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RNA steady-state level =
equilibrium between

transcription,|processing,

and degradation



Sposoby badania transkryptow

-

Obecnos¢ w komorce

\

Badania in statu nascendi

(Steady state transcript):

« Technika northern-blot .

« RT-PCR

« RT-gPCR .

 SAGE (serial analysis of
gene expression)

 Mikromacierze

« Hybrydyzacja in situ (tech.®
mikroskopowa)

« RNAseq:
Wysokoprzepustowe
sekw. transkryptoméw
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(Nascent transcript):

TRO (Transcription
Run-0On)

FRAP (Fluorescence
Recovery After
Photobleaching; tech.
mikroskopowa)

GRO-Seq (Global Run-
On Sequencing)

N

Badania oddziatywan
biatek—DNA/RNA in vivo :

ChIP (Immuno-precypitacja
Chroamtyny), np. obecnosé¢ Pol
RNA na genie; oddz. TFs —
DNA; ,,ChIP on CHIP”;
ChlP-seq

RIP (Immuno-precypitacja
RNA), np. oddzialywania biatek
RRM z RNA

DIP (Immuno-precypitacja DNA)

CLIP (in vivo Cross-Linking and
Immunoprecipitation;
kompleksy RNA-biatka)



Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)
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Odkrycie odwrotnej transkryptazy

DNA

[[rr

Howard Dvid Ren\ato
RNA M. Temin Baltimore Dulbecco
1 (wirusy onkogenne)
RNA ZALEZNA

BIALKO POLIMERAZA DNA

Temin, H. M., and S. Mizutani. 1970. RNA-dependent DNA polymerase in virions of

o . Rous sarcoma virus. Nature 226: 12 1 |-1 2 13.
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Odwrotna transkryptaza: 2 enzymy w 1

HIV-1 RT

(heterodimer)

Polymerase : aktywnos¢ RNA zaleznej
polimerazy DNA

(i DNA zaleznej Pol DNA)

Heterodupleks Nuclease : aktywnos¢ RNazyH

RNA:DNA

Ding J. i wsp., 1998, J. Mol. Biol. 284; 1095-1111
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RT wymaga startera do rozpoczecia syntezy DNA

startery
genowo-specyficzne

startery oligodT,

moga byc¢ , kotwiczone”
tzn. TTTTTTTTTT(A/C/G)

krotkie startery losowe
np. heksamery, oktamery
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Zastosowania odwrotnej transkrypcji

OZNACZENIA JAKOSCIOWE:

e poznawanie struktury genow (introny)
e wyznaczanie koncow 5’ RNA

e analiza budowy koncow 3’

e wykrywanie ekspresji konstruktow

OZNACZENIA ILOSCIOWE:
e semiq RT-PCR
e RT-qPCR

Sekwencjonowanie transkryptomow
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Podstawy RT-PCR

5 — 3
mRNA -5 ' &
Synthesis of first strand cDNA
3 5
cDMA
PCR components added ;
Second strand cDNA Synthesized
5 ' — - g}'
Oznaczenia Amplify CONA
ilosciowe:
3 5 — — g,
e semiq RT-PCR 3 — - 5
e RT-qPCR 5 e 5 3
31 ——— 1§
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Aktywnosc¢ RNazy H RT dzikiego typu

Odpowiedzialna za:

e usuwanie hybryd DNA:RNA

e generowanie starterow PPT

e usuwanie starterow tRNA i PPT

Szczegolnie aktywna w C
miejscach gdzie RNA
przyjmuje strukture 2-
rzedowq a RT zwalnia.

W czesci dostepnych
komercyjnie RT
aktywnos¢

obnizono lub usunieto.

RNA

Za TATA Biocenter
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Wiasciwosci roznych RT

Temp
MMLV RNase H- Minus (Promega, Germany) 37
M-MLV (Promega) -
Avian Myeloblastosis Virus (AMV) (Promega) 37
Improm-Il (Promega) -
Omniscript (Qiagen, Germany) 3t

cloned AMV (cAMV) (Invitrogen, Germany)
ThermoScript RNase H- (Invitrogen)
SuperScript [l RNase H- (Invitrogen)

Sthalberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.

