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Column DNA Lego Kit

UNIVERZALNI SOUPRAVY PRO RYCHLOU IZOLACI CISTE DNA
(Katalogové cislo D201 + D202) rev. 04/2025

Popis

Column DNA Lego Kit je zdklad moderni stavebnicové (Lego) soupravy pro izolaci Cisté DNA rGzného plvodu. Tato
izolacni metoda vyuziva poznatku o kapacité kfemicitych povrchll vazat DNA v pfitomnosti chaotropnich latek (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 76: 615-619, 1979). Izolace DNA pomoci Column DNA Lego Kitu je ve srovnani s klasickymi
metodami izolace DNA rychlejsi (nevyzaduje ultracentrifugaci, etanolovou precipitaci anebo vysouseni), bezpecnéjsi
(nevyzaduje fenolovou extrakci anebo ethidium bromid) a izolované preparaty DNA jsou podstatné Cistéjsi
(nekontaminované RNA, proteiny a jejich stépnymi produkty). Tato izolacni procedura je jednodussi a lacinéjsi nez
izolace pomoci popularniho DNA Lego Kitu, ktery jsme uvedli na trh pred vice nez 10 léty. DNA izolovana pomoci
Column DNA Lego Kitu je pouzitelnd pro fadu molekuldrné biologickych technik, které zahrnuji sekvenovani,
klonovani, PCR, Sstépeni pomoci restrikénich enzym(, mutagenezi in vitro, transkripci in vitro, transformaci nebo
transfekci. Vyhodou soupravy je, Ze jeji komponenty lze zakoupit i individualné a univerzalné vyuzit pro izolaci (1)
plasmidové DNA, (2) DNA fragmentl z agardzovych gell, (3) DNA z roztok(, véetné amplifikované DNA po PCR a (4)
genomové DNA.

Technické udaje
Definice jednotky
e  Column DNA Lego Kit umoZriuje 200 izolaci vzork( Cisté DNA.
Skladovani
e  Pri pokojové teploté (+15 az +25°C) s vyjimkou RNase, ktera by méla byt skladovana pfi -15 az -25°C;
Suspension solution [P1] s RNase skladovat pfi +2 aZ +8°C se stabilitou po dobu 6 mésicd. Skladovani soupravy
v lednici (+2 to + 8°C) muZe vest k tvorbé precipitatl soli, které se rozpusti pti pokojové teploté. Transport
soupravy nevyzaduje chlazeni.

Komponenty
Column DNA Lego Kit (200 purifikaci):
e DNA bind kolonky (200 ks) a zkumavky (200 ks) ve 4 krabi¢kach
e  DNA bind buffer [L1], 60 ml
e Wash buffer [L2], 250 ml
e  Elution buffer [L3], 20 ml
e Navod k pouZiti

Column DNA Lego Kit + plasmid supplement (200 purifikaci):
obsahuje vSechny komponenty Column DNA Lego Kitu a navic 4 roztoky nutné pro izolaci plasmidové DNA
e  Suspension buffer [P1], 50 ml
e RNase A, DNase-free (10 mg/ml), 0,5 ml
e  Lysis buffer - blue [P2], 50 ml
e Neutralization buffer [P3], 10 ml



Protokoly

Pro izolaci DNA s vyuzitim Column DNA Lego Kitu je poZzadovano bézné laboratorni vybaveni mezi které patfi stolni
centrifuga (napfr. Eppendorf 5415C nebo ekvivalent s kapacitou 13.000 x g), pipetatory a spicky, odsavacka nebo vodni
vyvéva, lednice a mraznice a centrifugacni zkumavky typu Eppendorf.

1. Izolace plasmidové DNA z bakterialnich kultur (miniprep)

Zdkladem metody je dvoustupriovd alkalicka lyza a ndslednd vazba plasmidu na kiemicité membrdny v pfitomnosti
chaotropniho cinidla (guanidin thiocyandt, GITC). Po odmyti necistot je Cista DNA uvolnéna z membrdn pomoci
elu¢niho pufru a centrifugaci. Schéma izolacnich krokd je uvedeno v Obr. 1.

