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LumiPure Plasmid spin miniprep Kit manual

The kit allows rapid (about 15 minutes) and highly efficient purification of plasmid DNA
(up to 30 pg) from Escherichia coli cultures using spin columns. The purified DNA

is suitable for any subsequent application, such as PCR, restriction enzyme digestion,
ligation and transformation, sample preparation for Sanger sequencing and NGS, etc.

Kit components

Kit component Count
PALTE]
50 minipreps
M1250, Resuspension Solution, 15 mL 1
31650, RNase A (10 mg/mL), 150 uL 1
M1550, Lysis Solution, 15 mL 1
M1450, Neutralization Buffer, 20 mL 1
P2450, Wash Solution A (with GuHCI, 30 mL 1

K2250, Wash Solution B (Concentrate to be diluted 5x with ethanol 96%), 10.0

mL £
K1350, Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5), 10 mL 1
Spin column CNP30-A (up to 30 pg, blue ring) 50
Collection tube for spin column, 2 mL 50

Store at room temperature.

Shelf life 12 months.
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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); and

e (optional) tabletop centrifuge with rotor for 15 mL tubes and capable
of centrifuging >4500 x g for centrifugation of overnight bacterial culture
(alternatively, a microcentrifuge with rotor for 1.5 mL tubes can be used).

Equipment and reagents supplied by user:

Before starting

1. Transfer the contents of ANase A vial into the Resuspension Solution vial and mix
thoroughly. Mark on the label that ANase A has been added.

2. 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.

3. If any precipitate has formed in Lysis Solution, Neutralization Buffer, Wash
Solution A, incubate the solutions at a temperature not higher than 50 °C until
the precipitates have been completely dissolved. Before use let the solutions cool
down to 25 °C.
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Purification of plasmid DNA

All centrifugation steps are carried out at room temperature,
at 10,000-13,000 RPM (6700-11,000 x g) (unless specified otherwise).

Pracess bacterial cultures with 0Dggno more than 30 AU (for instance, 15 mL of the
culture with ODge,=2 AU). If a larger cell amount should be processed, volumes

of Resuspension Solution, Lysis Solution, Neutralization Buffer should be increased
praportionally, and the supernatant should be loaded to the column in several stages.

1. Centrifuge 2.5—7 mL of £. coli overnight culture (10-15 mL for low-copy-number
plasmids) for 5 minutes, 5,000 RPM (4500 % g) or for 1 minute, 13,000 RPM
(10000 x g). Remove the supernatant and all remaining culture medium.

2. Resuspend the cell pellet in 250 uL of Resuspension Solution. Transfer the cell
suspension into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

3. Add 250 plL of Lysis Solution, mix gently by inverting the tube 4-6 times. Check
that a turbid solution has become viscous and clear, and immediately proceed
to the next step.

! In case of processing 1015 mL of bacterial culture, mix thoroughly by inverting
the tube until the solution has become viscous and clear. In some instances, more
inversions may be required.

! Do not vortex the sample. This can cause shearing of chromosomal DNA.

4. Add 350 pl of Neutralization Buffer to the sample, mix gently by inverting the
tube 4-6 times. As a result precipitations in the form of flakes should appear
in the sample.

!In case of processing 1015 mL of bacterial culture, after the tube contents
has been mixed, shake the tube for a short period of time (a few seconds).

5. Centrifuge the sample for 5 minutes.

B. Place a spin column in a collection tube. Carefully transfer the supernatant to the
column. Centrifuge the column for 30 seconds. Discard the flow-through and
place the column back into the same collection tube.
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7.

8.

! (optional) To remave endotoxins or trace nuclease activity (when working with
EndA+ strains) add 500 ul of Wash Solution A to the column (this step can
result in decreasing of DNA yield by up to 20 %). Centrifuge the column for

30 seconds. Discard the flow-through and place the column back into the same
collection tube.

