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Stochastyczna synteza mRNA w komérkach ssakow

Zwykle w ekspresji gendw bierze udziat niewielka liczba czastieczek, przy czym liczba bialek
czesto jest rzedu setek czgsteczek, mMRNA rzedu dziesigiek czasteczek, a same geny czesto
wystepuja w zaledwie jednej lub dwéch kopiach na komdrke.

Najbardziej bezposrednia metoda wykrywania aktywacji i inaktywacji genéw jest
bezposrednie monitorowanie mRNA wytwarzanego z genu przy rozdzielczosci pojedynczych
czgsteczek. Poniewaz okres péttrwania mRNA jest zazwyczaj znacznie krétszy niz biatek
fluorescencyjnych, ich poziomy doktadniej odzwierciedlaja stan genu. Co wiecej,
wykrywajac pojedyncze czasteczki, mozna pominaé kwestie czutosci. Co wiecej, obecnosé
catkowitej liczby czasteczek bylahy szczegolnie cenna w precyzyjnej ocenie modeli
stochastycznej ekspresji genoéw.

Stochastyczna synteza mRNA w komadrkach jajnika chomika chiriskiego: w tym badaniu
autorzy zbadali zmiennos¢ ekspresji genédw miedzy komérkami, doktadnie zliczajac
pojedyncze czasteczki mRNA za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (fluorescence
in situ hybridization, FISH).
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Aby bezposrednio obserwowaé losowe zdarzenia aktywaciji i inaktywacji genow, autorzy
zmierzyli r6znice miedzy komdérkami w liczbie czasteczek okreslonego mRNA. Osiagneli to
poprzez integracje genu reporterowego posiadajgcego tandemowy uktad miejsc wiazania
sondy z komdArkami ssakow i1 wykorzystali sondy znakowane fluorescencyjnie do wizualizacji
MRNA transkrybowanego z genu przez FISH. Aby uzyska¢ czuto$¢ na pojedyncza
czasteczke, wprowadzili 32 kopie tandemowe sekwencji wigzacej sonde o 43 parach zasad
na koncu 3' sekwencji kodujacej biatko fluorescencyjne (sekwencja M1). Konstrukt
wprowadzono do komoérek jajnika chomika chinskiego {CHG) metoda elektroporacji i wien
sposo6b otrzymano stabilng linie komoérkowa, w ktéirej pojedyncza kopia genu zostaia

zintegrowana z genomem komaorki.
PLoS Biology, 4:e309, 2006
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Elektroporacja to przyktadanie pradu elektrycznego przez btone komérkowa, powodujgce tymczasowe
utworzenie ,,porow”, umozliwiajgcych wychwyt egzogennych czasteczek znajdujacych sie w pozywce do
cytoplazmy (transfekcja przejSciowa) lub do jadra (transfekcja stabilna), powodujgac w ten sposéb
transfekcje lub transformacje komorka. Elektroporacje przeprowadza sie za pomoca elektroporatoréw,
urzadzen wytwarzajacych pole elektromagnetyczne w roztworze komérkowym. Osigga sie to poprzez
zewnetrzne przytozone pole elektryczne. Technike te zastosowano do wprowadzenia plazmidéw, takich jak
DNA i RNA (w tym siRNA), biatek, weglowodandéw, barwnikéw i czastek wiruséw do komérek bakterii,
drozdzy, roslin, owadoéw i ssakéw.



Gen reporterowy (wizualizujacy)

W biologii molekularnej gen reporterowy to gen, ktéry badacze przytaczaja do sekwencji regu-
latorowej innego genu bakterii lub komoérki, bedacego przedmiotem zainteresowania. Niektére
geny wybiera sie na reportery, poniewaz cechy, jakie hadajg organizmom, w ktérych zachodzi
ich ekspresja, sa tatwe do zidentyfikowania i zmierzenia, lub diatego, ze sa markerami
selekcyjnymi. Geny reporterowe sa czesto wykorzystywane jako wskaznik tego, czy dany gen
zostat wchtoniety przez populacje komérek lub organizmu lub ulegt w nim ekspresji.