AMV: wirus ptasiej biataczki
MMLV: wirus mysiej biataczki Moloneya
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DOBRA PRAKTYKA LABORATORYJINA NA KAZDYM
ETAPIE PRACY Z RNA!

Inkubacja z

DNaz3, 1h Dla RT jest kluczowa
-+ jakos¢ RNA!

Konieczna kontrola jakosci
RNA po izolacji!

Zawsze konieczne
DNazowanie prob!

Zalecane stosowanie
inhibitorow RNaz!
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Ocena jakos¢ RNA

Test integralnosci
koncow 5'-3’' RNA

)

AV R\ S\
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& -

Analizatory
mikrocieczowe

fA5 rifA
| ]

LES rHNA

: i , i
200 &O0 100D 2000 SO,
sire, nt

e Biorad: Experion

o Agilent: Bioanalyzer,
Tapestation

o Elektroforeza kapilarna
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Wydajnosc i specyficznos¢ RT

Specyficznosc¢ i wydajnosc reakcji odwrotnej transkrypcji
SILNIE zalezy od:

eMetody startowania (primowania) reakcji.

eRodzaju odwrotnej transkryptazy (cech enzymu).

eSekwencji DANEJ czasteczki RNA, w szczegolnosci od struktur
2-rzedowych w jej obrebie.

eROznice wydajnosci mogq siega¢ nawet 100X!!!

eOptymalne warunki RT zawsze nalezy wyznaczy¢

eksperymentalnie.
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Analiza koncow
51 3" RNA
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Technika ,,wydtuzania startera”

Wyznaczanie miejsca startu transkrypcji
(ang. , primer extension”)

GATC | Przylaczanie (znakowanego radioaktywnie) GS
startera do konca 5’

¥
T
T '
A
: Odwrotna transkrypcja
A
f '
A —
i
— A Rozdziat w zelu poliakrylamidowym razem z
— A reakcjami sekwencjonowania prowadzonymi z tego
- Lr samego startera
— B
T it
,:Il
1I

T.-R. Lee, H.-P. Hsu, and G.-C. Shaw,
2001, J. Biochem. Vol. 130, pp. 569-574
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Analiza koncow 5’ RNA - 5' RACE

Rapid Amplification of 5’cDNA Ends

«----<4s
RT with internal
& antisense primer
5 AAAAAAA

3 —— < 5

u Terminal transferase

and dATP

rrrrrrrrrr
’ A A
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5 AAAAAAL-----

jednostronny PCR
zakotwiczony PCR

Denature; anneal internal
primer; and extend

R AAAAA ———
- T ———<
PCR with internal and
anchor primers

5 I AAAAA — (I 3
3' [Feeeeas] TTTTT ——no-{__ 15"



Analiza koncow 3’ poliadelynowanych RNA - 3’ RACE

Rapid Amplification of 3’cDNA Ends

RT with anchor
primer
5 AAAAAAA-----
3 TTT'IT%
' 5
Denature; anneal
internal sense primer
5 Ilp——— AAAAARSee 3
3 TrrTT R 5

Denature; anneal
anchor primer

5 Ilp———— AAAAARTSEe 3
3 <= 5

PCR with internal
» and anchor primers
5' M AAAAARSIeess 3
1T I 5
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Metody analizy koncow poliA - 1

hrs post-GVBD

Northern v 1 6

(1 ——— AAA (2)———— AAAAAAAAA

(D—

O S—

GV 13 hr
Oligo(dT)/RNase H Northern dlit = % = ow
(D———AAA (2)———— AAAAAAAAA G
= e ee: cone e e length
AAA AAAAAA ”
RNAse H RNAse H . 5
e =
l l s -

