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Odkrycie odwrotnej transkryptazy

@ Nagroda Nobla z Medycyny i Fizjologii 1975

DNA

[[re

Howard David Renato
RNA M. Temin Baltimore Dulbecco

l (wirusy onkogenne)

RNA ZALEZNA
BIALKO POLIMERAZA DNA

Temin, H. M., and S. Mizutani. 1970. RNA-dependent DNA polymerase in virions of
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Odwrotna transkryptaza: 2 enzymy w 1

HIV-1 RT

(heterodimer)

: aktywnosc RNA zaleznej
polimerazy DNA

(i DNA zaleznej Pol DNA)

Heterodupleks Nuclease : aktywnosc¢ 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 ﬂ.r STNEE AAAAAA

startery oligodT,

mogq byc¢ , kotwiczone” —4_"\;_"'_ AAAAAN
tzn. TTTTTTTTTT(A/C/G) TTrTT

krotkie startery losowe . AAAAAA
np. heksamery, oktamery - z. B - WRT -
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Zastosowania odwrotnej transkrypcji

OZNACZENIA JAKOSCIOWE:

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

e analiza budowy 3’ konhcow

e wykrywanie ekspresji konstruktow

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

Sekwencjonowanie transkryptomow
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Zastosowania odwrotnej transkrypcji

Synthesig of firet strand cDMA

RT-PCR =~ e
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PCR components added ;
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Oznaczenia y O — —_—
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1 Amplify cDMA
e semiq RT-PCR . s
e RT-qPCR e -7
¥ - —— §

Molekularne techniki analizy RNA 2013




Aktywnos¢ RNazy H RT dzikiego typu

Odpowiedzialna za:

e usuwanie hybryd DNA:RNA

e generowanie starterow PPT

e usuwanie starterow tRNA i PPT

Szczegollnie aktywna w
miejscach gdzie RNA
przyjmuje strukture 2-
rzedowa a RT zwalnia.

W czesci dostepnych
komercyjnie RT
aktywnos¢

obnizono lub usunieto.

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)
Improm-Il (Promega)

Omniscript (Qiagen, Germany)

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 LABORATORYJNA NA KAZDYM
ETAPIE PRACY Z RNA

Inkubacja z

DNaza, 1h 37°C 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
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koncow 5'-3’ RNA mikrocieczowe
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Zaleznos¢ wydajnosci RT od metody startowania

Wydajnosé RT

" losowe heksamery

oligo dT
genowo specyficzne

14 . . .
mieszanina genowo-specyficznych

12 4

10

Biubulin CaviD Gapdh ns || Glut2

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

RT priming*  p-tubulin’ CavlD’ GAPDH' Insulin I° Glut2’
hexamers 195 26.5 158 169 1.5
oligo(dT) 18.1 288 16.6 159 284
specific 188 28.7 164 174 318
mix 19.1 279 16.2 16.6 293

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases
in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80.
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Zaleznos¢ wydajnosci RT od metody startowania

RT priming p-tub ulin® CaViD#

B-tubulin m
CaviD 270 m
GAPDH 30.1
Insulin? 23.5 316
Glut2 258 319
B peliias 27.6 337
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GAPDH* Insulin I Glut2®
19.9 22.8 &
16.4 20.1 297
20.0 174 31.0
227 227 318
23.6 231 32.6

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



RT wymaga startera do rozpoczecia syntezy DNA

startery

genowo-specyficzne ﬂ.r STNEE AAAAAA

startery oligodT,

mogq byc¢ , kotwiczone” —4_"\;_"'_ AAAAAN
tzn. TTTTTTTTTT(A/C/G) TTrTT

krotkie startery losowe . AAAAAA
np. heksamery, oktamery - z. B - WRT -

Molekularne techniki analizy RNA 2013



Roznice w wydajnosci RT moga siegac¢ 100X!

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