SYMBIOS

az z rodziny RNasin®‘*

RNasin® Ribonuclease Inhibitors - doskonate narzedzie do wszelkiego
typu aplikacji zwigzanych z analiza RNA.

Ponad 6000 artykutéw naukowych wymienia RNasin® jako zrédto ochrony przed RNazami, od kiedy
marka ta zostata po raz pierwszy wprowadzona przez firme Promega w 1982 roku, stajgc sie tym
samym najbardziej godnym zaufania odczynnikiem chronigcym RNA. Inhibitor ten wykazuje na tyle
silne powinowactwo do RNaz, ze zabezpiecza wrazliwe molekuty RNA praktycznie w kazdych
warunkach doswiadczalnych. Ten biuletyn opisuje trzy podstawowe kryteria, jakie musi spetniaé
niezawodny inhibitor Rnaz, a takze udowadnia, ze RNasin® jest doktadnie takim narzedziem jakiego
potrzebuje kazdy naukowiec przy analizie RNA.

Kryterium 1 - Inhibitor zabezpieczajacy RNA, nie powinien by¢ zanieczyszczony RNazami.
RNasin® Ribonuclease Inhibitor tworzy stabilny kompleks z RNazg w stosunku 1:1, w rezultacie
istnieje ryzyko ze podczas oczyszczania pozostanie zwigzany z endogenng nukleaza. Rys. 1.
demonstruje, ze taka sytuacja ma miejsce w przypadku wielu komercyjnie dostepnych preparatéw
tozyskowych inhibitoréw Rnaz.
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Rys. 1. Poréwnanie aktywnosci RNaz w obecnosci Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor i Swinskiego inhibitora
(elektroforeza w 1,5 % zelu z dodatkiem bromku etydyny). Dwie rézne wielkosci prébki(100 lub 200 jednostek) kazdego
inhibitora byty inkubowane z 0,1 mg/ml RNA (1,2 kb Kanamycin Positive Control RNA, cat.# C1381) w 37°C przez 60 min.
Dodatkowo, niektére probki zostaty wstepnie ogrzane do 67°C przez 15 minut (aby zdenaturowac inhibitory i uwolnié¢
endogenne RNazy) przed dodaniem RNA. Sciezka 1 i 2 to odpowiednio 100 i 200 jednostek Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor, $ciezka 3 i 4 to odpowiednio 100 i 200 jednostek $wirskiego inhibitora RNaz. Sciezka 5 — RNA bez
inhibitoréw, éciezka 6 RNA inkubowane z RNaza A bez dodatku inhibitora. Sciezka 7 i 8, odpowiednio 100 i 200 jednostek
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor podgrzany do 67°C, $ciezka 9 i 10 odpowiednio 100 i 200 jednostek swirnskiego
inhibitora RNaz pogrzane do 67°C.
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Table 1. Promega RNA Analysis Products That Are Compatible with
RNasin® Ribonuclease Inhibitors.

