Plan wyktadéw do fakultetu
,»MIOLEKULARNE TECHNIKI ANALIZY RNA”

semestr zimowy 2022-23r.

(pigtek,16:00, pigtek, 16:00, sala nr 7, gmach IBB PAN)

1. (07.10) ,Swiat RNA” cz. 1 — Joanna Kufel, IGiB UW.

Koncepcja ,,RNA world”, Noble w dziedzinie RNA. Katalityczne czgsteczki RNA — klasy, mechanizm, wystepowanie. SELEX. Pozostatosci swiata
RNA - rybosom, splajsosom, wirusy RNA. Réznorodnos¢ klas RNA u Eukaryota i ich metabolizm. Podstawowe mechanizmy regulacji ekspresji
gendw.

2. (14.10) ,,Swiat RNA” cz. 2 — Joanna Kufel, IGiB UW.

3. (21.10) , Przeglqd technik opartych o odwrotng transkrypcje. Techniki badania transkrypcji: TRO, ChIP, RIP i DIP. Analiza koricow poliA RNA“ —
Michat Koper, 1GiB UW.

Teoria odwrotnej transkrypcji (RT). Przeglad technik opartych o RT: RT-PCR w tym pofilosciowy, pulsacyjny RT-PCR, RACE, cRT-PCR, technika
wydtuzania startera ("primer extension"). Techniki badania nowopowstajacych transkryptéw: jadrowy ,Transcription Run-On*,
immunoprecypitacja chromatyny (ChIP), immunoprecypitacja RNA (RiP). Do zilustrowania powyzszych techniki postuzg badania terminacji
transkrypcji Polimerazy | RNA. Specyficzno$é¢ wigzania DNA przez czynniki transkrypcyjne: ,,ChIP on chip“, immunoprecypitacja DNA (DIP).
Badanie koricow poliA RNA (technika PASE, izolacja frakcji RNA poliA*).

4. (28.10) ,niekodujgce RNA” — Monika Zakrzewska-Ptaczek, 1GiB UW.
Niekodujace RNA (ang. non-coding RNA; ncRNA). Biogeneza i funkcje matych i dtugich niekodujgcych RNA. Mechanizmy wyciszania transkrypcji
zalezne od niekodujgcych RNA. Kompleksy RNP biorgce udziat w wyciszaniu transkrypcji. Rola chromatyny w regulacji ekspresji gendow.

5.(04.11) , Swiat RNA” cz. 3 — Joanna Kufel, IGiB UW.

6. (18.11) ,,PCR w czasie rzeczywistym (ilosciowy; gqPCR)” — Michat Koper, IGiB UW.

Teoria gqPCR: sposoby detekcji DNA, podstawy projektowania starteréw, sondy hybrydyzacyjne, wprowadzenie do obliczen. Zastosowania:
okreslanie poziomu badanych transkryptéw w komérce, wykrywanie kwaséw nukleinowych patogendw, detekcja pojedynczych mutacji (SNP).
Dobra praktyka laboratoryjna przy doswiadczeniach gPCR i najczestsze ,,putapki czekajace” na eksperymentatordow.

7.(25.11) ,RNA w neuronach”— Magdalena Dziembowska, CeNT UW.

Transport mRNA do wypustek komérek nerwowych i lokalna translacja w odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne. Metody wizualizacji mRNA
z zywym neuronie w czasie rzeczywistym, hybrydyzacja in situ, metody biochemiczne pozwalajace na bezposrednig detekcje transkryptéw
ulegajacych lokalnej translacji w neuronach.

8. (02.12) , Udziat metabolizmu RNA w procesach fizjologicznych” — Anna Golisz, IGiB UW.
Czynniki metabolizmu RNA i miRNA u roslin — rola w przekazywaniu sygnatuéw hormonalnych, rozwoju embrionalnym i generatywnym,
zegarze dobowym, odpornosci na stres i patogeny.

9. (09.12) ,,Badanie enzymoéw metabolizmu RNA na przyktadzie egzosomu” — Rafat Tomecki, IGiB UW/IBB PAN.

Sciezki rozktadu RNA w organizmach eukariotycznych. Egzo- i endo- nukleazy. Egzosom: wielofunkcyjny i wielosktadnikowy kompleks. Badania
strukturalne i funkcjonalne egzosomu u drozdzy i w komdrkach ludzkich. Mechanizm dziatania, wspotpraca aktywnosci egzo- i endo-
nukleolityczne;j.

10. (16.12) ,Struktura RNA a funkcja. Mapowanie struktury RNA in vitro. Metody badania transkryptomdéw” — Michat Koper, IGiB UW.
Mapowanie struktury RNA in vitro: sondy molekularne trawigce specyficznie wzgledem struktury i sekwencji RNA. Przetgczniki RNA i aptamery
— naturalne oraz wyselekcjonowane na potrzeby lekéw lub biosensoréw. Wysokoprzepustowe metody badania transkryptomoéw oparte o
techniki sekwencjonowania nowej generacji (RNA-seq, ChIP-seq).

