UBUNG 2

EXPRESSIONSANALYSE - QUANTITATIVE PCR

In dieser Ubung soll festgestellt werden, wie stark ein bestimmtes Gen in Stammen des filamentdsen
Pilz Trichoderma reesei unter bestimmten Kultivierungsbedingungen transkribiert wird. Dazu wird T.
reesei QM6a oder Rut-C30 =zunadchst auf neutraler, induzierender oder repremierender
Kohlenstoffquelle kultiviert. AnschlieBend wird eine entsprechende RNA-Extraktion aus dem Pilzmyzel
und eine darauffolgende cDNA-Synthese (,reverse Transkription“) vorgenommen.

Quantitative PCR (gPCR) ist eine sehr sensitive Methode, um eine spezifische (c)DNA-Menge zu
detektieren. Wahrend laufender Amplifikation wird die Produktimenge in homogener Lésung mittels
Fluoreszenzzunahme gemessen. Konkret wird dabei als Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green
verwendet, der nur in doppelstrangiger DNA interkaliert. Wéhrend der PCR wird die Ausgangs-DNA pro
Zyklus verdoppelt (2, n ist die Zahl der Zyklen) und der Fluoreszenzfarbstoff lagert sich an die neu
synthetisierten Kopien an. Je mehr doppelstrangige DNA entsteht, desto mehr Fluoreszenzfarbstoff wird
in der DNA gebunden. Das emittierte Fluoreszenzsignal kann so detektiert werden und ist zur DNA-
Menge proportional.

Das Ziel der Ubung besteht darin, eine relative Quantifizierung der Transkriptmenge des cbh1-Gens
(kodiert fur die Cellobiohydrolase 1) in T. reesei Stdmmen, die auf Kohlenstoffquellen, die die
Zellulaseaktivitat induzieren (zB Laktose) oder repremieren (zB Glukose), oder als neutral betrachtet
werden (zB Glyzerin; Bezugsbedingung) angezichtet wurden, vorzunehmen. Als Gen fir die
Datennormalisierung wird act (kodiert fir Actin) verwendet.



Hinweise:

(A) befindet sich im Abzug

(

(

(G) befindet sich in der Gefrierlade
K) befindet sich im Kiihlschrank

A)
B) befindet sich am Betreuer/innentisch
E) befindet sich im allgemeinen Entnahmebereich auf RT

(
alle weiteren Materialien/Losungen sind selbst herzustellen oder am Hérer/innenplatz vorhanden

Gerahmte Teile: es ist unter sterilen Bedingungen zu arbeiten!

Doppelt gerahmte Teile: es ist unter RNase-freien Bedingungen zu arbeiten!

Abktirzungen:

G, Glukose

GY, Glyzerin

KB, Kiihlblock

L, Laktose

RG, Reaktionsgefal
RT, Raumtemperatur

sb, steriles, (bi-)destilliertes Wasser (selbst herzustellen)

Reservierung des qPCR-Laufes erforderlich!

Zuordnung der Stdmme und Kohlenstoffquellen (C-Quellen):

Teilnehmer/in Nr. Stamm C-Quellen Teilnehmer/in Nr. Stamm C-Quellen

1 Rut-C30 GY, G 9 Rut-C30 GY, G
2 Rut-C30 GY, L 10 Rut-C30 GY, L
3 QM6a Gy, G 11 QM6a GY, G
4 QM6a GY, L 12 QMe6a GY, L
5 Rut-C30 GY, G 13 Rut-C30 GY, G
6 Rut-C30 GY, L 14 Rut-C30 GY, L
7 QM6a Gy, G 15 QM6a GY, G
8 QMe6a GY, L

1. Herstellen der Sporensuspension

Lésungen: NaCl (0,8 %)-Tween80 (0,05 %)-Lésung (steril) (E)

Materialien: 1,5 ml ReaktionsgefaB mit Glaswolle (steril) (E)
Platte mit T. reesei QM6a oder Rut-C30 bewachsen (K)

Durchfiihrung:

resuspendieren

o Alle Sporen von einer Platte abschaben und in 1 mL NaCl-Tween80-L&sung

e Suspension Uber ein mit steriler Glaswolle gefiilltes Reaktionsgefan filtrieren
e Sporensuspension in ein neues, steriles RG Uberflihren

Die Sporensuspension kann bei +4 °C aufbewahrt werden.