Add 500 pL of Wash Solution B, centrifuge the column for 30 seconds. Discard
the flow-through and place the column back into the same collection tube.

Add 500 uL of Wash Solution B, centrifuge the column for 3 minutes. Discard the
collection tube with the flow-through.

Place the spin column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 plL
of Elution Buffer to the center of the spin column membrane. Incubate at room
temperature for 1 minute. Centrifuge the column for 2 minutes. The
microcentrifuge tube contains the purified DNA.

! For increased DNA concentrations, use a low volume of Elution Buffer. Elution
with volumes of less than 50 ul 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 Flution Buffer (100 uL).

1'lf necessary, DNA can be eluted with deionized water.
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Note

When measuring DNA concentration, dilute the sample only with TE buffer pH 8.5 or
Elution Buffer supplied with the kit. Otherwise, DNA concentration and purity (OD.g,
and 0D,,,/0D,4,, 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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Handbuch fiir das LumiPure spin Miniprep-Kit fur
Plasmide

Dieses Kit dient der schnellen (ca. 15 Minuten) und effizienten Extraktion von
Plasmid-DNA (bis zu 30 pg) aus £scherichia-coli-Kulturen mit Hilfe von
Zentrifugationsséulchen. Die isolierte DNA eignet sich fiir alle géngigen
molekularbiologischen Verfahren, u. a. fiir PCR, Restriktionsverdau, Ligation,
Transformation und Sequenzierung (Sanger- und NGS-Verfahren).

Bestandteile
Komponente Anzahl
21583
50 minipreps
M1250, Resuspendierungsldsung / Resuspension Solution, 15 mL 1
31650, RNase A (10 mg/mL), 150 uL 1
M1550, Lyseldsung / Lysis Solution, 15 mL 1
M1450, Neutralisierungspuffer / Neutralization Buffer, 20 mL 1
P2450, Waschlgsung A / Wash Solution A (mit GuHCI), 30 mL 1
K2250, Waﬁchlbsung B/ Wash Solution B (Konzentrat muss mit 96%igem Ethanol 5
5-fach verdiinnt werden), 10.0 mL
K1350, Elutionspuffer / Elution Buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.5), 10 mL 1
Zentrifugationssdulchen CNP30-A (fiir bis zu 30 ug, blauer Ring) 50
Sammelgefa fir Zentrifugationssaulchen, 2 ml 50

Bei Raumtemperatur lagern.

Haltbarkeit: 12 Monate.
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Benotigte, aber nicht mitgelieferte Gerate und
Materialien:

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

o 1,5-ml-Zentrifugenrghrchen (2 Rohrchen pro DNA-Extraktion aus einer Prabe);

o 96 Y% Ethanol (4-faches Volumen der Wash Solution B, die als Konzentrat
geliefert wird);

e (optional) Zentrifuge mit Rotor fiir 15-ml-Réhrchen und mindestens 4.500 x g
fiir die Zentrifugation der Bakterienkultur (Eine Tischzentrifuge mit Rotor fir
1,5-ml-Réhrchen kann dafiir auch verwendet werden).

Vorbereitung der Reagenzien

1. Uberfiihren Sie den Inhalt des ANase-4-Rohrchens in die Resuspension Solution
und mischen Sie sorgfaltig. Notieren Sie die Zugabe der ANase A auf dem Deckel.

2. 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.

3. Sollten sich in Lysis Solution, Neutralization Buffer oder Wash Solution A
Salzkristalle gebildet haben, erwarmen Sie die Losungen auf maximal 50 °C, bis
sich der Niederschlag vollstandig aufgeldst hat. Lassen Sie die Losungen auf
25 °C abkiihlen.
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Extraktion der Plasmid-DNA

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

In die DNA-Extraktion sollten nicht mehr als 30 ODg,-Einheiten der Bakterienkultur
eingesetzt werden (z. B. maximal 15 ml Kultur mit ODg,, = 2). Falls grotere
Zellenmengen verarbeitet werden sollen, werden die Volumina von Resuspension
Solution, Lysis Solution, und Neutralization Buffer proportional erhdht und der
Uberstand in mehreren Schritten auf die Saule geladen.

