen Sie sicher, dass Waschpuffer HS, Waschpuffer MS und die Proteinase
K gemal der obigen Instruktionen vorbereitet sind

Alle Zentrifugationsschritte sollten bei Raumtemperatur durchgeftihrt werden

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen des Ausgangsmaterials

Wichtige Hinweise

Wird der Bio&SELL Forensic Kit fir andere Ausgangsmaterialien als die im
Protokoll beschriebenen forensischen Proben eingesetzt, sollte eines der
Protokolle zur Praparation ausgewahlt werden.

Die Isolierung von DNA aus Proben sehr geringer Menge kann eventuell durch
die Zugabe von Carrier-RNA wéahrend des Bindungsschrittes unterstutzt
werden (z.B. Poly(A)-RNA; Roche Diagnostics; No. 108626). RNA in RNase-
freiem Wasser resuspendieren, um eine Losung mit Endkonzentration von 1
pg/ul zu erhalten. Aliquotieren und bei -20°C lagern. Die Aliquots nicht mehr
als dreimal einfrieren und auftauen! Wir empfehlen die Zugabe von 1 pl
Carrier-RNA pro Probe.
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Funktionsweise

S ﬂ«#ﬂﬂg\ih—j@—j

Lyse des Ausgangsmaterials

Binden der DNA an der Saule

Waschen der gebundenen DNA

Elution der DNA

Bio&SELL

Lohweg 27
90537 Feucht bei Nirnberg

E-Mail: info@bio-sell.de

Internet: www.bio-sell.de

Fon : +49 (0) 9128 — 724 32 32
Fax : +49 (0) 9128 — 724 32 33
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Protokoll 1: Isolierung von DNA aus Wangenabstrichen

Wichtiger Hinweis: Um die maximale Ausbeute an DNA zu erzielen ist es wichtig,

den Tupfer mit dem Wangenabstrich wahrend der gesamten Lysezeit in dem 1,5
ml Reaktionsgefald zu lassen. Der Stiel des Tupfers kann abgeschnitten werden,
um den Deckel des Reaktionsgefalies zu schlielRen. Wird der Tupfer zu frih aus

dem Gefal entfernt, fihrt dies zu einer dramatisch reduzierten Ausbeute!

1. Den Tupfer mit dem Wangenabstrich in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tberfihren.
400 ul Lysepuffer TLS und 25 pl Proteinase K zugeben. Durch mehrmaliges
Vortexen flr insgesamt 5 Sekunden grtndlich mischen. Bei 50°C fur 10 — 15 min
inkubieren, moglichst unter Schitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein
kontinuierliches Schutteln nicht mdglich ist, die Probe wahrend der Inkubation 3 — 4
mal vor-texen. Nach Ablauf der Lysezeit den Tupfer griindlich an der Wand des
ReaktionsgefalRes ausdriicken und dann aus dem Tube entfernen.

Hinweis: Falls erforderlich, kann an dieser Stelle ein RNA-Verdau stattfinden. 4 pl
RNase A (100 mg/ml) zugeben, kurz vortexen und die Probe 5 min bei

Raumtemperatur inkubieren.

2. 400 ul Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grandlich mischen, bis eine homogene Lésung

entsteht.

3. Eine Zentrifugationssaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.
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4. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pl Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschlieRen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlie3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml
Sammeltube stellen

6. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchflu3

verwerfen. Zentrifugationsséaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

7. Zentrifugationssaule 6ffnen und 50 — 100 ul Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fir 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fur 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer durchgefuhrt werden.

Hinweis: Die DNA kann auch mit geringeren oder mit hoheren Volumina an
Elutionspuffer eluiert werden als oben angegeben. Bei geringeren Volumina an
Elutionspuffer erhdht sich die Endkon-zentration der DNA. Die extrahierte DNA
sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur Langzeitlagerung wird eine Temperatur
von - 20°C empfohlen.

Protokoll 2: Isolierung von DNA aus Abstrichen von

verschiedenen Oberflachen (z.B. Tassen, Flaschen,

Fingerabdricken etc.)

Wichtiger Hinweis: Um die maximale Ausbeute an DNA zu erzielen ist es wichtig,

den Tupfer mit dem Abstrich wahrend der gesamten Lysezeit in dem 1,5 ml

Reaktionsgefald zu lassen. Der Stiel des Tupfers kann abgeschnitten werden, um
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den Deckel des ReaktionsgefalRes zu schlieRen. Wird der Tupfer zu frith aus dem

Gefal entfernt, fihrt dies zu einer dramatisch reduzierten Ausbeute!