Molekularne techniki analizy RNA 2020 Sallés et al., Methods, 1999




Metody analizy koncow poliA - 2

RACE-PAT PAT = Poly(A) Test

(1 ——— AAA (2 ————— AAAAAAAAA
AW r:\ <—-:\-->

lRT. PCR lRT. PCR

NN - AN — T

LM-PAT = Ligation Mediated PAT

(D————AAA (2)———— AAAAAAAAA
SEXY R mnmn:\

lRT. PCR lRT, PCR

AN | AN - —
AN ——— AN g—
RN —— AN g—

hrs post-GVBD

Paly(A)
length

- 365

. = 165

| - 35
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Cyrkularny RT-PCR (cRT-PCR)

i [ Analiza 5 i 3° kohAcéw
= | coxX2 | - -
- mltochond,rl_alnego transkryptu
 coemmna | COX2 u roslin
Cyrkularyzacja ligaza Khun i Binder, NAR, 2002.
ssRNA faga T4
Lranreangess | e ¥

P L o
- . v

s w300 27T )
,:’ 1;.«’ }c: 1 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTTITT - [T

+ X
TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTITIT -

st Pl TS, i

/ . . . « 33
amiStan | Zagniezdzony 1 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTTIT - :

P RT-PCR v
P s , 1 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTTIT - :

. # g0 sl

pon 77 SIOH ”j//“ﬂ\\\ 1 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTTTT -M}

{’ m PGR win \ A ]
\ i %~ gl ' 1 TCGGCAATAGCGAGGGTAGTTATGGGTTTTIT -m

23 =r.% ‘:“‘--4."’ +299
1 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTTTT - m
+ 788
TCOCAATAGCGAGCCTACTTATEGCTTTIT — m

1 :
=258
2 TCGCAATAGCGAGCCTACTTATCGCTTTIT - m
=75l 0
my e o B o 2 TCGCAATAGCGAGECTACTTATCGCTTTTT -
1500 =~ 750 — =T -
1000 1 TCOCAATAGCOAGCCTACTTATCOCTTTY -
750"' ] 500 —
Eh 400 -
o 3%~ £15
20— 199 -
180 - 50 —

1
10—
70—
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Cyrkularny RT-PCR (cRT-PCR) cd.

e Ligaza RNA liguje czasteczki RNA pozbawione
czapeczki na koncu 5’

e Gdy badamy czasteczki z czapeczka, aby wykry¢
RNA nalezy czapeczke usunac

e Czapeczke mozna usunac enzymami
hydrolizujacymi wigzania P-P np. bakteryjna
5 pyrofosfohydrolaza RNA RppH (NEB) lub roslinna
kwasna pirofosfatazq Cap-Clip (CellScript) (niegdys
kwasna pirofosfataza z tytoniu TAP, obechnie nie
produkowang) Ilub trawigc dupleksy RNA-DNA
RNazag H (ma sens gdy RNA jest wysoko
eksprymowany, znamy doktadnie 5’ koniec
transkryptu i nie interesuja nas alternatywne 5’
konce)
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Techniki badania
transkrypcji



Technika
,, rranscription Run ON”
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Transcription Run-On (TRO)

transcript

early log-phase yeast
culture

!

sarkosyl tfreatment
- permeabilize cells
- inhibit Tr‘anscr'ipﬂon initiation run-on transcript

Promoter

transcription reaction
with 32P-UTP

Promoter Terminator

region 1 region 2 region 3 region 4  region 5
RNA extraction
termination
) deficient
wild-type  mutant
hybridize RNA to single | |=——| region 1
strand DNA probes relative ,
. . =) — m—— | pegion 2
to different regions on the
gene of interest —| || region3
region 4 Dzieki uprzejmosci
Molekularne techniki analizy RNA 2020 regton 5 B. Dichtla




Sondy stosowane w TRO

Sondy o diugosci od ok. 70 do 400 nt., antysensowne dla
badanych transkryptow:

e ssDNA otrzymany z fagmidow pochodnych M13 ze

sklonowanymi fragmentami badanych genow

e Oligonukleotydy (zwykle 70-85 nt)

e RNA transkrybowany in vitro (np. z promotora T7)
e Produkty PCR

e Cate plazmidy dsDNA
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Przygotowanie filtrow do TRO

Standardowe membrany
nylonowe dla kwasow
nukleinowych np. Amersham
Hybond N.