Regulatory sequence to Reporter gene
be studied (e.g. encoding GFP or
(e.g. a gene’s promoter) luciferase])
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Komoérki CHO utrwalono i poddano hybrydyzacji z jednoniciowg sonda oligodeoksyrybonukleotydowa,
ktora byta zaré6wno komplementarna do tandemowo powtarzanych sekwencji, obecnhych w kazdym
MRNA, jak i wyznakowana piecioma dobrze rozproszonymi ugrupowaniami flucroforowymi.
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Wykrywanie i oznaczanie ilosciowe pojedynczych czasteczek mRNA w poszczegdlnych komérkach

(A) Schematyczny diagram przedstawiajgcy metode wykrywania mRNA. Wiele sond fluorescencyjnych
wiaze sie z kazda czasteczkg mRNA, dajac jasny, zlokalizowany sygnat.

(B) Potaczony obraz iréjwymiarowego stosu obrazéw z komoérki CHO wyrazajgcej gen 7x-tetO
przedstawiony w (A}, gdzie kazdy mRNA jest hybrydyzowany z sondami FISH, kt6re wiaza sie z
multimeryczng sekwencja wigzaca sonde w jej 3'-UTR (3’-untraslated region; 3’-wiazanie sondy P1-TMR
z sekwencig M1). Kazda plamka odpowiada pojedynczej czasteczce mRNA.

(C) Identyfikacja plam w tréjwymiarowym stosie obrazow w (B). Kazda czastka znaleziona przez
algorytm analizy obrazu ma inny kolor, co pokazuje, ze algorytm jest doktadny i ze poszczegdlne
czasteczki sa jednoznacznie identyfikowane. Paski skali maja dtugos¢ 5 pm.

Protein coding
region
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Pomiar roznic miedzy komoérkami w liczbie mRNA w komérkach klonalnych*

Autorzy wygenerowali stabilne linie komorkowe CHO ekspresjonujace wprowadzony do nich
konstrukt. Gen umieszczono pod kontrola promotora, ktérego ekspresje mozna hyto kontrolowaé w

komorkach ssakow, i stabilnie zintegrowano go z genomem poprzez elektroporacje, w wyniku ktérej
kazda komdrka zawiera pojedyncza kopie genu.
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Schematyczne przedstawienie prometora kontrolowanego przez doksycykline z jednym (1xtetO) i
siedmioma (7xtetO) miejscami wigzaria, i kontrolowanymi przez niego genami reporterowymi.
Doksycyklina wigze sie z hiaikiem tTA (transaktywatorem tetracykliny), zapobiegajac w ten sposéb
wigzaniu sie go z operatorem tet. Zsyntetyzowane mRNA zawiera sekwencje wigzaca 32 sondy
jednoniciowego DNA, z ktérych kazda jest wyznakowana piecioma fluoroforami.

W genetyce promotor to region DNA, w ktérym wigze sie polimeraza RNA, co inicjuje transkrypcje
okreslonego genu. Promotory znajduja sie w poblizu genéw, ktére transkrybuja. Promotory moga mieé
dtugosé od kilkudziesieciu do setek par zasad.

*Kiedy komorki dziela sie przez mitoze, powstajg dwie genetycznie identyczne, a wiec klonalne, komaérki potomne. Komaorki

w ciele cztowieka sg zazwyczaj klonalne (poniewaz powstaty z pojedynczej komorki). Populacje bakterii i wiruséw sg czesto
klonalne.
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Aktywacja transkrypcji kontrolowana tetracyklinag...

... to metoda indukowalnej ekspresji genéw, w ktérej transkrypcja jest odwracalnie wigczana
lub wytaczana w obecnhosci antybiotyku tetracykliny lub jednej z jej pochodnych (np.
doksycykliny).

OH O O OH (‘)H

System Tet-Off do kontrolowaria ekspresji badanych genow w komoérkach ssakéw zostat
opracowany przez H. Bujarda i M. Gossena nha Uniwersytecie w Heidelbergu w 1992 roku.

