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DNase I
Endonuklease
Artikel Nr. Groke
E1345-01 1.000 Einheiten
E1345-02 5.000 Einheiten

Definition der Einheit:

Eine Einheit wird als die Menge des
Enzyms definiert, die erforderlich
ist, um 1lpg Plasmid-DNA in
10 Minuten bei 37°C vollsténdig zu
verdauen.

Eine funktionelle Einheit Dnasel
besitzt etwa die Enzymaktivitéat von
0.3 Einheiten nach Kunitz (3).

Lagerbedingungen:
Lagerung bei -20°

Qualitatskontrolle:

Funktionaler Test durch Verdau von
Plasmid-DNA. Die Abwesenheit von
RNase-Aktivitat wurde validiert,
indem Konzentrationen von RNA-
Proben vor und nach Inkubation mit
einem Uberschuss an DNase |
spektrophotometrisch vermessen
wurden.

Hinweis 1: Diese DNase |-
Praparation enthalt keine
Beimischung von Ribonuklease-
Inhibitor und ist entsprechend vor
RNase-Kontamination zu schitzen.
Ribonuklease Inhibitor ist als
separates Produkt erhaltlich (Best.
Nr. E4210).

Hinweis 2: DNase | reagiert
empfindlich gegenlber
physikalischer Denaturierung.
Deswegen sollten DNase I-haltige
Lésungen keinesfalls gevortext
werden. Durchmischen des
Ansatzes erfolgt durch vorsichtiges
Anschnipsen bzw. Invertieren des
Reaktionsgefaltes oder durch
Pipettieren.

DNase I, RNase frei

Desoxyribonuklease |

robokLon

Unspezifische Deoxyribonuclease, Endonuklease, erzeugt 5'-
phosphorylierte di-, tri- und Oligonukleotide aus einzel- und
doppelstrangiger DNA.

Anwendungsgebiete:

> Darstellung DNA-freier RNA durch Abbau kontaminierender
DNA in RNA-Praparationen (3).
2> Vorbereitung DNA-freier RNA zur weiteren Verwendung in
RT-PCR und RT-gPCR (4).
> Abbau von Vorlagen-DNA ("Template") nach /n vitro
Transkription.
>  Studien von DNA-Protein Interaktionen (Footprinting).
> DNA-Markierung ("Labelling") durch Einkerbungs-Ersetzung
("Nick-Translation").
>  Erzeugung zuféllig geschnittener DNA-Fragmente ("Random
Libraries") (5).
Enzymatische Aktivitat:
DNase | bendtigt Ca®* und Mg?® - lonen um doppelstrangige DNA zu
hydrolysieren. In Gegenwart von Mg® schneidet DNase | jeden der
beiden dsDNA-Strange unabhéngig voneinander an zuféllig gewéahlten
Stellen  (Reaktionspuffer | zum  vollstdndigen Abbau  von
kontaminierender DNA aus RNA-Préparationen). In Gegenwart von Mn?*
schneidet das Enzym hingegen beide dsDNA-Strange an etwa der
selben Stelle. Hierdurch werden DNA-Fragmente mit stumpfen Enden
("blunt") oder mit Gberhd&ngenden Enden einer Lange von nur einem
oder zwei Nukleotiden geschnitten (Reaktionspuffer 2 fiir Erzeugung
von Zufallshibliotheken) (5).
10x Reaktionspuffer | (Reaction Buffer I, > RNA-Isolierung):
100 mM Tris-HCI, 25 mM MgClz, 100 mM CaCl,, pH 7.4 @ 25°C.
10x Reaktionspuffer Il (Reaction Buffer Il, > DNA-Bibliotheken):
20 mM Tris-HCI (pH 7.5@22°C), 300 mM KCI, 0.1 mM Dithiothreitol,
7 mM EDTA, 20 mM Magnesiumazetat, 200 ug/ml Rinderserumalbumin
und 50% [v/v] Glyzerin.
Inaktivierung:

Hitzeinaktivierung fir 10 Minuten bei 65°C in Gegenwart von EDTA oder
EGTA (Chelatbildner).

Reaktionsbedingungen der Qualitatskontrolle:

20 mM HEPES-KOH (pH 8.0), 50 mM KCI, 10 mM MgCl;, 1 mM
Dithiothreitol und 0.6 nmol [PHlpoly(A)-poly(dT) in  einem
Reaktionsvolumen von 25 ul (6).

Chemische Inhibitoren:

Metallchelatbildner ~ (EDTA,  EGTA),  Ubergangsmetalle,  SDS,
reduzierende Agenzien ((DTT, B -Mercaptoethanol).
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