Compatihle Application Product Cat.#
RT-PCR Access RT-PCR Systemfzd) A1250
AccessQuick™ RT-PCR Systemid  A1702
First-Strand cDNA Synthesis ~  Reverse Transcription Systemizt) — A3500
v ImProm-II™ Reverse Transcription
Systemizt) A3800
First- and Second-Strand cDNA Universal RiboClone® cDNA
Synthesis v Synthesis Systemizbe} (4360
Reverse Transcriptases M-MLV RT M1701
M-MLV RT RNase H- M5301
M-MLV RT RNase H-
Point Mutant M3681
AMV RT M5101
ImProm-II™ Reverse Transcriptase  A3802
RNA Polymerases SP6 RNA Polymerase P1081
T3 RNA Polymerase P2083
T7 RNA Polymerase P2075
In vitro Transcription Systems 5P6 Riboprobe® System(ah) P1420
T3 Riboprobe® System/22) P1430
T7 Riboprobe® Systemo) P1440
Large-Scale RNA Production  / T7 RiboMAX™ Express
RNAi Systemizbh P1700
v T7 RiboMAX™ Express
Large Scale RNA Production
Systemizt) P1320
v RiboMAX™ Large Scale RNA
Production System—SP6izbal P1280
v/ RiboMAX™ Large Scale RNA
Production System—T7izba) P1300
In vitro Translation Rabbit Reticulocyte Lysatg2ei 14960
Wheat Germ Extract L4380
Coupled Transcription/Translation  TNT® SPG Coupled Reticulocyte
Lysate Systemizgii} L4600
TnT® T3 Coupled Reticulocyte
Lysate Systemizoii} 14950
TuT® T7 Coupled Reticulocyte
Lysate Systemizoiil L4610
TnT® SP6 Coupled Wheat Germ
Extract Systemiagii) 14130
TnT® T3 Coupled Wheat Germ
Extract Systemiagid) L4120
Coupled Transcription/Translation y*  TnT® SP6 Quick Coupled
Master Mix Transcription/Translation
Systemizbaiil 12080
v TNT®TT Quick Coupled
Transcription/Translation
Systemizbaii) L1170
v' TNT®TT Quick for PCR DNA@RD [ 5540

v Denotes

as a separate tube or within the Master Mix.

that system includes Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor either

®™

Wtasnie z tego powodu firma Promega Co.
rozwineta technologie oczyszczania
preparatéw inhibitoréw tak, aby oddzieli¢ te
zwigzane z nukleazami, a takze specyficzny
system kontroli jakosci do wykrywania
obecnosci RNaz w produkcie. Inhibitor jest
podgrzewany powyzej temperatury
denaturacji, kompleks RNasin®- nukleaza ulega
dysocjacji i w tym punkcie oznaczany jest
powrdt aktywnosci RNaz. Ten sposdb
oczyszczania i kontroli jakosci gwarantuje
czysty i skuteczny produkt.

Kryterium 2 - Inhibitor RNaz musi by¢
uzyteczny w wielu aplikacjach.
Inhibitory RNaz muszg by¢ stabilne w wielu
réznych warunkach chemicznych
charakterystycznych dla procedur zwigzanych
z analizg RNA, dodatkowo ich aktywnos¢ nie
powinna zaburzac¢, powszechnie
wystepujacych podczas tych analiz, proceséw
biologii molekularnej. RNasin® byt
(z pozytywnym wynikiem) obszernie
testowany pod wzgledem kompatybilnosci
z wielorakimi technikami analizy RNA (tabela
nr 1), wiaczajgc w to mikromacierze, ilosciowy,
Real Time RT—PCR
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Rys.2 Ochrona przed RNazami w temperaturze 70°C.
Osobne prébowki z RNasin® Plus i RNazg ($ciezka 1,311 5)
zostaty podgrzane do 70°C. przez 15 min. Sciezka 2,4,6
RNasin® Plus i RNaza zostaty zmieszane i podgrzane do
70°C. przez 15 min. Do kazdej prébdwki zostato dodane
w réznych ilosciach Luciferase Control RNA (cat.# L4561):
1ug (Sciezka 1 2), 100 ng (Sciezka 3 i 4), 10 ng (Sciezka 5
i 6). Reakcja byta dalej prowadzona w 37°C (Sciezka od 3
do 6) przez jedna godzine lub bezposrednio
przeprowadzono RT-PCR ($ciezka 1 2). Na $ciezce 12
uzyto 40 jednostek RNasin® Plus i 20 ng RNazy A. Na
Sciezkach 3-6 uzyto 400 jednostek RNasin® Plusi 1,25ug
ekstraktu biatkowego szczurzej watroby rozpuszczonego
w wodzie do koricowego stezenia 0,5ug
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Reakcja odwrotnej transkrypcji jest procesem krytycznym w wielu metodach analizy RNA, czesto
prowadzonym w temperaturach powyzej 37°C typowych dla M-MLV RT lub 42°C dla AMV RT.
Promega wychodzac naprzeciw potrzebom tych aplikacji oferuje RNasin® Plus Ribonuclease
Inhibitors, ktory zachowuje petng aktywnos¢ w temperaturach nawet do 70°C (Rys. 2)

Kryterium 3 — Inhibitor Rnaz musi dziata¢ natychmiast.