1.1. Bakterie jsou produkovany v presnocni kultufe (densita 1.5 - 5.0 Asoo) v objemu vice neZ 1,5 ml v pfitomnosti
vhodného antibiotika.

1.2. Bakterialni suspenze je prenesena do zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml) a buriky jsou sedimentovany centrifugaci
(30 s pii 6.000 x g).

1.3. Supernatant je peclivé odstranén odsatim a bakteridlni pelet je resuspendovan pipetovanim nebo vortexovanim v
250 pl Suspension buffer + RNase [P1].

1.4. Lysis buffer - blue [P2] (250 pl) je pfidan a vzorek je opatrné promichan pomalou inverzi a inkubovan 3 - 5 min pfi
pokojové teploté (mezi +15°C a 25°); pfi delsi inkubaci mdzZe dojit k denaturaci plasmidu).

1.5. Neutralizacni buffer [P3] (50 pl) a DNA bind buffer [L1] (300 pl) jsou pfidany a jemné promichany pomalou inverzi
do doby zmizeni modré barvy. Vzorek je inkubovan na ledu 5 min (vytvofri se precipitaty) a nasledné centrifugovan pfi
13.000 x g, 10 min.

1.6. Supernatant (800 pl) je prenesen do kolonky na sbérné zkumavce, které jsou poté vloZeny do rotoru
mikrocentrifugy a centrifugovany pfi 13.000 x g, 1 min.

1.7. Po centrifugaci je roztok ve sbérné zkumavky odstranén a kolonka je vpravena zpét na tuto zkumavku. Nasledné je
vpraven Wash buffer [L2] (700ul) do kolonky a vzorek je centrifugovan pfi 13.000 x g, 1 min.

1.8. Tekutina prosla pres filtr se odstrani odsatim, na kolonku se pfida opét Wash buffer [L2] (500pl) a kolonka se stoci
pfi13.000 x g, 1 min.

1.9. Tekutina prosla filtrem se odstrani a kolonkovy set opét stoCi pfi maximalni rychlosti 1 min, pro odstranéni
zbytkového wash buffer [L2].

1.10. Kolonka s navdzanym plasmidem je prenesena do Cisté 1,5 ml Eppendorf zkumavky a do kolonky je vpraven
Elution buffer [L3]. Po 2 min kolonkovy set centrifugovan pfi 13.000 x g, 1 min (dojde k uvolnéni DNA a jeji akumulaci
na dné Eppendorf zkumavky). Pfi poZzadavku na kvantitativni vymyti DNA z kolonek Ize vpravit do kolonek jesté jednou
50 ul eluéniho pufru, poptipadé eluéni pufr zahraty na 50°C a centrifugaci opakovat.

1.11. Sbérna Eppendorf zkumavka obsahuje plasmidovou DNA, kterd muiZe byt pfimo pouZita pro sekvenovani,
klonovani nebo dalsi aplikace, popfipadé skladovana v kapalném (+2 - +80C) nebo pevném stavu (-15 - -80°C).



Obr. 1. Schéma izolace plasmidové DNA
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2. Izolace DNA fragmentl z agar6zového gelu

Tato metoda je zaloZena na solubilizaci agarézového gelu v DNA bind pufru (obsahujici GITC) a vazbé DNA na DNA bind
kolonky v pritomnosti GITC. Po promyti nenavdzaného materidlu je Cistd DNA uvolnéna elucnim pufrem béhem
centrifugace.

2.1. Pomoci skalpelu nebo Ziletky vyfiznout z gelu ¢ast obsahujici fragment DNA. Gel zvazit a pfidat 3 objemové dily
DNA bind buffer [L1]. Hmotnost vyfiznutého gelu je nutno minimalizovat, protoZe nékteré SarZe agardzy inhibuji
vazbu DNA na membrany kolonky. PouZziti agardzy s nizkym bodem tuhnuti ("Low melting") zvySuje vytéZnost DNA.