1.

Zentrifugieren Sie 2,57 ml £ -cof-Ubernachtkultur (1015 ml Kultur mit
niedrigen Plasmidkopiezahlen) 5 Minuten bei 5.000 min™ (4.500 x g) oder
1 Minute bei 13.000 min " (10.000 x g). Verwerfen Sie den Uberstand.

Resuspendieren Sie das Zellpellet in 250 pl Resuspension Solution und tiberfiihren
Sie die Zellsuspension in ein neues 1,5-ml-Rdhrchen.

Geben Sie 250 pl Lysis Solution zur Zellsuspension hinzu und mischen Sie
vorsichtig durch 4- his 6-maliges Invertieren. Stellen Sie sicher, dass aus der
triiben Suspension eine viskose, klare Losung geworden ist und schlieten Sie
sofort den nachsten Schritt an.

! Falls Sie 10-15 ml Bakterienkultur verarbeiten, mischen Sie den Réhrcheninhalt
vorsichtig durch Invertieren, bis Sie eine viskose und klare Ldsung erhalten.
Bisweilen sind dafiir zusétzliche Invertierungen erforderlich.

! Mischen Sie die Probe nicht durch Vortexen, weil das zur Scherung der
chromosomalen DNA fiihren kann.

Geben Sie 350 yl Neutralization Buffer zur Probe hinzu und mischen Sie vorsichtig
durch 4- his 6-maliges Invertieren. Als Folge bildet sich ein flockiges Prazipitat.

! Falls Sie 10-15 ml Bakterienkultur verarbeiten, schiitteln Sie zusatzlich das
Rahrchen fiir einige Sekunden.

Zentrifugieren Sie die Prabe 5 Minuten lang.
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6. Stecken Sie je Ansatz ein Zentrifugationssaulchen in ein Sammelgefas. Uberfiihren
Sie den Uberstand aus Schritt 5 vorsichtig auf die Saule und zentrifugieren Sie 30
Sekunden lang. Entnehmen Sie die Séule aus dem Sammelgefal, verwerfen Sie
den Durchfluss und stecken Sie die Saule in das Sammelgefal zuriick.

! (optional) Um Endotoxine oder Nukleasen zu entfernen, wenn Sie mit EndA+
Stdmmen arbeiten, geben Sie 500 ul Wash Solution A auf die Séule und
zentrifugieren Sie 30 Sekunden lang. Entnehmen Sie die Séule aus dem
SammelgefaB, verwerfen Sie den Durchfluss und stecken Sie die Séule in das
Sammelgefal zuriick (Dieser zusétzliche Waschschritt kann die DNA-Ausbeute
um bis zu 20 % reduzieren).

7. Geben Sie 500 pl Wash Solution B auf die Séule und zentrifugieren Sie
30 Sekunden lang. Entnehmen Sie die Séaule aus dem Sammelgefal, verwerfen Sie
den Durchfluss und stecken Sie die Saule in das Sammelgefal zuriick.

8. Geben Sie 500 ul Wash Solution B auf die Saule und zentrifugieren Sie 3 Minuten
lang. Verwerfen Sie den Durchfluss mitsamt dem SammelgefaR.

9. Stecken Sie die Saule in ein sauberes 1,5-ml-Réhrchen und pipettieren Sie
50-100 pl Elution Bufferin die Mitte der Membran. Nach einer Minute bei
Raumtemperatur zentrifugieren Sie 2 Minuten 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 50 ul, weil die
Séulenmembran dann maglicherweise nicht vollsténdig benetzt wiirde, was

2u einem teilweisen DNA-Verlust fiihren kénnte. Fiir eine héhere DNA-Ausbeute
sollte mit grdBeren Volumina an Elutionspuffer (100 ul) eluiert werden.