2. Sporenzahlbestimmung

Materialien: Zahlkammer (Mikroskop)
Zahlei (Mikroskop)
Deckglas (Mikroskop)
Mikroskopietliicher (Mikroskop)

Geréte: Mikroskop
Durchfiihrung:
Zahlkammerglas mit Mikroskopietuch reinigen

mit Deckglas bedecken

Mittelstegs scharf stellen

o auf 400-fache VergroBerung umstellen, Schéarfe nachjustieren und die Anzahl der Sporen in
mindestens einem GroBquadrat (16 kleine Quadrate entsprechen in dieser Kammer einem
GroBquadrat) maanderférmig auszahlen; werden mehrere GroBquadrate ausgezahlt ist der

Mittelwert zu bestimmen

Anzahl der Sporen berechnen
Zahlkammer mit EtOH, dann mit dest. H>O reinigen und retournieren
Deckglas entsorgen (Autoklaviermdill)

Formel fiir die Thoma Kammer:
n = Anzahl der gezahlten Sporen pro GroBquadrat

10 pL einer 1:50-Verdunnung der Sporensuspension auf mittig auf die Zahlkammer pipettieren

Z&hlkammer unter das Mikroskop legen und bei 100-facher VergréBerung das Liniennetz des

Sporen innerhalb des GroBquadrates (nicht jene auf den Begrenzungslinien) berlicksichtigen

Sporen pro ml = (n x 103 x Verdlinnung)/(Flache des Kleinquadrates x Kammertiefe x Anzahl der

Kleinquadrate)

Kenndaten der Thoma Kammer: ol ] < |' )i)
Anzahl der GroBquadrate: 4 ° L TTE
Anzahl der Kleinquadrate: je 16 ° 1%
Kammertiefe: 0,01 mm ot 3
Flache eines Kleinquadrates: 0,0025 mm? o{ e A\rf '7700
‘ R

3. Direktanzucht des Pilzes

Lésungen: 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer (E)
50x Spurenelemente-Lésung (E)
2x Mineralsalzlésung (E)
5 M Urea (E)
40 % Glukose (steril) (K)
20 % Laktose (steril) (K)
50 % Glyzerin (steril) (K)

Materialien: Wattehauben und Gummibé&nder (E)
Alufolie (E)

Geréte: Inkubationsschuttler
Durchfiihrung:

Zusammensetzung von 1 L Mandels-Andreotti-(MA)-Medium:

250 mL  2x Mineralsalzl6sung




500 mL 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer
20 mL 50x Spurenelemente-Lésung
1mL 5 M Urea
19 Pepton

mit dest. H>O auf 1 L aufflllen

¢ In je einen 250-mL-Erlenmeyerkolben 50 mL MA-Medium geben
e Kolben mit Wattehaube und Gummiband verschlieBen und bedeckt mit Alufolie autoklavieren

e Medium mit der zugeordneten C-Quelle auf eine Endkonzentration von 1 % versetzen.
e Medium mit 10° Sporen/L inokulieren

e Bei 30 °C und 180 rpm flr die entsprechende Zeit kultivieren.

Kultivierungszeiten:
Laktose: 24h; Glukose: 24h; Glyzerin: 48h

4. Ernte des Pilzmyzels

Materialien: flussiger N2 (E)
KryogefaB (E)
Nadel (E)
Glastrichter (E)
Gummitrichter (E)
Miracloth (E)
Whatman Filterpapier (E)
Alufolie (E)

Durchfiihrung:

e in ein KryogefaB pro Kultivierung mit einer heiBen Nadel ein Loch in den Deckel stechen

e  Styroporbox mit fllissigem N2 wenige cm hoch beflllen

Glastrichter in einen Erlenmeyerkolben setzen (Gummitrichter zur Dampfung dazwischen
legen)

Miracloth quadratisch zuschneiden und in den Glastrichter legen

Myzel abfiltrieren, sorgfaltig mit dest. H.O waschen

Myzel in Miracloth auf Whatman Filterpapier legen und trocken pressen

in ca. 1 cm2 groBen Portionen in das vorbereitete Kryogefal3 geben

im flissigen N2 schockgefrieren

Das gefrorene Myzel kann im -196 °C-Tank bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden.
Kontaktieren Sie dazu eine/n Betreuer/in.

