Fir den allgemeinen Laborgebrauch.

Uracil-DNA Glycosylase, Hitze-labil

Aus dem marinen Bakterium BMTU 3346, rekombinant in E. coli

Best. Nr. 1 775 367 100 U
Best. Nr. 1 775 375 500 U Stabil bei —15 bis —25° C
Produktbeschreibung

Konzentration

Definition der
Einheit

Lagerpuffer

Spezifitat

Stabilitat

Anwendung

0103.11784455 ®

10/l

Eine “unit” ist definiert als die Menge Uracil-DNA
Glycosylase, die erforderlich ist, um 1 g gereinigte,
Uracil-enthaltende Einzelstrang-DNA (Bakteriophage
M13, geziichtet in E. coli CJ236 dut'ung’) bei 37° C
in 60 min vollstandig abzubauen.

Eine Lindahl “unit” (1) ist die Menge Enzym, die
erforderlich ist, um 1 wmol Uracil bei 37° C in 1 Minute
freizusetzen. Eine Lindahl “unit” ist vergleichbar zu

520 000 Einheiten basierend auf der oben angegebenen
Definition.

20 mM Tris-HCI, pH 8,0 (4°C), 0,1 mM EDTA,
100 mM KCl, 1. mM DTT, 50% Glycerin (v/v),
0,5% NonidetP(v/v), 0,5% Tween? 20 (W/v).

Uracil-DNA Glycosylasen hydrolysieren Uracil-
glycosidische Bindungen in Einzel- und Doppelstrang-
DNA, wobei sie Uracil abspalten und dadurch
Alkali-empfindliche Bindungen in der DNA (2) zuriick-
lassen. Das Enzym ist aktiv an Einzel-und Doppelstrang-
DNA, dagegen aber inaktiv an RNA und nativer,
Uracil-freier DNA. Uracil-DNA Glycosylase benétigt
keine Metall-lonen und ist deshalb vollstéandig aktiv

in der G t EDTA.
in der Gegenwart von Protokoll

—15 bis —25°C stabil bis zu dem auf dem Etikett aufge-
druckten Verfallsdatum.

Hinweis: In Pufferlésungen ohne Stabilisator (z.B. PCR
Puffer: 10 mM Tris HCI, pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM
MgCl,) wird das Enzym bei erhohter Temperatur schnell
inaktiviert (3).

Uracil-DNA Glycosylase, Hitze-labil, wird verwendet, um
DNA an Desoxyuridylat-Resten zu spalten. Die daraus
resultierenden abasischen Stellen kénnen dann durch
Alkali-Behandlung oder hohe Temperaturen gespalten
werden. Ebenso kénnen Endonucleasen verwendet
werden, die spezifisch an abasischen Stellen spalten,
wie z.B. T4-Endonuclease.

Uracil enthaltende DNA kann durch in vitro Methoden
erzeugt werden (2, 4). Je nachdem wie diese DNA
erzeugt wurde, kann durch Uracil-DNA Glycosylase eine
allgemeine, Strang-spezifische oder Basen-spezifische
Spaltung erreicht werden.

Das Enzym wird auf3erdem verwendet, um die Effizienz
von Methoden zur gerichteten Mutagenese zu erhthen
(5) oder, um hochmarkierte Oligonucleotid-Sonden
herzustellen (6).

Uracil-DNA Glycosylase wird in Verbindung mit dUTP*
eingesetzt, um in der PCR Kontaminationen durch
vorausgegangene Amplifikationen zu elimieren (7, 8). Zu
diesem Zweck muf3 dTTP im Amplifikationsansatz durch
dUTP ersetzt werden, so dal3 die entstehenden Produkte
gegeniiber UNG (Uracil-DNA Glycosylase)-Behandlung
empfindlich werden. Anschlieende PCR Reaktionen
werden vor dem Start der Reaktion mit UNG behandelt,
um Uracil-enthaltende DNA abzubauen. Natirliche
DNA enthalt kein Uracil, so daR die eigentliche Probe
vollsténdig intakt bleibt.

Normalerweise wird fir diese Methode 1 U Uracil-DNA
Glycosylase verwendet. Nach 10 minitiger Inkubation
bei 20°C wird UNG vor dem Start der eigentlichen PCR
durch eine 2 min Hitzebehandlung bei 95° C inaktiviert.
Hinweis: Im Gegensatz zu Uracil-DNA Glycosylase,
Hitze-labil, wird das Enzym aus E. coli. erst durch 10 min
Erhitzen auf 95° C inaktiviert.