1. Den Tupfer mit dem Abstrich in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihren. 400 pl
Lysepuffer TLS und 25 ul Proteinase K zugeben. Durch mehrmaliges Vortexen fur
insgesamt 5 Sekunden grindlich mischen. Bei 50°C fur 1 Stunde inkubieren,
maoglichst unter Schitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein kontinuierliches
Schtteln nicht méglich ist, die Probe wahrend der Inkubation 3 — 4mal vortexen.
Nach Ablauf der Lysezeit den Tupfer griindlich an der Wand des Reaktionsgefalies
ausdricken und dann aus dem Tube entfernen.

Hinweis: Falls erforderlich, kann an dieser Stelle ein RNA-Verdau stattfinden. 4 pl
RNase A (100 mg/ml) zugeben, kurz vortexen und die Probe 5 min bei

Raumtemperatur inkubieren.

2. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich mischen, bis eine homogene Ldsung

entsteht.

3. Eine Zentrifugationsséule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlieBen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hoherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

4. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pul Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschlie3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchfluf3 verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.
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5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlie3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen

6. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchflu3

verwerfen. Zentrifugationsséaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

7. Zentrifugationssaule 6ffnen und 50 — 100 ul Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fir 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fur 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer durchgefihrt werden.

Hinweis: Die DNA kann auch mit geringeren oder mit héheren Volumina an
Elutionspuffer eluiert werden als oben angegeben. Bei geringeren Volumina an
Elutionspuffer erhdht sich die Endkon-zentration der DNA. Die extrahierte DNA
sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur Langzeitlagerung wird eine Temperatur
von - 20°C empfohlen.

Protokoll 3: Isolierung von DNA aus Blutspuren,

Speichelspuren, Briefmarken, Briefumschlagen, Sperma etc.

1. Das Material, welches die Spuren enthélt, in kleine Stlicke schneiden und in ein
1,5 ml Reaktionsge-faf tberfihren. 400 pl Lysepuffer TLS und 25 pl Proteinase K
zugeben.

Fur Sperma: Zusatzlich 30 ul 1 M DTT zu dem Lysepuffer/Proteinase K-Mix geben.
Durch mehrmaliges Vortexen fur insgesamt 5 Sekunden griindlich mischen. Bei 50°C
fur mindestens 2 Stunden inkubieren, moglichst unter Schitteln (z.B. in einem
Thermomixer). Falls ein kontinuierliches Schutteln nicht moglich ist, die Probe

wahrend der Inkubation 3 — 4mal vortexen.
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2. Bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 1 min zentrifugieren, um nicht-lysiertes Material zu

entfernen. Den Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihren.

3. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grandlich mischen, bis eine homogene Lésung

entstent.

4. Eine Zentrifugationssaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlielRen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hdherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchfluld verwerfen. Zentrifugationsséaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pul Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschliel3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.

6. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul® verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen

7. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit flr 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchfluf3

verwerfen. Zentrifugationssaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

8. Zentrifugationssaule 6ffnen und 30 pl Elutionspuffer zugeben. Bei

Raumtemperatur fr 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fir 1 min
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zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer (je 30 ul) durchgefiihrt werden.
Hinweis: Die extrahierte DNA sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur

Langzeitlagerung wird eine Temperatur von - 20°C empfohlen.

Protokoll 4: Isolierung von DNA aus Haarwurzeln,

Barthaaren, Fingernageln etc.

1. Das Material, welches die Spuren enthélt, in kleine Stlicke schneiden und in ein
1,5 ml Reaktionsge-faf tiberfuhren. 400 pl Lysepuffer TLS und 25 pl Proteinase K
zugeben. 30 ul 1 M DTT zu dem Lyse-puffer/Proteinase K-Mix geben und durch
mehrmaliges Vortexen fir insgesamt 5 Sekunden grundlich mischen. Bei 50°C fur
mindestens 2 Stunden oder Uber Nacht bei 42°C inkubieren, mdglichst unter
Schitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein kontinuierliches Schiitteln nicht
maglich ist, die Probe wahrend der Inkubation 3 — 4mal vortexen.

Wichtig: Sicherstellen, dass die Haarwurzeln wahrend der gesamten Lysezeit von

dem Lysepuffer bedeckt sind!

2. Bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 1 min zentrifugieren, um nicht-lysiertes Material zu
entfernen. Den Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal uberfiihren.

3. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grandlich mischen, bis eine homogene Lésung
entsteht.