Nanoszenie prozniowe np.
Bio-Rad slot/dot blotter.

Ilosci nakladanych sond zalezg od
poziomow ekspresji badanych
transkryptow, np. dla ACT1, 25s
czy 18s rRNA - 5 Hg
oligonukletydow 75 nt. lub 5 ug
sond ssDNA M13 (ok. 250 nt.).
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Wykonanie TRO - transkrypcja in vivo

Dla drozdzy, zmodyfikowano za Birse et al., Science 280 (1998):

Hodowla komorek do ODsw ~ 0,2-0,3 (0,1-
0,4).

Permabilizacja sarkozylem - sarkozyl rozbija
kompleksy - ,,zdziera” biatka oddziatujace z
polimerazg - jakakolwiek indukcja przed
zbieraniem komorek!

Transkrypcja z mieszaning AGC i 32P-UTP
przez 5 min. - diuzej nie ma sensu bo I tak
polimeraza ,odpada” po kilkudziesieciu-
kilkuset sek.
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Wykonanie TRO - izolacja piethowanego RNA i
hybrydyzacja

Izolacja RNA dowolnga metoda, np. ,.fenol na
goraco”’, GTC/fenol/kulki cyrkoniowe.

Hydroliza RNA w roztworze NaOH przed
natozeniem na filtry. W zaleznosci od czasu
trwania hydrolizy rozne wielkosci
otrzymywanych fragmentow.

Hybrydyzacja, ptukania ] eksg zycja
podobnie jak np. w technice northern-blot.
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Zastosowanie i1 warianty TRO

Oznaczenia ilosciowe:
e Badanie aktywnosci transkrypcyjnej (mocy) promotorow
e Wyznaczanie , transcription rates” dla poszczegolnych genow

e Roznice w aktywnosci transkrypcyjnej pomiedzy mutantami
czy pod wpltywem czynnikow zew.

Oznaczenia jakosciowe:

e Badanie defektow terminacji transkrypcji (read-through)

e Rozrzoznienie pomiedzy samq obecnoscia RNA Pol a synteza
RNA

Warianty TRO:

e Jadrowy Run-0On, na izolowanych jadrach komoérkowych:
Gariglio (1981) i Brown (1984)

e Mitochondrialny Run-On, na izolowanych mitochondriach
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GRO-seq: Global (Genomic) Run-On

Znakowanie RNA: Run-On w obecnosci BrU lub 4tU

5-bromourydyna (BrU) 4-tiourydyna (4tU)
S
HN S B HN
o o o A |
Ho-p-0-P-0-P-0_ O N 0" "N
OH OH OH 0 o o + xNH,
Il

* xNa OH OH
_ fragmentacja_RN_A i biotynylacja grupy tiolowej
immunoprecypiacja na I wigzanie do zloza ze
ztozu agaroza-antyBrU streptoawidyna

l

Odwrotna transkrypcja
-> RNAseq
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4tU-seq

Transcriptome-wide RNA processing kinetics revealed using
extremely short 4tU labeling

A B — D Watson strand
— RPLY - YR
RPS1)
23
€3 25
pre-mRNA g9 1:E EASRARRRRRE|
I
3%
— — zZ -
exon-intron exon 2 §E
boundary &2 3 x
LB B RPL39
\ E Watson strand
..... 2 - 200 bane b - 1 seiland
C 4tU labeling time (min) 1.5 min
Watsonstrand L ———EEEER . o
V -'”“ 5mn
5 min
5mn
S$S

(Barras i wsp., Genome Biol 2015)
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Immunoprecypitacja
chromatyny - ChiIP
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Immunoprecypitacja chromatyny - ChIP