! Falls notwendig, kann die Elution auch mit deionisiertem Wasser erfolgen.
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Bei der DNA-Konzentrationshestimmung verwenden Sie zum Verdiinnen der
DNA-Probe hitte ausschlieflich 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 (Ayg) falsch abgeschatzt werden.

Anmerkung

Lagerung der isolierten DNA: im Gefrierfach (-20 °C), kurzfristig bei +4 °C.
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WHcTpykums K Habopy LumiPure ans Bbigenexmns
nnaamuaHoin OHK

[anHbiit Habop npenHasHayeH [ns GbicTporo (~ 15 MUHYT) 1 BbICOKO3t(EKTVBHOMO
Bbinenenus nnasmuaHoin [IHK (no 30 mkr) n3 kyneTypsl kneTok £scherichia coli

Ha cnuH-konoHkax. OunwenHas OHK npurogHa ans nio6bix MonekynspHo-
Bronorudeckix pa6oT, Bkiodast MNLIP, 06pa6oTky 3HOOHYKNea3amn pecTpuKLnM,
NrPOBaHVE, TpaHcthopMaLio, NOAr0TOBKY 06pa3LoB ANs CEKBEHPOBaHIS Mo MeTofy
Catrepa u NGS-cexBeHnpoBaHis U ap.

Cocrae Habopa

Komnonent Ha6opa Konnvecteo
21583
50 minipreps

M1250, Pecycnexavpytowumin pacteop / Resuspension Solution, 15 mL 1

31650, PHKa3a A (10 mg/mL), 150 ul 1

M1550, INuanpyowwin pacteop / Lysis Solution, 15 mL 1

M1450, Herrpanuayrowmn 6ycep / Neutralization Buffer, 20 mL 1

P2450, Mpombisoybiit pacteop A/ Wash Solution A (¢ GuHCH, 30 mL 1

K2250, MpombiBo4HbIi pacTop B / Wash Solution B (koHueHTpaT 5x ang
pa36aenexns 96% atanonom), 10.0 mL

K1350, 3nionpytowmin Gychep / Elution Buffer (10 MM Tris-HCI, pH 8.5), 10 mL 1

Konotka CNP30-A (go 30 mkr, ciHee KombLio) 50

Mpo6upka ang c6opa Npockoka, 2 Mn 50

XpaHWTb Mpu KOMHATHOI TEMNEPATYPE.

Cpok xpaHeHust 12 mecsues.
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HeoG6xoanmoe obopypoBanne n maTepuanl,
He BXOAAIWME B cOCTaB Habopa:

HacTonbHasi LeHTpudhyra ¢ potopom Anst 1.5 Mn npoupok co CKOpoCTbio
BpateHus He meree 10000 o6/muH (6700 % g);

MukpoueHTpud)y>XHble Npo6upki o6bemom 1.5 Mn (2 npo6upku Ans BbiaeneHus
[OHK n3 1 o6pasual;

e 96 % aTaHon;
o (onuvoHanbHo) LieHTpudpyra ¢ potopom ans 15 Mn npo6upok co CKOpOCTbIo

BpaLleHus He meHee 4500 x g ans LEHTPUCYrMPOBaHIS HOYHOM KyNbTypbI
BakTepuit (BO3MOXHO CMONL30BAHIE HACTOMLHON LUeHTpUAyrA fng 1.5 Mn
npo6upok).

Mlepen navanom pa6orbl

1.

MepeHecuTe copepximoe npobupki ¢ PHKa30i A B pecycreHgvpyrlymi pacTeop,
TWaTensHo nepemeluae. MoctasbTe 0TMeETKY 0 fo6asneHi PHKasbl Ha KpbiLke.