4. Eine Zentrifugationsséaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die

Zentrifugationszeit verlangern.
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Das Sammeltube mit dem Durchflufd verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pl Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschlieRen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.

6. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul® verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen

7. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fiir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchfluf3

verwerfen. Zentrifugationssaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

8. Zentrifugationssaule 6ffnen und 30 ul Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fir 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fur 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer (je 30 pl) durchgefiihrt werden.

Hinweis: Die DNA kann auch mit geringeren oder mit hoheren Volumina an
Elutionspuffer eluiert werden als oben angegeben. Bei geringeren Volumina an
Elutionspuffer erhdht sich die Endkon-zentration der DNA. Die extrahierte DNA
sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur Langzeitlagerung wird eine Temperatur

von - 20°C empfohlen.
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Protokoll 5: Isolierung von DNA aus Zigarettenstummeln

1. Ein kleines Stiick (3 —5 mm) von dem braunen Filterpapier oder von dem Filter
abschneiden und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfuhren. 400 pl Lysepuffer TLS
und 25 pl Proteinase K zugeben. Durch mehrmaliges Vortexen fir insgesamt 5
Sekunden gruindlich mischen. Bei 50°C fur mindestens 2 Stunden oder Gber Nacht
bei 42°C inkubieren, moglichst unter Schitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein
kontinuierliches Schitteln nicht méglich ist, die Probe wahrend der Inkubation 3 —

4mal vortexen.

2. Bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren, um nicht-lysiertes Material zu
entfernen. Den Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihren.

Hinweis: Falls erforderlich, kann an dieser Stelle ein RNA-Verdau stattfinden. 4 pl
RNase A (100 mg/ml) zugeben, kurz vortexen und die Probe 5 min bei

Raumtemperatur inkubieren.

3. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grandlich mischen, bis eine homogene Lésung

entsteht.

4. Eine Zentrifugationssaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pul Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschliel3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
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Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentri-fugationsséaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.

6. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlieRen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml
Sammeltube stellen

7. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fiir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchflul?

verwerfen. Zentrifugationssaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

8. Zentrifugationssaule 6ffnen und 30 ul Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fir 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fur 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer (je 30 ul) durchgefihrt werden.

Hinweis: Die extrahierte DNA sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur

Langzeitlagerung wird eine Temperatur von - 20°C empfohlen.

Protokoll 6: Isolierung von DNA aus Kaugummi

1. Einen Teil des Kaugummis in kleine Stiicke schneiden und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® dberfuhren. 400 pl Lysepuffer TLS und 25 ul Proteinase K
zugeben. Durch mehrmaliges Vortexen fur insgesamt 5 Sekunden griindlich
mischen. Bei 50°C fir mindestens 2 Stunden oder tber Nacht bei 42°C inkubieren,
moglichst unter Schitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein kontinuierliches

Schutteln nicht moglich ist, die Probe wahrend der Inkubation 3 — 4mal vortexen.

2. Bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren, um nicht-lysiertes Material zu

entfernen. Den Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihren.
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3. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich mischen, bis eine homogene Lésung
entsteht.

4. Eine Zentrifugationsséaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlielRen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hoherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pul Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschliel3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul® verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.

6. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlieen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul® verwerfen. Zentri-fugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen

7. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstan-dig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchfluf3

verwerfen. Zentrifugationssaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

8. Zentrifugationssaule 6ffnen und 30 pl Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fr 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fir 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer (je 30 pl) durchgefuihrt werden.

Hinweis: Die extrahierte DNA sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur

Langzeitlagerung wird eine Temperatur von - 20°C empfohlen.
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Protokoll 7: Isolierung von DNA aus Gewebeproben

1. Das frische oder gefrorene Material in kleine Stlicke schneiden und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Uberfuhren. 400 pl Lysepuffer TLS und 25 ul Proteinase K
zugeben. Durch mehrmaliges Vortexen fur insgesamt 5 Sekunden grindlich
mischen. Bei 50°C fur mindestens 1 Stunde oder tber Nacht bei 42°C inkubieren,
maoglichst unter Schiitteln (z.B. in einem Thermomixer). Falls ein kontinuierliches

Schtteln nicht méglich ist, die Probe wéahrend der Inkubation 3 — 4mal vortexen.

2. Bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 1 min zentrifugieren, um nicht-lysiertes Material zu
entfernen. Den Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihren.

Hinweis: Falls erforderlich, kann an dieser Stelle ein RNA-Verdau stattfinden. 4 pl
RNase A (100 mg/ml) zugeben, kurz vortexen und die Probe 5 min bei

Raumtemperatur inkubieren.