System Tet-Off wykorzystuje biatko transaktywatora tetracykliny (tTA), ktére powstaje w wyniku
fuzji jednego biatka, TetR (represora tetracykliny), wystepujacego w bakterii Escherichia coli, z
domena3 aktywacyjna innego biatka, VP16, wystepujacego w opryszczce wirusa Simplex.
Povistaie biatko tTA jest zdolne do wiazania DNA w okreslonych sekwencjach operatora TetO.
W wiekszosci systemow Tet-Off Kilka powtdrzen takich sekwencji TetO umieszcza sie przed
minimalnym promotorem, takim jak promotor CMV. Promotor CMV (ang. CMV promoter, od
cytomegalovirus) to region DNA odpowiedzialny za inicjowanie i regulacje transkrypcji genéw
w komorkach ssakoéw. Jest to jeden z najczesciej stosowanych promotoréw w biologii
molekularnej, uzywany do uzyskiwania wysokiego poziomu ekspresji gendow w réznych
eksperymentach, zarowno in vitro, jak i in vivo

W systemie Tet-Off ekspresja gendw kontrolowanych przez TRE moze by¢ ttumiona przez
tetracykline i jej pochodne. Wiaza tTA i uniemozliwiaja mu wiazanie sie z sekwencjami TRE,
zapobiegajac w ten sposéb transaktywacji genéw kontrolowanych przez TRE.
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wracamy do
Stochastycznej syntezy mRNA w komoérkach ssakéw

Aby zbada¢ mechanizmy kontrolujgce wybuchy transkrypcji, autorzy zmienili ogoéiny poziom
transkrypcji zaréwno poprzez zmiane iloSci aktywatora transkrypcii obecnego w komgérkach,
jak i poprzez zmiane liczby miejsc wigzania tego aktywatora w promotorze, jedno (1xtetO)
lub siedem ( 7xtetO) kopie sekwencji operatora tet wrazliwej na tetracykiine byiy obecne
powyzej promotora.
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Transkrypcja z promotora jest mozliwa tylko wtedy, gdy biatko znane jako tet-trans-
aktywator (1TA) wiaze sie z sekwencjg operatora. tTA jest biatkiem skiadajgcym sie z dwéch
domen: jednej, ktdra wigze sie z operatorem tet, i drugiej, ktéra promuje transkrypcje
pobliskich genéw (domena aktywacji kwasowej VP16, domena wigzgca DNA). Doksycyklina,
antybiotyk podobny do tetracykliny, wiaze sie z domeng wigzagca DNA tTA, uniemozliwiajac
jej zwiagzanie sie z DNA. Zmieniajac poziom doksycykliny w pozywce wzrostowej, autorzy byli
w stanie kontrolowaé¢ poziom wolnego tTA w komaérkach.

PLoS Biology, 4:€309, 2006



Obserwacja mRNA syntetyzowanego w komdrkach CHO wykazata, ze istniaty wyrazne réznice w
liczbie czasteczek mMRNA w poszczegdlnych komérkach (Rysunek B, C). Speradycznie
obserwowane wieksze jasne obszary to niedawno aktywowane miejsca transkrypcji spowodowane
nagromadzeniem powstajacego mRNA, ktore jeszcze nie rozproszy’o sie. Obserwacja, ze te miejsca
wystepuja rzadko, wskazuje, ze mRNA nie jest syntetyzowany w sposob ciggty, iecz raczej w
krétkich okresach czasu, gdy gen jest aktywny transkrypcyjnie. Autorzy nazywaja te okresy
wybuchami transkrypcji. Przez reszte czasu gen znajduje sie w stanie nieaktywnym transkrypcyjnie,
podczas ktorego nie sa syntetyzowane zadne czasteczki mRNA, a te zsyntetyzowane wczesniej
ulegaja degradacji. Paski skali maja dtugos¢ 5 pm.

7x-tetO
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Poniewaz metoda FISH podaje réwniez lokalizacje przestrzenng mRNA, autorzy byli takze w
stanie porownac¢ wzgledna liczbhe mRNA w jadrze i cytoplazmie, aby doktadniej zbadaé
zachowanie impulsow transkrypcyjnych. Jesli transkrypcja zachodzi w seriach, wowczas mozna
spodziewac sie znalezienia wiekszej liczby mRNA w jadrze niz w cytoplazmie, gdy gen jest
aktywny, poniewaz jagdrowy mRNA nie zostat wyeksportowany. Jednakze, gdy gen jest w stanie
nieaktywnym, jadrowe mRNA zostang wyeksportowane do cytoplazmy bez uzupeiniania, w
rezultacie zmniejsza sie czesS¢ catkowitego mMRNA komorkowego, ktora zrajduje sie w jadrze.
Aby zbada¢ takie zachowanie, autorzy po hybrydyzacji zabarwili komérki barwnikiem DAPI i
okreslili, czy kazdy mRNA znajdowat sie w cytoplazmie czy w jadrze. Czesto stwierdzali, ze
komorki bez ogniska transkrypcyjnego miaty tylko cytoplazmatyczny mRNA, podczas gdy
komorki z miejscem transkrypcji miaty zwykle duzg liczbe jadrowego mRNA {(Rysunek D).