Pa36aBbTe KOHUEHTPAT /7poMbIB0YHOr0 pacTeopa B8 5 pa3 96 % ataHomnom
(k yka3aHHOMY Ha GaHke 06bemy KoHUeHTpaTa ao6asbTe 4 obbema 96 Y% ataHona),
nocTaBbTe OTMETKY O [06ABNEHUI 3TaHOMA Ha KPbILLKE.

[pw HanMuMN OCaaKa B JM3MPYIOLLEM PACTBOPE, HEeTPa3yoLLem Byepe,
POMBIBOYHOM PAcTBOPE A NPOrpeiTe X B TEPMOCTATE A0 TEMMEPATYPbI HE BbILLE
50 °C v poxauTeck NoMHOro pacTBOpeHus ocagka. Mocne atoro oxnaauTe
pacTBopbl 40 25 °C.
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RU

Boigenenune nnaamugHoii JIHK

PaBoTbl cneayet BbINOAHATL MPU KOMHATHON TEMMEPaTYpe, BCE LEHTPUMYrpoBaHus
(ecnu nHoe npsimo He orosopeHo) npu 10000—13000 o6/muH (6700—11000 * g).

He ncnons3yite ans seigenetns 6onee 30 OF (onmyeckux egunm, 0Dgqy) KynbTypbl
(Hanpumep, 15 mMn npu nnoTHocT kynbTypbl ODge,=2 OE). B cnyyae HeoGxoaumocTy
1NCOMNb30BaTL BOMbLIEE KOMMYECTBO KMETOK fAng BbineneHs nnasmuaHon OHK, cnegyet
KpaTHO YBENWYITL OGLEMBI PECYCTEHVPYIOLLErO PACTBOPA, JIN3UPYIDLIEr0 PACTBOPA,
HEeATpanmM3yroLLero 6ygepa, a cynepHaTaHT HaHOCUTb Ha KOMOHKY B HECKOJbKO 3Tarnos.

1. 2.5—7 mn HouHow KynbTypbl GakTepuit (10—15 Mn B cnyyae BblaeneHns
HU3KOKOMUiAHBIX Nnasmua) ueHTpudyrupyite 5 muHyT, 5000 06/MuH (4500 x g)
v 1 muH, 13000 o6/muH (10000 x g). CrieliTe cynepHaTaHT, NONHOCTbIO
YAnUTe 0CTaTKN KySbTYPanbHON XUEKOCTY.

2. PecycneHpupyiite ocapok knetok B 250 MKN pecycnengupyioLyero pactsopa.
MepeHecuTe CYCMeHaio KNEToK B HoBY!O 1.5 mMn npo6upky.

3. [lo6asbTe K cycneHaun knetok 290 MKn m3upyrLero pacTeopa, akkypaTHo
nepeMeLLanTe nyTem nepeBopa4nBaHiis npobupku 4—6 pas. Y6eanTeck, 4To
MYTHBI/ PACTBOP CTan Nofynpo3pa4HbIM 1 BI3KIAM, 11 Cpasy e NepexoauTe
K CrieqytoLiemy Lary.

! B cnyyae Bbigenexus nnasmvgron JHK uz 10—15 mn kynbTyps! cregyet
18pEMELLINBATL [0 TEX 110p, 10K8 PACTBOP CTAHET M0/YNPO3PaYHbIM 1 BA3KUM, [1S
3T0r0 MOXET 110TPEBOBATLCS GO/IbLLIEE Y/CIIO NEPEBOPENBAHIA.

! He vicrionb3yiite BOpTeKC 51 IEPEMELLVBAHNS, TaK Kak 3T0 MOXET rpuBecTy
K goparmenTaLym xpomocomHoi [HK.

4. [obasbte 350 MKN HevTpanuaywLero 6ygepa, akkypaTHo NepemMeLaiTe nyTem
nepesopa4nBaxns Npobupku 4—6 paa. Mocne aToro atana B NPoGUpKe JOMKEH
06pa30BaTbCs 0CA0K B BIAE GEMbIX XI0MbeB.