3. 400 pl Bindpuffer TBS zu der lysierten Probe geben und durch Vortexen oder
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich mischen, bis eine homogene Lésung

entsteht.

4. Eine Zentrifugationssaule in ein 2,0 ml Sammeltube stellen. Die Probe auf die
Saule geben. Den Deckel verschlieBen und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fir 2 min
zentrifugieren.

Hinweis: Falls der Uberstand nicht komplett durch die Membran zentrifugiert
wurde, nochmals bei hoherer Geschwindigkeit zentrifugieren oder die
Zentrifugationszeit verlangern.

Das Sammeltube mit dem Durchflufd verwerfen. Zentrifugationsséule in ein neues 2,0

ml Sammeltube stellen.

5. Zentrifugationssaule 6ffnen und 500 pl Waschpuffer HS zugeben. Den Deckel
verschliel3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflu® verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen.
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6. Zentrifugationssaule 6ffnen und 750 ul Waschpuffer MS zugeben. Den Deckel
verschlie3en und bei 10.000 x g (12.000 rpm) fur 1 min zentrifugieren. Das
Sammeltube mit dem Durchflul3 verwerfen. Zentrifugationssaule in ein neues 2,0 ml

Sammeltube stellen

7. Nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 min zentrifugieren, um alle Reste
von Ethanol vollstandig zu entfernen. Das Sammeltube mit dem Durchflufd verwerfen.

Zentrifugationssaule in ein 1,5 ml Elutionstube stellen.

8. Zentrifugationssaule 6ffnen und 30 ul Elutionspuffer zugeben. Bei
Raumtemperatur fir 1 min inkubieren, dann bei 6.000 x g (8.000 rpm) fur 1 min
zentrifugieren. Fur eine maximale Ausbeute an DNA kdnnen zwei Elutionsschritte mit
gleichen Volumina Elutionspuffer (je 30 pl) durchgefuhrt werden.

Hinweis: Die extrahierte DNA sollte bei 4°C aufbewahrt werden. Fur

Langzeitlagerung wird eine Temperatur von - 20°C empfohlen.

Kalkulation der Zentrifugalkraft (relative centrifugal force,

rcf) in [g], ausgehend von Umdrehungen pro Minute

(revolutions per minute, rpm)

RCF (g) = 1,1910° x (rpm)2 x R
R = Radius des Rotors in cm (Achtung: Radius, nicht Durchmesser!)

Beispiel: Berechnung der Zentrifugalkraft bei 10.000 rpm in einer Zentrifuge mit
Rotor-Radius 9 cm

RCF = 1,19:10™ x (10.000)2 x 9

RCF =10.710x g
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Troubleshooting

Problem / mégliche Ursache

Bemerkungen und Vorschlage

Verstopfte Zentrifugationsséule

Ungentigende Lyse und/oder zu viel
Ausgangsmaterial

Lysezeit erhdéhen.
Zentrifugationsgeschwindigkeit erhéhen.

Die Probe nach der Lyse zentrifugieren, um
nicht-lysierte Bestandteile zu entfernen.

Weniger Ausgangsmaterial einsetzen.

Niedrige Ausbeute

Ungentigende Lyse

Schlechte Elution der DNA

Nicht ausreichend mit Bindepuffer
TBS gemischt

Lysezeit erhdhen.
Weniger Ausgangsmaterial einsetzen.

Inkubationszeit mit Elutionspuffer auf 5 min
erhdhen oder Elutionsschritt wiederholen.
Mit einem hoheren Volumen eluieren.

Probe vor dem Uberfiihren auf die
Zentrifugationssaule durch Auf- und Abpipettieren
oder durch Vortexen mit Bindepuffer TBS
mischen.

Niedrige Konzentration der DNA

Zu viel Elutionspuffer

DNA mit einem geringerem Volumen an Puffer
eluieren.

Degradierte oder gescherte DNA

Falsche Aufbewahrung des
Ausgangsmaterials

Altes Ausgangsmaterial

Sicherstellen, dass das Ausgangsmaterial sofort
in flissigem Stickstoff oder zumindest bei -20°C
eingefroren wird und dass es dauerhaft bei -80°C
gelagert wird.

Auftauen des Ausgangsmaterials vermeiden.

In altem Ausgangsmaterial ist die DNA sehr
haufig bereits degradiert.

RNA-Kontamination der isolierten
DNA

RNase-Verdau durchfiihren wie im Protokoll
angegeben.
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Notizen
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