D

Dwie siostrzane komarki z linii komérkowej E-YFP-M1-7x
przedstawia-jagce mMRNA wykryte przez sonde FISH (czerwone) i
jednoczesnie wybarwione przez DAPI (hiebieskie). Obraz
reprezentuje jedna ptaszczyzne ogniskowa. Paski skali maja
dtugos$¢é 5 pm.

Co ciekawe, cho¢ dwie komorki pokazane na rysunku D
niewatpliwie pochodza od tej samej komorki macierzystej, wydaja
sie wykazywacé rézne zachowania transkrypcyjne. Jest to
obserwacja typowa, wskazujaca, ze globalne zmiany czynnikéw
zewnetrznych, takie jak pozycja w cyklu komorkowym, nie sa
gtownym zrédtem zmiennosci aktywnosci transgenu;

PLoS Biology, 4:€309, 2006




DAPI

4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory siinie wiaze sie z
regionami DNA bogatymi w A-T. Jest szeroko stosowany w mikroskopii fluorescencyjnej. DAPI
moze przenikac¢ przez nienaruszong btone komoérkowa, dlatego mozna go stosowac do
barwienia zarowno zywych, jak i utrwalonych komorek, chociaz w 2ywych komorkach
przechodzi przez btone mniej efektywnie, przez co skutecznes¢ barwienia jest nizsza. Po
zwigzaniu z dwuniciowym DNA DAPI ma maksimum absorpcji przy ditugosci fali 358 nm
(ultrafiolet), a maksimum emisji przy 461 nm (niebieski). DAPI bedzie réwniez wiazac sie z RNA,
chociaz nie jest tak silnie fluorescencyjny. Po zwigzaniu z RNA jego emisja przesuwa sie do

HN

HoN N \

DAPI (magenta) zwiazany z mniejszym rowkiem
DNA (zielony i niebieski). Z PDB 1D30.
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wracamy do
Stochastycznej syntezy mRNA w komoérkach ssakéw

Dalsze dowody na wybuchy transkrypcji pochodzg z analizy statystyk rozktadu czasteczek
MRNA na komorke w catej populacji komorek. Jezeli mRNA by} wytwarzany ze staig
szybkoscig, mozna by oczekiwaé rozktadu Poissona mRNA na komaérke, w ktorym to
przypadku Srednia liczba czasteczek mRNA na komoérke i wariancja (tzw. kwadrat odchylenia
standardowego) bytyby rowne. Jednakze autorzy odkryli, ze Srednia wynosita okoto 40
czasteczek mMRNA na komérke, podczas gdy wariancja wynosita ckoto 1600 czasteczek do
kwadratu*, co wskazuje, ze mRNA nie jest syntetyzowany ze stata szybkoscia. Natomiast
taka obserwacja jest zgodna z wystepowaniem wybuchow transkrypciji.

*oczekiwaliby<iny wariancji 40 czasteczek do kwadratu, zatem odchylenie standardowe wynosi 6,32,
patrz nastepny slajd.

PLoS Biology, 4:€309, 2006



Proces Poissona i rozktad Poissona

W teorii prawdopodobienstwa proces Poissona jest procesem stochastycznym, ktory zlicza
liczbe zdarzen i czas ich wystapienia w danym przedziale czasu (patrz rysunek, gdzie oS x to
czas, a y to liczba zdarzen).
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Jednorodny proces Poissona zlicza zdarzenia, ktore zachodza ze stalg szybkoscia. Proces ten
charakteryzuie sie parametrem szybkosci A, znanym réwniez jako intensywnosé, tak ze liczba

zdarzen w przedziale czasu (t, t + t] jest zgodna z rozktadem Poissona z powiazanym z nim
parametrem At. Zalezno$¢ ta jest wyrazona jako
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gdzie N(t + t) — N(t) = k to liczba zdarzen w przedziale czasu (t, t + 1].