Uracil-DNA Glycosylase aus dem marinen Bakterium
BMTU 3346 wird wesentlich schneller inaktiviert als das
vergleichbare Enzym aus E. coli (3). Es wurde
beschrieben, daf® UNG aus E. coli partiell aktiv bleibt
(oder nach der PCR reaktiviert wird), was zu einem
Abbau der Uracil-enthaltenden PCR-Produkte wéahrend
oder nach der PCR fiihren kann (9). Dies kann
verhindert werden, indem die PCR-Produkte sofort ana-
lysiert oder bei Temperaturen von 70°C gelagert werden.

Im Gegensatz zu dem Enzym aus E.coli wird Hitze-
labile UNG wahrend der PCR schneller und starker
inaktiviert, so daf kein Abbau Uracil-enthaltender
PCR-Produkte wahrend einiger Stunden Lagerung
bei 2-8°C zu beobachten ist (3). Deshalb ist es nicht
notwendig, das PCR-Produkt unmittelbar nach der
Amplifikation einzufrieren oder den Reaktionsansatz
bei 70°C zu lagern. Diese Vorsichtsmaflinahmen sind
aber empfehlenswert, wenn eine Lagerung des PCR-
Produktes tber einige Stunden hinaus erfolgen soll.

In der folgenden Tabelle finden Sie ein Kurzprotokoll
zur PCR-Kontaminationsvermeidung:

Schritt Aktion

1 In allen Amplifikations-Reaktionen dTTP
durch 200 M - 600 wM dUTP ersetzen.
Hinweis: Bei Verwendung von 600 pM
dUTP sollte die MgCl, Konzentration auf
2,5 mM erhoht werden
2 1 U Uracil-DNA Glycosylase vor dem Start
der PCR in den Reaktionsmix pipettieren.

3 10 min bei 15-25°C inkubieren.
4 UNG bei 95°C 2 min inaktivieren

5 Nach der PCR das Produkt bis zu einigen
Stunden bei 2-8°C lagern. Fur langere
Lagerung bei -15 bis-25°C einfrieren...
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Einzelnen aufgefiihrt unter “RNase”.

Abwesenheitvon 1 pg [®H] markierte DNA wird mit Uracil-DNA
Exonucleasen Glycosylase 4 h bei 37° C in 50 mM Tris-HClI,
10 mM MgCl,, 1 mM Di-thioerythrit, pH 75 inkubiert.
Die Menge Enzym, die weniger als < 0,1% Radioaktivitat
freisetzt, ist aufgefihrt unter “Exo”.

DNonidet ist ein Warenzeichen der Shell International Petroleum Company Limited, U.K.
Tween ist ein Warenzeichen der ICI Americas Inc., USA.
* zu beziehen von Roche Applied Science

www.roche-applied-science.com/pack-insert/1775367a.pdf

PCR ,,carry-over“ “Carry-over” Aktivitat wird getestet durch Zugabe von
Prevention 10° dUTP-enthaltende PCR-Produkte vor der Please visit our new Online Technical Support Site/
Amplifikation. Nach 10 min Behandlung mit 1 U Uracil-
DNA Glycosylase bei 20° C darf keine Reamplifikation
mehr méglich sein.

Verwandte Produkte

Produkt Packungsgrof3e Best. Nr.

PCR Core Kit"-US 1kit (50 PCR and UNG 1585 541
reactions)

PCR Nucleotide MixP-US 2X 100 pl 1888 412

Uracil-DNA Glycosylase 25 units 1269 062

100 units 1 444 646

dATP, PCR-Grade 25 wmol 1934 511

125 pmol 1969013

dCTP, PCR-Grade 25 pmol 1934 520

125 pwmol 1969 021

dGTP, PCR-Grade 25 pmol 1934 538

125 pmol 1969 030

dTTP, PCR-Grade 25 pmol 1934 546

125 pwmol 1969 048

dUTP, PCR-Grade 25 pmol 1934 554

125 pmol 1969 056

Thin-walled PCR Tubes, 200 pl 1667 041

DNase and RNase free 500 wl 1 667 050

Aerosol-resistant Pipette Tips 960 tips (0.1-10 pl) 1667 068

1000 tips (0.5-10 wh 1667 076

960 tips (2-20 .l 1667 084

960 tips (40-200 wl) 1667 173

Roche Diagnostics GmbH
Roche Applied Science
Nonnenwald 2

82372 Penzberg
Germany
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