Wszyscy producenci i naukowcy dgzg do stworzenia warunkdéw, przeprowadzanych procesow biologii
molekularnej, wolnych od RNaz, projektujgc metody oczyszczania, ktére eliminowatyby nukleazy.
Jednakze, enzymy te mogg pojawic sie w srodowisku reakcji z niespodziewanych zrédet, dlatego
reakcja inhibitora musi by¢ natychmiastowa bez wyraznego opdznienia pomiedzy rozpoczeciem
aktywnosci RNazy a jej inhibicja. Inhibitory RNasin® wykazuja ekstremalnie wysokie powinowactwo
do RNaz, stata szybkosci reakcji wynosi K=4x10™"*M, tym sposobem zahamowanie dziatania nukleazy
nastepuje momentalnie. Inhibitory z nizszym powinowactwem, nie mogg dziata¢ tak szybko

w szczegolnosci w odniesieniu do sladowych ilosci RNaz (Rys. 3).

[l preincubation

0.25 - I in assay

RNase A Activity (units)

Rys. 3. Poréwnanie pomiedzy RNasin a konkurencyjnym
inhibitorem podczas , preinkubacji” i w warunkach reakcji.
Catkowite RNA drozdzowe byto inkubowane w obecnosci
5ng Razy A przez 15 min w 37°C w 0,5 ml mieszaniny
reakcyjnej zawierajgcej 50 mM MOPS i 5 mM MgCl, (pH
6,5). Inhibitory byty obecne badz nie — jak wskazuje wykres.
Po inkubacji do prébek zostato dodane 0,5 ml 10%TCA, aby
zatrzymac reakcje i precypitowac duze czasteczki RNA.
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Grupa produktéw RNasin® obejmuje 3 produkty:

- RNasin’ Ribonuclease Inhibitors Natural (N2111, N2115)
- Recombinant human RNasin’ Ribonuclease Inhibitor (N2511, N2515)
Sa to ludzkie inhibitory rybonukleaz: Natural RNasin® Ribonuclease Inhibitor (human placenta) and

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (recombinant E. coli). Oba produkty sg uzyskiwane poprzez
oczyszczanie przy uzyciu kombinacji chromatografii powinowactwa i jonowymiennej. Oba takze majg szerokie
spektrum blokujgcych witasciwosci, wiaczajgc w to inhibicje eukariotycznych RNaz neutralnego typu. (tab. 2)

- RNasin’ Plus RNase Inhibitor New Protein for High Temperature RNase Inhibition (N2611, N2615)
RNasin’ Plus RNase Inhibitor jest rekombinowanym ssaczym inhibitorem RNaz, ktéry jest eksprymowany jako
rozpuszczalne biatko w E. coli i oczyszczany z uzyciem tgczonej chromatografii jonowymiennej i oddziatywan

hydrofobowych. Produkt zapewnia wyzszg wytrzymatosé na oksydacje niz RNasin® poprzez brak tendencji do
formowania mostkéw disiarczkowych i chroni RNA podczas ekspozycji na wysokie temperatury reakcji RT

Table 1. Efiect of Natural and Recombinant RNasin® Ribonuclease
Inhibitors on Selected Nucleases and Polymerases.

Inhibits Does Not Inhihit

ANase A RNase T1

RNase B 51 Nuclease

RNase C RNase from Aspergillus

human placental RNase RNase H

angiogenin RNase ONE™ Ribonuclease
Tag DNA Polymerase
AMV or M-MLV Reverse
Transcriptase

SP6, T7, T3 RNA Polymerase

Product Size Cat.#

Recombinant RNasin®

Ribonuclease Inhibitorfab) 2,500u N2511
10,000u N2515

RNasin® Plus RNase Inhibitore 2,500u N2611

10,000u N2615

For Laboratory Use.
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