W procesie Poissona liczba zaobserwowanych zdarzen oscyluje wokoét Sredniej A z odchyleniem
standardowym réwnym pierwiastkowi kwadratowemu z A. Dodatnia liczba rzeczywista A jest
réowna oczekiwanej wartosci X, a takze jej wariancji. Wariancja zmiennej losowej X jest
oczekiwana wartoscia kwadratu odchylenia od Sredniej X.

D)\
P
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Histogramy pokazujace rozktad
czasteczek mMRNA na komarke
dla trzech stezen doksycykliny
dla obu lirii komadrkowych E-
YFP-M1-1x (po lewej) i E-YFP-M1-
7X (po prawej).

Zaobserwowano, ze wielkosé
wybuchow byta wieksza w linii
komérkowej E-YFP-M1-7x niz w
linii komorkowej E-YFP-M1-1x.

Nastepnie autorzy zréznicowali
ilos¢ doksycykliny w pozywce
wzrostowej i zmierzyli rozktad
liczby czgsteczek mRNA na
komorke na kilku polach
komérek hodowanych przy
kazdym stezeniu doksycykliny.
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Wykresy przedstawiajace Srednia populacji [na gorze] i
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Translacja

newly born protei

amino acids

large subunit

W biologii molekularnej i genetyce translacja to proces, w ktérym rybosomy komorkowe tworza
biatka. Translacja przebiega w czterech fazach: inicjacja, elongacja, translokacja i terminacja.
Podczas aktywacji wiasciwy aminokwas jest kowalencyjnie zwiazany z wtasciwym transferowym
RNA (tRNA). Inicjacja polega na wigzaniu sie matej podjednostki rybosomu z koncem 5' mRNA za
pomoca czynnikow inicjujacych. Podczas wydtuzania i translokacji aminokwasy sa dostarczane

do rybosomdw i taczone w biatka. Zakonczenie polipeptydu ma miejsce, gdy miejsce A rybosomu
jest skierowane w strone kodonu stop (UAA, UAG lub UGA).

wikipedia



Badanie ekspresji biatek w poszczegolnych zywych komorkach Escherichia
coli pod kontrola sttumionego promotora lac, jedna czasteczka na raz.

lac gperon
0 .dtwmfmﬂj ;%&aij\tﬁ
lacy lacA Terminator

Autorzy skonstruowali szczep €. coli SX4, w ktorym produktem ekspresji genu jest biatko
fuzyjne Tsr-Venus. Biatke Tsr jest jednym z czterech produktow genu tsr w E. coli. Po
ekspresji w cytoplazmie taczy sie z btona cytoplazmatyczna. Biatko Venus jest odmiana
GFP z 26tta fluorescenicjg, czyli odmiang YFP, ktdra ma krotki czas dojrzewania.
Pojedyncza kopig¢ chimerycznego genu tsr-venus witaczono do chromosomu E. coli,
zastepujac natywny gen lacZ. Endogenny gen tsr E. coli pozostat nienaruszony. Fakt
pojawienia sie w komdorce zsyntetyzowanego biatka fuzyjnego Tsr-Venus w wyniku
ekspresji rejestruje sie poprzez zaobserwowanie fluorescencji Venus, gdy biatko fuzyjne
zostanie zaketwiczone w ktonie komoérki swoja czescia Tsr. Fluorescencja Tsr-Venus gdy
dyfunduje ono w cytopiazmie jest niewidoczna, gdyz przemieszczanie sie biatka jest zbyt
szybkie.
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Projekt eksperymentu: Tsr-Venus ulega ekspresji pod kontrolg represora lac, ktory Scisle wigze sie z
operatorem lac w DNA. Transkrypcja jednego mRNA przez polimeraze RNA wynika z rzadkiego i
przejSciowegs zdarzenia dysocjacji represora z DNA. Wiele kopii czasteczek biatka ulega translaciji z
MRNA przez rybosomy. Po ztozeniu w wewnetrznej btonie E. coli czasteczki biatka Tsr-Venus mozna
wykryé indywidualnie za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego.

Science, 311:1600-1603, 2006



Wykazanie mozliwosci wykrywania pojedynczych czgsteczek biatka
fluorescencyjnego Tsr-Venus ulegajacych ekspresji w komérkach SX4
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Aktywnos¢ promotora lac w bakteriach szczepu SX4 immobilizowanych w zelu
agarozowym w temperaturze 37°C, w warunkach silnie represyjnych.