2.2. Inkubovat vzorek 5 - 10 min pti 55°C (dojde k rozpusténi agarézy).

2.3. Roztok obsahujici rozpusténou agarézu a DNA je preveden do kolonky DNA bind setu. Kolonkovy set je vpraven do
rotoru stolni mikrocentrifugy a vzorek je centrifugovan pfi 13.000 x g po 1 min. V pfipadé vétsiho mnozZstvi roztoku je
proces opakovan.

2.4. Roztok prosly filtrem kolonky odstranit a kolonku znovu umistit na stejnou sbérnou zkumavku. Poté je pfidan
Wash buffer [L2] (700 pl) a set je centrifugovdn pfi 13.000 x g 1 min.

2.5. Roztok prosly filtrem kolonky vyhodit, pfidat opét Wash buffer [L2] (500 ul) a centrifugovan vzorek pfi 13.000 x g
1 min.

2.6. Roztok prosly filtrem kolonky opét vyhodit a vzorek centrifugovat pfi 13.000 x g 1 min pro odstranéni zbytkového
promyvaciho pufru.

2.7. Kolonka s navazanou DNA je prenesena do nové 1,5 ml zkumavky Eppendorf a do kolonky je vpraven Elution
buffer [L3] (50 pl). Po dvou minutach je kolonkovy set centrifugovan pfi 13.000 x g po 1 min (dojde k vymyti DNA a jeji
akumulaci na dné sbérné zkumavky). Pfi pozadavku na ucinnéjsi vymyti DNA Ize vpravit do kolonky jesté dalSich 50 pl
eluéniho pufru a centrifugaci opakovat. DalSiho zvySeni eluce DNA lze dosahnout zahtratim elu¢niho pufru na 50°C
pred jeho vpravenim do kolonky.

2.8. Cistd DNA v Eppendorf zkumavce miiZe byt pouZita bezprostfedné pro dal$i manipulace nebo skladovana pfi +2 -
+8°C nebo -15 to -80°C pro pozdéjsi uziti.

3. Izolace DNA z roztoki

Tato metoda je zaloZena na smichdni roztoku obsahujiciho DNA s DNA bind pufrem a ndsledné vazbé DNA na DNA bind
kolonku. Po odmyti nenavdzaného materidlu je Cistd DNA uvolnéna eluc¢nim pufrem béhem centrifugace.

3.1. Roztok obsahujici DNA je smichan s dvojndasobnym objemem DNA bind buffer [L1] a nasledné inkubovan
minimalné 1 min pfi pokojové teploté.

3.2. Nasledné je roztok (<800 pl) preveden do kolonky na sbérné zkumavce. Tento set je umistén do rotoru
mikrocentrifugy a centrifugovan pfi 13.000 x g po 1 min. V ptipadé vétsiho mnoZstvi vzorku je tento proces opakovan.

3.3. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén a kolonka je umisténa na stejnou sbérnou zkumavku. Poté je pfidan
Wash buffer [L2] (700 ul) a set je centrifugovan pfi 13.000 x g 1 min.

3.4. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén a je opét pfiddn Wash buffer [L2] (500 pl); kolonkovy set je
centrifugovan pfi 13.000 x g 1 min.

3.5. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén a kolonka je centrifugovana pfi 13.000 x g po 1 min (pro odstranéni
zbytkového promyvaciho pufru).

3.6. Kolonka s navazanou DNA je pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky Eppendorf a do kolonky je vpraven Elution
buffer [L3] (50 pl). Po dvou minutach je kolonkovy set centrifugovan pfi 13.000 x g po 1 min (dojde k vymyti DNA a jeji
akumulaci na dné sbérné zkumavky). Pfi poZadavku na ucinnéjsi vymyti DNA z kolonky Ize vpravit do kolonky jesté



dalsich 50 pl eluéniho pufru a centrifugaci opakovat. Dalsiho zvySeni eluce DNA Ize dosahnout zahtatim elu¢niho pufru
na 50°C pred jeho vpravenim do kolonky.

