RNase 111

(Eschecichia coli)

Artikel Nr. Gréfke
E1340-01 200 Einheiten
E1340-02 1000 Einheiten

Definition der Einheit:

Eine Einheit wird als die Menge des
Enzyms definiert, die erforderlich ist,
um 1 pg dsRNA in siRNA innerhalb von
20 Minuten bei 37°C in einem
Reaktionsvolumen von 50 ul
umzusetzen.

Lagerbedingungen:
Lagerung bei -20°C

Quelle:
E.coli Stamm, enthaltend ein Plasmid
mit dem rnc-Gen flir £.co/iRNaselll.
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RNase 1lI

(Eschecichia coli)

RNaselll schneidet lange, doppelstrdngige RNA (dsRNA) in kurze
dsRNA (13-30 Basen Lange). RNaselll Produkte &hneln siRNA
Strukturen, die vom Enzym Dicer generiert werden (5'-P04, 3'-OH und
ein 2 nt langer 3'-Uberhang). Diese einzigartige Eigenschaft erlaubt
es, eine genspezifische Population von RNAs zu erzeugen, die nach
Transfektion in Zellkulturen RNAi induzieren kénnen (1-4).

Beschreibung:
> Verdau von langer doppelstrangiger dsRNA zu kurzen dsRNA
Fragmenten.

> Nach Transfektion kurzkettiger RNaselll-Spaltprodukte kann
RNAi in S&dugerzellen induziert werden.

>  FUr Studien zur RNA-Sekundérstruktur (5).
>  Fir RNA-Prozessierungs- und -Reifungsstudien (6-8).
>  Die Endoribonuklease bendtigt divalente Kationen.

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Einheiten 6 3 1.5 0.75 0.37 0.18 0.09

MW

Ibpl

25

16

RNaselll-Verdau von dsRNA. Spur 1, 2 - Marker: dsDNA Fragmente 25bp, 16 bp; Spur 3:
Ungeschnittenes Substrat (1.5 pg pre-tRNA fir Glycin aus 7.thermophilus); Spuren 4-10:
Unterschiedliche Mengen an RNaselll: 6 U, 3U, 1.5U, 0.75U, 0.37 U, 0.18 U und 0.09 U.
Der Schnitt wurde fir 20 Minuten bei 37°C durchgefiihrt, auf einem 20% [w/v] TBE-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Lagerungspuffer (Storage Buffer):

30 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl,
50% Glyzerin, pH 8.0 @ 25°C.

1 mM Dithiothreitol, 0.5 mM EDTA,

10x Reaktionspuffer (Reaction Buffer):

300 mM Tris-HCI, 1.6 M NaCl, 10 mM Dithiothreitol, 1 mM EDTA, pH 8.0 @
25°C.

Packungsinhalt

Reagenz E1340-01 E1340-02
10 x Reaktionspuffer 750 pl 2x1.5ml
MnClz, 0.5 M 200 pl 1.0ml
RNaselll, 2 U/pl 100 pl 500 pl
RNase freies Wasser 1.0ml 3x1.5ml

Qualitatskontrolle:

Alle Chargen werden auf Endonuklease-, Exonuklease-, unspezifische
RNase sowie einzel - und doppelstrangige DNase- Aktivitaten geprift.
Typische Praparationen sind zu mehr als 90 % rein, wie aufgrund von
SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese beurteilt werden kann.
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RNase 1II

VERDAU - PROTOKOLL

Durchfihrung des RNaselll-Schnitts:

Die folgenden Reaktionskomponenten auf Eis mischen:

Komponente Volumen pro Reaktion Endkonzentration
10 x Reaktionspuffer Sul 1x

MnClz 2 ul 20 mM
RNA-Substrat 1-4 ug 20-80 ng/ul
RNaselll, 2 U/pl 1-2 ul 2-4 U

H20, Nukleasefrei @ 50 pl -
Gesamtvolumen 50 pl -

Fir 30-60 Minuten bei 37°C inkubieren.

Wenn Spaltprodukte fur die Transfektion von Zellkulturen aus menschlichen bzw. Saugerzellen eingesetzt werden
sollen, empfehlen wir das EURx Universal RNA/miRNA Purification Kit (Best. Nr. E3599) fiir eine saubere, effiziente
und phenol-chloroformfreie Aufreinigung kurzer RNA-Fragmente in hoher Qualitat.

Methode fir die Herstellung genspezifischer dsRNA als RNaselll-Substrat

Genspezifische dsRNA als Substrat fir RNaselll-Schnitt kann schnell, unaufwandig und in hoher Ausbeute mit dem
EURx T7 Transcription Kit (Best. Nr. E0S01) synthetisiert werden. Hier eine kurze Ubersicht (iber die Methade, die
leicht an eigene, spezifische Experimente angepasst werden kann.

1. PCR-Amplifikation: Das Zielgen wird mit zwei Startmolekilen (Primer) amplifiziert, deren 5'-Enden eine
T7-Promotorsequenz tragen.

T7 RNA Polymerase - Primer Design:
| Erkennung | > Transkriptions-Start
|-17 -5] -1

5'- T AAT ACG ACT CAC TAT A -3'

Die vier mit blauer Schrift markierten Nukleotide kdnnen variabel gewahlt werden, sollten aber entweder
A oder T sein. T7 RNA Polymerase benétigt oberhalb (am 5'-Ende) der konservierten Erkennungssequenz
5 bis 6 weitere, frei wahlbare Nukleotide (markiert mit griner Schrift). Die ersten an das 3'-Ende des
Promotors anschliekenden Nukleotide (markiert mit roter Schrift) solten GG, AG oder GA sein. Wenn
méglich, sollte sich der genspezifische Primerabschnitt erst bei deutlich hheren Temperaturen als 55°C
an die Vorlagen-DNA (template) anlagern kénnen (annealing). Hier ein Beispiel fir eine verbreitete 5'-
terminale Primererweiterung zur Anfligung eines T7 Promotors mittels PCR:

5'-GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG - Sequenzspezifischer Primerabschnitt -3'

2. DNA-Reinigung: PCR-amplifizierte DNA wird mit dem EURx PCR/DNA Clean-Up DNA Purification Kit (Best.
Nr. E3520) oder, nach Ausschneiden der Bande aus einem Agarosegel, mit dem EURx Agarose-Out DNA
Purification Kit (Best. Nr. E3540) aufgereinigt. Typischerweise kdénnen auf diese Weise 20-25-ug
hochwertiger, RNase-freier Vorlagen-DNA fir T7 Transkription hergestellt werden.

3. T7 RNA-Transkription: RNA wird mit dem EURx T7 RNA Transkriptionskit (Best. Nr. EO901) transkribiert,
wie in dem Kit beiliegenden Protokoll beschrieben. 1-2 ug gereinigter, RNase-freier (1) DNA wird als
Ausgangsmaterial fur eine 25 pl Reaktion bendtigt.

Hinweis: Eine T7 RNA Transkription ist auch dann méglich, wenn beide Primer an ihren 5'-Enden einen T7 Promotor tragen. T7 RNA
Polymerasemolekiile, die eine Transkription an entgegenliegenden Enden der Vorlagen-DNA beginnen und sich deshalb auf dem
DNA Strang treffen, beeinflussen sich nicht gegenseitig, wenn sie sich unterwegs begegnen.
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