168 Min

Monitorowanie w czasie rzeczywistym ekspresji tsr-venus pod kontrolg sttumionego promotora
lac. Sekwencja obrazéw fluorescencyjnych (zétty) natozonych na jednoczesne obrazy DIC (szary)
komoérek E. coli wyrazajgcych Tsr-Venus na podktadce zelowej agarozowej w pozywce M9. Cykl
komorkowy irwa 55 + 10 minut w komorze o kontrolowanej temperaturze na stoliku
mikroskopowym. Osiem klatek pochodzi z filmu fluorescencyjnego poklatkowego, nagranego
przez ponad 195 minut z ekspozycja lasera o dtugosci 100 ms (0,3 kW/cm?) co 3 minuty. Po kazdym
zebraniu obrazéw stosuje sie ekspozycje 1100 ms w celu fotowybielenia fluoroforow Wenus.
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Slady czasowe ekspresji czasteczek biatka Tsr-Venus (po lewej) w trzech konkretnych liniach
komérkowych (po prawej) wyekstrahowane z filmu poklatkowego fluorescenciji-DIC.
Rozdzieiczosé czasowa wynosi 3 minuty. OS pionowa to liczba czasteczek biatka nowo
zsyntetyzowanych w ciagu ostatnich trzech minut. Linie przerywane oznaczaja czasy podziatu
komorek. \Wykresy czasowe pokazuja, ze produkcja biatka zachodzi w przypadkowych
impulsach (wybuchach ekspresji), w ramach ktérych generowana jest zmienna liczba
czasteczek biatka. Kazdy wybuch ekspresji genu trwa od ~3 do 15 minut.
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Analizy statystyczne Siaddw czasu produkcji biatka: histogram (szare stupki) liczby zdarzen
ekspresji na ¢cyki komorkowy (w catej populacji komorek). Histogram dobrze pasuje do rozktadu
Poissona, co sugeruje, ze wybuchy ekspresji gendéw zachodza losowo i nie sg skorelowane w
czasie. Srednia liczba impulséw wynosi nburst = 1,2 na cykl komérkowy, co daje $redni czas 46
minut pomiedzy dwoma sasiednimi impulsami.

W naszym przypadku zdarzeniem jest obserwacja k ekspresji genu podczas jednego cyklu
komérkowego, a zmienna losowa podlegajaca rozktadowi Poissona to [N(t+Tc.i)-N(t)], gdzie N(t)
jest liczba obserwowanej ekspresji gendw od czasu t do czasu t+1.., gdzie t oznacza moment
rozpoczecia nowego cyklu komdérkowego, a tc..i 0znacza czas trwania cyklu komérkowego.



lle czgsteczek mMRNA jest odpowiedzialnych za kazdy wybuch ekspresji genu
w warunkach represji?

Srednia liczba czasteczek mRNA na wybuch ekspresji (m) wynosi:

nmRNA chll

n burst T MRNA

gdzie nmrna to liczebnos$é “steady-state” czgsteczek mRNA. tsr-venus usredniona dla
populacji komoérek, T to Sredni czas podziaty komaorki, nyust to Srednia liczba impulséw
ekspresji na cykl podziatu kamarki, a tmrya tO czas zycia w komérce mRNA kodujacego
tsr-Venus. Parametry Nmrua I Tmrna Nalezy wyznaczyé na podstawie niezaleznych
eksperymentéw (patrz kolejne dwa slajdy). Autorzy uzyskali: Nmrna = 0,037£0,013 i Timrna
=1,5+0,2 min. Daje to m=1,14, stad wniocskuje sie, ze w warunkach ttumienia kazdy wybuch
ekspresji genu wyriika z jednej czasteczki mRNA, co sugeruje, ze represor Lac

szybko poncwnie wiaze odstoniety region operatora DNA, co umozliwia inicjacje
transkrypcji zasadniczo tylko jednej czasteczki mRNA.