FORMALDEHYDE CROSSLINK

CHROMATINE ISOLATION AND SHEARING
fragments 300-500 nts

promoter polyA

IMMUNOPRECIPITATION WITH a-CTD Abs

Polymerase Il CTD

REVERSE CROSSLINK
U DNA EXTRACTION
gqPCR

Enrichment

RELATIVE OCCUPANCY OF
RNA pol Il ON A GENE
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Zastosowania ChIP

Badanie oddziaqtywan biatka-
DNA in vivo!

e Miejsca wiazania czynnikow
transkrypcyjnych

e Obecnosc¢ (dystrybucja) Pol
RNA wzdtuz chromatyny
(genow)

e Modyfikacje histonow

e Czynniki remodelujace
chromatyne
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Czynnik sieciujacy: formaldehyd

Reakcja 1 (powstaje

zasada Shiffa)

Reakcja 2
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Rozdzielczosc a specyficznosc¢ sieciowania

e Sieciowanie in vivo, duza reaktywnosc
formaldehydu

e Za to duza rozdzielczosé: 2A

e Problem z sieciowaniem stabie]
oddziatujacych biatek z DNA (wieksze
odlegtosc)

e Inne czynniki sieciujace (np. DTBP)
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Procedura ChIP

Chromatin Immunoprecipitation (ChlP)

J— &=
"
< @/ @ /I DNA-protein

% @y\@/ crosslink in vivo

]
AV AL S SV ad VA Chromatin
"m‘*’"\ 4 ww%mm,ﬁ fragmentation

&, “:3@ IP using Pol
& Abs or tagged
W - Pol subunit
V, &m’
VA A/ D W
Mwﬁ#& MR~ Southern-blot lub
A My =>non v Ppotilosciowy albo ilosciowy PCR
N & R o AW N gekwencjonowanie NGS (ChiP-seq)
W R W™
500
- /\ Pol | occupancy
05)300 / \
S /! L
gwo \4 \\

0 , :
NTS2-0 1852 | 1881 58 | 2553 @ 2551 NTS22
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Immunoprecypitacja RNA -
RIP

techniki analizy RNA 2020



Immunoprecypitacja RNA jest podobNA do ChIP

~Cross-link” DNA/RNA-biatka

'&.—\,\{

Fragmentacla chromatyny

\é_\
‘L I=
-

Izolacja RNA, DNazowanie

<_

—

Northern-blot lub
polilosciowy albo ilosciowy RT-PCR
%s%
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Terminacja transkrypcji
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Po co terminacja transkrypcji?

U eukariontow niewiele genow zorganizowanych jest w
policistronach (wyjatki: ncRNA, mtRNA)

Niepoprawna terminacja transkrypcji wplywa na ekspresje genow

1. Ko-transkrypcyjnie 2. potranskrypcyjnie

,<Zastanianie” promotorow

=

e B i terminator -
mﬁ;squﬁw@ﬁx =¥ U formowanie konca 3’
Kolizje polimeraz ,Przeczyt” — ang. Transcription Readthrough (RT)
pA RNAP 1 T PS @
RNAP 2 3 e A

Shearwin et al, TiG., 2005

Usuwanie wadliwie wydtuzonych transkryptow

(nuclear RNA surveillance)
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Polimeraz RNA 1II - ciecie i poliadenylacja

— Cleavage and
m R NA polyadenylation
complex

ncRNA

=

Jacquier, Nat. Rev. Genet, 2009

//
R4

Cleavage and polyadenylation complex (CP) (rekrutacja poprzez Ser2-P CTD)

Drozdze
CPF

- o
Symplekin  PP1
, , CFIm CstF
5 AU-rich A-rich U-rich ggis,
EE PE DUE -
3= U-rich 1 UGUA A(A/U)UAAA U!GU rich g G-rich
USE Aux DSE