11. (13.01) ,Metody badan strukturalnych RNA” — Marcin Nowotny, IICMB.
Metody badania struktur komplekséw RNA-biatko, metody krystalizacji komplekséw RNP (na przyktadzie rubosomu, snRNP, RNazy H).
Poréwnanie krystalografii i badarit NMR dla RNA. Technika SAXS. Chemiczne (SHAPE) i bioinformatyczne przewidywanie struktur RNA.

12. (20.01) ,,Globalne analizy kompleksow rybonukleoproteinowych”— Joanna Kufel, IGiB UW.
Metody biochemiczne czyszczenia kompleksow rybonukleoproteinowych (RNP). Drozdzowy system trzyhybrydowy. Chromatografia RNA w
potgczeniu ze spektroskopia mas. CRAC (,,crosslinking and analysis of cRNA”) i CLIP (,,crosslinking and immunoprecipitation®).

13. (27.01) ,RNowe nowosci”— Joanna Kufel, IGiB UW.
Nowe klasy ncRNA. RNAi u drozdzy Saccharomyces cerevisiae? Fragmenty RNA powstate z rozktadu stabilnych RNA. Nietypowe funkcje RNP.




Plan zaje¢ do fakultetu
,»MIOLEKULARNE TECHNIKI ANALIZY RNA”

semestr zimowy 2022-23r.

(gr. 1 poniedziatki, 10:15-13:30; gr. 2 czwartki, 9:30-12.45 — sala 129 I1GiB UW)

1. 06 10.10. Podstawy pracy z RNA. Izolacja RNA z drozdzy i z roslin.

2. 13 17.10. Ocena jakosci RNA. Rozdziat w zelach. Radioizotopowe i fluorescencyjne metody detekcji RNA. Detekcja miRNA u
roslin - wprowadzenie. Detekcja miRNA u roslin, technika Northern-blot (1) z rozdziatem RNA w zelu poliakrylamidowym.

3. 20 i 24.10. Technika Northern-blot (1): hybrydyzacja z sondg oligonukleotydowa znakowang biotyng. Ptukania, skan i analiza
wynikéw. Wykrywanie transkryptéw CUT u drozdzy: technika Northern-blot (2) z rozdziatem RNA w zelu agarozowym.

4. 03 i 07.11. Detekcja CUT u drozdzy: znakowanie sondy metodg "asymetryczny PCR" i hybrydyzacja. Eksploracyjna analiza
danych transkryptomicznych - wprowadzenie.

5. 10 i 14.11. Eksploracyjna analiza danych transkryptomicznych i translatomicznych pochodzacych z eksperymentéw opartych
na RNA-seq - ¢wiczenia bioinformatyczne.

6. 17 i 21.11. Detekcja CUT u drozdzy: omdwienie wynikow hybrydyzacji Northern-blot (2). Analiza koncow 3' matych
jaderkowych RNA (snoRNA) przy pomocy cRT-PCR. Ciecie Rnazg H dupleksow RNA-oligonukleotyd i ligacja (cyrkularyzacja) RNA.

7.24i28.11. Analiza koncow 3' snoRNA: RT + PCR.

8. 01 i 05.12. cRT-PCR: rozdziat produktéw w zelu i omdwienie ich sekwencjonowania. Wykrywanie mRNA metoda RT-qPCR.
Projektowanie starteréw do qPCR - teoria i praktyka. Konkurs na najwydajniejszg pare starterdw, tzn. kazdy student zaprojektuje
przynajmnie]j 1 pare starterow, ktéra zostanie zamdwiona i przetestowana na nastepnych zajeciach.

9. 08 12.12. Przeprowadzenie reakcji gPCR: testowanie zaprojektowanych starteréw dla gendw referencyjnych.

10. 15 i 19.12. Oznaczenia biochemiczne aktywnosci enzymow degradujacych RNA. Analiza aktywnosci rybonukleolitycznych
roznych wersji biatka Dis3 - gtéwnej podjednostki katalitycznej kompleksu egzosomu; badanie wrazliwosci aktywnosci
egzorybonukleolitycznej 5'-3' biatka Xrnl na status fosforylacji konca 5' substratu; reakcje degradacji syntetycznych
oligonukleotydow RNA znakowanych fluorescencyjnie, rozdziat produktéw reakcji w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym.

11. 09 12.01. Analiza wynikdw reakcji gPCR.

12. 16 i 19.01. Oddziatywania biatka - kwasy nukleinowe. Wigzania drozdzowego biatka Reb1 z rDNA. Fluorescencyjny "gel-shift"
(inkubacja préb, rozdziat w natywnym zelu poliakrylamidowym). Eksploracyjna analiza danych transkryptomicznych i
translatomicznych - wprowadzenie.

13. 23 i 26.01. Prezentacje studentéw na zaliczenie ¢wiczen.

Zasady zaliczenia przedmiotu

Cwiczenia: na podstawie prac domowych oraz prezentacji dotyczacych wybranych technik badania RNA.
Caly przedmiot: egzamin pisemny (pytania testowe).

Koordynator przedmiotu:

Michat Koper
m.koper@uw.edu.pl
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