OkresSlenie nmrna Metoda reakceji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja w
czasie rzeczywistym (real-time reverse transcription polymerase chain reaction,
real-time RT-PCR)

Table S1. Quantification of #sr-venus mRNA in SX4 with real-time RT-PCR

Number-ef mRNA
30 Ct mRNA. Number of ' molecules per
7 molecules cells 1000 cells
| § 1 24.15+6.12 1154770 1.88x 10’ 61.42
2 2575+616 439314 1.88 x 10’ 23.37
27 - 30 /2682+0.16 230962 1.20 x 103 19.25
4 25.69 £0.09 454579 1.20 x 10 37.88
“— - 51 12595£0.01 390204 1.20'x 10 32.52
O 6 2516x0.07 626939 1.53x 10’ 41.11
24 7 25.1040.05 648723 1.53 x 10’ 42.54
< Average 36.9
i \\\ 95% confidence interval 36.9+129
214
| ! | ! | ! N ! | ! |
45 50 85 60 65 70
L.og10(number of molecules) Ct = liczba cykli, w ktérych fluorescencja przekracza prég.

Kalibracja do iloSciowego cznaczania mRNA tsr-venus w czasie rzeczywistym metoda RT-PCR
(PCR z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym). Kalibracje przeprowadza sie przy uzyciu
MRNA wygenersciwanego w wyniku transkrypcji in vitro. W szczegd6lnosci zmieszaliSmy komorki
BW25993 (-107) ze znana iloScig mMRNA tsr-venus, ktéry otrzymano z transkrypcji in vitro, w
iloéci odpowiednio 3,0x104, 8,0x104, 2,0x105, 6,0x10%, 2,0x10° i 6,0x10° czasteczek. Srednia liczbe
cykli progowych (Ct) z czterech niezaleznych ekstrakcji wykreslono w funkcji ilosci dodanego
MRNA tsr-venus. RNA wyekstrahowany z komorek BW25993 bez dodatku mRNA tsr-venus daje
Ct 30. Pasek btedu przedstawia odchylenie standardowe Ct.

Odwrotna transkrypcja (reverse transcription) to synteza DNA z matrycy RNA



Wyznaczenie Tmrna Metoda reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotna
transkrypcja w czasie rzeczywistym (real-time RT-PCR)
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Czas zycia komoarkowego mRNA tsr-venus. Po krétkim okresie indukcji
wytwarzanie mRNA zostaje zahamowane i iloS§¢ mRNA tsr-venus mierzy sie za
pomaoca testu RT-PCR po impulsowej indukcji wytwarzania mRNA. Pomiar
powtarza sie szesSciokrotnie. Pasek btedu przedstawia odchylenie standardowe
pomiardow. Rozpad mRNA tsr-venus (kwadraty) jest wyposazony w pojedyncza
funkcje wyktadnicza (krzywa ciagta), ktora daje stata czasowa degradacji mRNA
wynoszaca 1,5 * 0,2 min. Wstawka pokazuje progowa liczbe cykli (Ct) zmierzona w
reakcji PCR w czasie rzeczywistym w funkcji opdznienia czasowego. Linia prosta to
liniowe dopasowanie danych.



Jaki jest rozktad liczby czasteczek biatka w kazdym wybuchu? (Albo ile czasteczek
biatka Tsr-Venus (n) powstaje na jedng czasteczke mRNA?)

B 35- P(n)=p"(1-p)
30 ()= nP(n)
n=_0
25 4 p - prawdopodobienstwo
o zwigzania rybosomu z mRNA;
= 20 - (1-p) - prawdopodobieistwo
= zwigzania sie rybonukleazy z
o 104 MRNA;
S p(1-p) — prawdopodobieristwo,
10 - Ze po jednorazowym zwiazaniu
MRNA z rybosomem nastapi
5. l| h, zwigzanie z rybonukleaza;
' TII_T“ p?(1-p) — prawdopodobienstwo,
0 Am_ ze MRNA po dwukrotnym

0 ': zwigzaniu sie z rybosomem

Number of m{}lecules per burst izt"r‘)"qze si¢ z rybonukleaza;
Rozktad liczby czasteczek biatka fluorescencyjnego wykrytych w kazdym wybuchu ekspresiji
genu, zgodny z rozktadem geometrycznym (linia ciagta), dajacy prawdopodobienstwo
wigzania rybosomu wynoszace 0,81 * 0,05 i Srednig liczbe czasteczek na wybuch wynoszaca
n=4,2. Ostatnia liczba pomnozona przez liczbe impulséw na cykl komérkowy (1,2) daje w
wyniku ustalong liczebnos$¢ biatka wynoszaca 5,0 * 0,8 czasteczek Tsr-Venus na komorke w
populacji komadrek.
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