U drozdzy ciecie przez Brr5/Ysh1 a u czlowieka przez CPSF-73

Millevoi and Vagner, NAR, 2008
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Hybrydowy - allosteryczno-torpedowy - model
terminacji transkrypcji polimerazy RNA II

o

AN
AR~ ARRA
B ARY ‘

Luo and Bentley, Gene Dev, 2006
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Terminacja pol II zalezna od Nrd1l/Nab3/Senl

Nrd1/Nab3/Senl — NNS complex
* sn/snoRNASs NCRNA
e CUTs mRNA
* short mRNAS

(< 600 nt)

(rekrutacja poprzez Ser5-P CTD)

Nrdl-Nab3-Senl
complex TRAMP

Ad_

- Exosome
X
S ° RNAPII CTD
- _ ﬁf’ﬂﬁ ’ ' , poly(A) site
NN\ 5\ N I ENN\\Y
L Nrd or Nab3 binding sites
<l kb

Jacquier, Nat. Rev. Genet 2009
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Terminacja transkrypcji
polimerazy RNA I
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Geny rDNA zebrane sq w jaderku

Miller’s spreads - ,,Christmans tree”

Gora: V.E. Foe, Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 42:723-740, 1978; dét: Ulrich
Scheer, MBC on NCBI.
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Gae TN

Pol I transkrybuje
rybosomalny RNA
(35S rRNA)

Pol I RNA - ok. 80% catej
aktywnosci transkrypcyjnej

jadra komorkowego!!!

e U drozdzy geny rDNA w

150-200 tandemowych
powtorzeniach



Schematic of an rDNA repeat in S. cerevisiae

with detailed transcription termination region

_Pre, Pal |
189 58S 255 o
TS B Y o oo (D
IETS
355 DNA -

Nsil

LT )
+14f +H35 +250  +282 +4 18

R ZRE T

T1 T2 FFE

El Hage i wsp., Genes Dev., 2008,15;22(8)
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Ratl associates with the 3'-ETS region of the rDNA

A ChIP-qPCR B
—e—Ratl1-TAP
3 16-
—8—Xrn1-TAP —+— Rat1-TAP
|l —m Xmi-TAP
25 1 14
121
B 2 - @
= [
= = 104
== o
S 15 A 5
@ o 81
= =
= =
é 1 1 ./.\'—'\/\l\./l\r/.\u\.’/\'/. é y
4
05 -
2_
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1 .‘_'_'_.—.—.
o o o + M o ~— O o - ™ 0 . ; ;
& B0 50 2 3 a0 0 @6 L L L 8 & O = o ®
o2 523 g KL EBREE D ¥ 2 2 5
o o P O 0 O 0] 4 I I I
= o = = T O o o
9 L« a« <
P . S RV L SO
oA | | | i i [ [aoar 17
EETS 185 585 255 3ETS  |GS1 55  IGS2

El Hage i wsp., Genes Dev., 2008,15;22(8)
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Transcription run-on shows read-through of the major
Pol I terminator in strains lacking Ratl or Rail

g L—
e
Rt
Pro 185 238 i o
L—’ Reb1 Fob1
Lommom T > n B /‘\5@. .........
W 3'ETS T T2 RFB
| | pmmommee--
1GS1 IGS2

B D WT raiths

WIT MET3-rat? (0 hr) MET3-ratl (12 hr)

135 — 155
185 s 185 s 18S
_— 55 A5
255 s 255 s 255
- —
- - - -
- r3 'rg
_— 3 -_ -_
s r4 r4
- 4 4 -_ -
s 5
p 5 p — 5 p — P p S— e
s 6
a 6 a - 6 a — a 4 — 0
pro 7 pro " pro — 7 pro b pro —— 7

El Hage i wsp., Genes Dev., 2008,15;22(8)
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Terminacja transkrypcji polimerazy RNA I

U drozdzy Rntl Pol | termination factors:

255 | & m@ « DNA-binding protein Nsil

“ * Pol | subunit Rpal2
-\ * endonuclease Rntl
T " « RFB binding protein Fob1
gt * 5°-3’ exonuclease Ratl/Rail
Rat1/ .
Rail (torpedo mechanism)
Pre-rRNA « RNA helicase Sen1l

* Nrd1/Nab3 complex (??)