3.7. Cista DNA v Eppendorf zkumavce mGze byt pouZita bezprostiedné pro dal$i manipulace nebo skladovana pfi +2 -
+8°C nebo -15 to -80°C pro pozdéjsi uziti.

4. I1zolace genomové DNA
Genomovd DNA izolovand niZe uvedenym zplisobem je vhodnd pro PCR a gPCR amplifikace.

4.1. Je pfipravena buné&&na suspense v PBS (0,1 - 10 x 10® buné&k/ml). Alternativné je lidska nebo zvifeci krev odebréna
do EDTA [napfiklad smichanim 50 pul 50 mM EDTA s 0,5 ml krve].

4.2. V 1,5 ml zkumavce typu Eppendorf smichat 3 dily DNA vazebného pufru [L1] s 1 dilem (nebo méné) bunécné
suspenze nebo krve v EDTA.

4.3. Smés je inkubovdna 10 min pti pokojové teploté za jemného michani kazdé 2 min.
4.4. Vzorek je centrifugovan na stolni mikrocentrifuze pfi 6.000 x g po 30 s.

4.5. Supernatant (<800 pl) preveden do kolonky na sbérné zkumavce. Tento set je umistén do rotoru mikrocentrifugy
a centrifugovan pfi 13.000 x g po 1 min. V pripadé vétsSiho mnozstvi vzorku je tento proces opakovan.

4.6. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén a kolonka je umisténa na stejnou sbérnou zkumavku. Poté je pfidan
Wash buffer [L2] (700 pl) a set je centrifugovan pfi 13.000 x g 1 min.

4.7. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén, a je opét pfidan Wash buffer [L2] (500 pl) a set je centrifugovan pfi
13.000 x g 1 min.

4.8. Roztok prosly filtrem kolonky je odstranén a kolonka je centrifugovana pti 13.000 x g 1 min (pro odstranéni
zbytkového promyvaciho pufru).

4.9. Kolonka s navdzanou DNA je pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky Eppendorf a do kolonky je vpraven Elution
buffer [L3] (50 pl). Po dvou minutdch je kolonkovy set centrifugovan pfi 13.000 x g, 1 min (dojde k vymyti DNA a jeji
kumulaci ve sbérné zkumavce). Pfi pozadavku na ucinnéjsi vymyti DNA z kolonky Ize vpravit do kolonky jesté dalSich 50
pl eluéniho pufru a centrifugaci opakovat. DalSiho zvySeni eluce DNA Ize dosdhnout zahratim elu¢niho pufru na 50°C
pred jeho vpravenim do kolonky.

4.10. Cista DNA v Eppendorf zkumavce mGze byt pouZita bezprostfedné pro dal$i manipulace nebo skladovana pfi +2 -
+8°C nebo -15 to -80°C pro pozdéjsi uziti.

Kat. C. Nazev vyrobku a specifikace MnoZstvi
D201 Column DNA Lego Kit, 200 izolaci 1 kit
D202 Column DNA Lego Kit + plasmid 1 kit

supplement, 200 izolaci

Nahradni komponenty
D203 DNA bind columns (50) and collection tubes (50) 1 krabicka

D204 DNA bind buffer [L1] 60 ml

D205 Wash buffer [L2] 250 ml

D206 Elution buffer [L3] 20 ml —

D207 Suspension buffer [P1] 50 ml .l;“ @
D106 RNase A, DNase-free (10 mg/ml) 0,5 ml L V
D208 Lysis buffer - blue [P2] 50 ml e | UKAS
D209  Neutralization buffer [P3] 10 ml Intertek 5"