! B cnyyae Bbineneqns nnasmvgHoi JHK na 10-15 mn kynbTypsi nocrne
r1epemMeLLVBaHIS HEOOXOAVMO KPaTKOBPEMEHHO BCTOSXHYTb COQEPXVMOE MPOGUPKA
(B TEYEHME HECKOMEKUX CEKYH).
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RU

LleHTpuchyrupyite 5 MuH.

MomecTuTe KONOHKY B NPOBMPKY ANA c6opa Npockoka, akkypaTHo NepeHecuTe
Ha KONMOHKY HapocapouHyio xuakocTs. Lientpudpyrupyiite 30 cek. M3snexnte
KOMOHKY 13 NpoBUpKIA, BEINEMTE MPOCKOK, NOMECTUTE KOMOHKY 0BPaTHO.

! (OnymoransHol [ng nonHoro yaanewvs Hykneaa npy BbigeneHm us end A+
LUTAMMOB 11 yjanennsi SHAOTOKCUHOB HaHecuTe Ha KooKy 500 mkin
POMbIBOYHOr0 PacTBopa A (Ucronb30BaHne 3T0ro PacTeopa MOXET MpUBOAUTL

K cHUXeHuio Bbixoga nnasmugroi JHK Ha 209%.). Lentongyyrvpyvite 30 cex.
W3BriexvTe KOMoHKY 13 POGYPKN, BIEVTE MPOCKOK, MOMECTUTE KOIOHKY 06PETHO.

Hanecute Ha konoHky 500 MKn 7pomeiBoyHoro pacteopa B, UeHTpUAyYripyiTe
30 cex. A3BnekuTe KonoHKy 13 NpoGUpKY, BLIMIEITE MPOCKOK, NOMECTUTE KOMOHKY
06paTHo.

Hanecure Ha kononky 500 MK 7poMblB0YHOr0 pacTeopa B, UgHTPUEYripyiTe
3 MUH.

lMomecTuTe KonoHKY B HOBYIO 1.5 M Npo6ypKy, HAHECUTE B LEHTP KOMOHKN
50-100 mkn amoupyroiyero 6yghepa. VIHKyGupyite 1 MH Npy KOMHaTHON
Temnepatype. Lientpudpyrupyiite 2 muryTel. BeinenerHas JHK HaxomuTcs
B anioare.

1 [lng nonyyerus Hanbonelueni koHyeHTpaum JHK vcrons3yite meHbime 06bEmb
anmpyroLyero Bygepa. He pekomeHgyeTcs ucrosnb308ats MeHee 50 Mk, TaK Kak
MEMBPEHA KONOHKN MOXET HE M0/THOCTbI0 CMOYUTLES, YTO MPUBELET K CHIXKEHUIO
Bbixoga [JHK. [na Hanbornbiuero seixoga [JHK ¢ KooKy neronb3ayite 60mbLumi
06wém aromnpyroiyero Gygepa (100 k).

! /7,DM HeoBXo[VMOCTY 37IIOLMI0 MOXHO MPOBOANTL JENOHU30BaHHOV BOLO.
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Mpumevanue

Ecnu HeoBxoaumo pa3basiTb pacTBop npu namepenun KoHuerTpaum OHK, To ang
pa36aBnexns creayeT uenonb3osats Tonbko Bycep TE pH 8.5 nnn amoupyrowmii 6ygep
113 Habopa. B npoTueHOM cryyae MOXHO Nony4nTh HekoppekTHble 3HaueHns 0D ,5y/0D g
11 HeBepHo onpenenuTb copepxxatie [HK B pactBope.

Kpanenue Boigenennoi IHK: 8 mopo3aunsHoi kamepe (-20 °C), kpaTkoBpeMeHHo npu
+4°C.
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