W komodrkach ssaczych

transcript release element
T-stretch + TTF-I pause site

PTRF — release factor
SETX — helicase, Senl homolog
TTF-I — transcription termination factor |

Richard and Manley, GeneDev., 2009
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Pol RNA Ii Pol RNA II
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POL III TRANSCRIPTION TERMINATION

S mrTT—
C37-C53 dependent slow stepping state

terminator recognition

v

Richard and Manley, Gene Dev., 2009 @

900¢ “'r O49IN3T “le 18 xnalpueT

Initiation C1, C2 core subunits

(Pol pausing)

C37-C53 subcomplex is situated across
the cleft near RNA exit

C11 (TFIS) subunit of Pol lll has intrinsic
RNA cleavage activity important for Pol lll
termination

TOP FRONT Fernadez-Tornero et al., Mol. Cell, 2007
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Terminacja transkrypcji — porownanie dla polimeraz I, I1 i III

Euakriotyczne polimerazy RNA

Bakteryjna polimeraza RNA
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Arimbaasseri et al., BBA, 2013
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PODSUMOWANIE TECHNIK

Poziom RNA w komorce jest wypadkowaq jego syntezy i
degradacii.

Sam fakt, ze polimeraza RNA jest zwigqzana z DNA nie
oznacza, ze transkrybuje RNA.

Aby badac transkrypt w chwili jego powstawania
nalezy zastosowac rozne techniki molekularne:

TRO pozwala badac jakosciowo i ilosciowo ,,biezacq”
transkrypcje.

ChIP pozwala badac in vivo oddziatywanie bialek z
DNA.

RIP pozwala badac in vivo oddziatywanie bialek z RNA.

Molekularne techniki analizy RNA 2020



DZIEKUJE
ZA
UWAGE



Suplement
— ilosciowy TRO

Molekularne techniki analizy RNA 2020



Analysis of rRNA synthesis using quantitative

transcription run-on (gTRO) in yeast

Michal Koper*! & Seweryn Mroczek!
'Institute of Genetics & Biotechnology, Faculty of Biology, University of Warsaw, A. Pawinskiego 5a, 02-106,
Warsaw, Poland

BioTechnigues 65: 163168 (September 2018) 10.2144/btn-2018-0073
Keywords: guantitative transcription run-on (gqTRO) # ribosomal RNA « RNA polymerase |

Comparative transcriptional analyses require appropriate and precise normalization. Here we describe a modi-
fied transcription run-on (TRO) method, named quantitative TRO (gTRQ), that allows quantification of nascent
transcription activity. The most critical improvement it introduces is a new standardization method for RNA iso-
lation and hybridization steps, enabling transcription activity quantification and comparative biological analysis.
We used this technigue with chromatin immunoprecipitation to investigate RNA polymerase | (RNAPI) transcrip-
tion activity and its rDNA gene profiles in Saccharomyces cerevisiae. \We designed a set of new oligonucle-
otide probes complementary to nascent ribosomal BNA (rBNA) transcripts and standardized their hybridization
strength. The gTRO method could be successfully implemented to study BNAPI transcription in response to
oxidative stress and in two mutant strains with impaired rBNA synthesis.
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Figure 1A-B. Principles of qTRO.

rDNA gene structure with the qTRO probes
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Figure 1C-D. RNAPI activity profile

Standadrization of the probe signals and RNAPI transcription profile
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Figure S1. Optimization of 35S rRNA
transcription in vitro

A 35S rRNA transcription in vitro B Northern blot probe
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Figure S2. Comparison of qTRO signals obtained using
fresh harvested cells or flash-frozen
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Figure 2. Decrease in rRNA transcription
correlates with RNAPI dissociation from the template
upon oxidative stress
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Figure S3. RNAPI transcription strength and profiles in
mutants with impaired rRNA synthesis
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