5. Aufschluss des Pilzmyzels

Lésungen: peqGOLD TriFast (K)

Materialien: RG mit Schraubdeckel und rotem Dichtungsring (E)
Glaskugeln (0,01-0,1 mm @, 1 mm @, 5 mm @) (E)
2 Proben Pilzmyzel, gefroren in fl. N2

Geréte: Teflon-Homogenisator (BIO 101/Savant FastPrep 120) (Betreuer fragen)

Durchfilhrung: Jede Myzelprobe wird in Duplikaten aufgeschlossen und daraus die RNA isoliert.



pro Myzelprobe 2 Schraub-RG mit jeweils der angegebenen Menge an Glaskugeln einwiegen:

0,37 g 0,01-0,1 mm @
0,25¢ 1mmo
1 Stk. 5mm @

1 mL peqGOLD TriFast Losung in jedes RG vorlegen (Abzug, Nitrilhandschuhe)

ein ca. 1 cm2 groBes Stlick Myzel zugeben (Abzug)

Schraub-RG sorgfaltig verschlieBen (Abzug, Nitrilhandschuhe)

Hinweis: Optische Kontrolle, ob Dichtungsring und Deckel véllig plan sind; Dichtungsring ev.
mit Hilfe einer Pinzette ausrichten.

Betreuer/in zur Inbetriebnahme des Teflon-Homogenisators kontaktieren

Aufschluss im Teflon-Homogenisator: Stufe 6, 30 s (Abzug, Nitrilhandschuhe)

6. Extraktion von RNA

Lésungen: Chloroform (A)

Isopropanol (A)
RNase-freier 75% Ethanol (E)
RNase-freies Wasser (E)

Materialien: RNase-freie 1,5-mL-RG (B)

Geréte:

RNase-freie Filterspitzen (B)

Thermoblock

Durchfiihrung:

5 min bei RT stehenlassen

0,2 mL Chloroform zugeben

15 s am Vibrationsschittler kraftig schiitteln
10 min bei RT stehenlassen

Zentrifugieren: 5 min bei 12000-g und RT

wassrige Phase in ein RG Uberfiihren

0,2 mL Chloroform zugeben

15 s am Vibrationsschttler kraftig schitteln

10 min bei RT stehenlassen

Zentrifugieren: 5 min bei 12000-g und RT

wassrige Phase in ein neues RG Uberflihren

0,5 mL Isopropanol zugeben

sanft mischen (4-6 mal invertieren)

10 - 15 min bei RT stehenlassen

Zentrifugieren: 10 min bei 12000-g und 4 °C

Isopropanolliberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen

1 mL 75%igen Ethanol zugeben

kurz am Vibrationsschuttler schitteln

Zentrifugieren: 10 min, 12000-g, 4 °C

EtOH verwerfen

Pellet lufttrocknen; ev. kurz (5 min) am Thermoblock bei 50 °C fertig trocknen
Hinweis: Zu starkes Trocknen beeintrachtigt die Léslichkeit.

Pellet in 50 puL sb Wasser I6sen

Hinweis: Erhitzen der RNA-L&sung auf 50 °C sowie Schiitteln verbessert die Léslichkeit.

RNA auf Eis stellen
weiter verwenden oder bei -80 °C lagern



7. Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der RNA

Materialien: RNase-freie Filterspitzen (B)
Gerate: NanoDrop ND1000 Spectrophotometer
Durchflihrung:

o 2 ulL RNA-Lésung in RNase freies 1,5 mL RG Uberfiihren

e Betreuer:in kontaktieren

e NanoDrop mit sb Wasser splilen

e ca. 2 uL RNA-L6sung auftragen

e Quantitat und Qualitat (Azeo/zao, Azeo/zso) der RNA bestimmen
o flir alle RNA-Proben wiederholen

e NanoDrop mit sb Wasser spllen

8. DNase Verdau

Lésungen: 10x Reaction Buffer mit MgCl, (G)
RNase-freies Wasser (E)
RNase-freie Deoxyribonuclease | (1U/uL) (G)
RNase-freies 50 mM EDTA (G)

Materialien: RNase-freie 1,5-mL RG oder PCR-RG (0,2 mL) (B)
RNase-freie Filterspitzen (B)

Gerate: Thermoblock oder PCR Gerét

Durchfiihrung:

¢ Reagenzien auftauen, schitteln, kurz abzentrifugieren, auf Eis stellen
o auf KB in ein RG pipettieren:

RNA 1 g
10x Reaction Buffer mit MgCl» 1L
sb Wasser auf 10 yL Gesamtvol.
Deoxyribonuclease | 1L

e Kkurz schutteln und abzentrifugieren
e 30 min bei 37 °C inkubieren
e 1L 50 mM EDTA dazu mischen

o fUr weitere 10 min bei 65 °C inkubieren

o auf KB stellen

o sofort fur die reverse Transkription verwenden oder bei -80 °C lagern (kontaktieren Sie dazu
eine/n Betreuer/in)

9. Reverse Transkription

Lésungen: RNase-freie RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) (G)
RNase-freier Ribonuclease Inhibitor ,Riboloc” (20 U/uL) (G)
RNase-freier 5x Reaction Buffer (G)
RNase-freier 10 mM dNTP Mix (G)



RNase-freier Oligo(dT)1s Primer (0,5 pg/uL) (G)
RNase-freier Random Hexamer Primer (0,2 ug/uL) (G)
RNAse freies Wasser (B)

Materialien: RNase-freie PCR-RG (0,2 mL) (B)

Geréte:

RNase-freie Filterspitzen (B)

PCR-Gerét

Durchfiihrung:

Reagenzien auftauen, schitteln, kurz abzentrifugieren, auf Eis stellen
auf KB in ein PCR-RG pipettieren:
DNase-behandelte RNA 0,45 ug
Oligo(dT)1g Primer 0,5uL
Random Hexamer Primer 0,5uL
im Bedarfsfall mit sb Wasser auf 6 uL
vorsichtig mit Pipette durchmischen und abzentrifugieren
5 min bei 65 °C inkubieren
auf KB abkuhlen lassen und abzentrifugieren
auf KB folgendes dazu pipettieren:
5x Reaction Buffer 2uL
Ribonuclease inhibitor 0,5uL
10 mM dNTP mix 1L
RevertAid H Minus M-MuLV Rev.Transcriptase 0,5 L
vorsichtig durchmischen und abzentrifugieren

Starten von folgendem Programm: 5 min /25 °C
60 min /42 °C
5min/70 °C
auf KB abkiihlen lassen
weiter verwenden oder im Gefrierfach lagern
1:10 und 1:100 Verdiinnungen mit sb Wasser herstellen
weiter verwenden oder im Gefrierfach lagern

10. quantitative PCR

Reservierung des qPCR-Laufes erforderlich!

Lésungen: Luna Universal gPCR Master Mix (beinhaltet dNTP’s, Tag-Polymerase, MgCl,, KCI,

SybrGreen) (G)
6,25 uM Primerlésungen cbh1 f, cbh1 r, act f und act r (G)
0,5 % SDS-Lésung (K)

Materialien: DNase-freie 0,1-mL gPCR-RG und Kappen (Qiagen) (B)

Geréte:

sterile Filterspitzen (B)
sterile 1,5-mL RG

Rotor Gene Q Cycler (Qiagen)

Berechnung des PCR-Ansatzes:

Es wird fir jedes zu messende Transkript (d.h. jedes unterschiedliche Primerpaar) ein Mastermix
hergestellt.




Anzahl der Proben je Mastermix:
Die beiden cDNA Duplikate (= biologische Duplikate) werden dreifach (= technische Triplikate)
gemessen. Die Leerprobe (sb Wasser statt cDNA) und die Negativkontrolle (Zugabe von SDS verhindert

Aktivitédt der DNA-Polymerase) werden nur einfach gemessen.

__ cDNA Proben
1 Leerprobe

1 Negativkontrolle
Aufschlag
Gesamtanzahl

_L_L_L|

Mastermix:
Hinweis: Die Zugabe des sb Wassers dient zum Erhalt des nétigen Volumens.

Zielgen cbh1:
Reagens Konz. Endkonz. | 1 Probe [uL] | __ Proben [uL]
Luna Master Mix 2X 1X
Primer cbh1 f 6,25 uM 0,25 uM
Primer cbhir 6,25 uM 0,25 uM
cDNA-Probe 1:100 - - 2
sb Wasser - -
Gesamt - - 20

Referenzgen act:

Reagens Konz. Endkonz. | 1 Probe [uL] | __ Proben [uL]

Luna Master Mix 2X 1x

Primer act f 6,25 uM 0,25 uM

Primer actr 6,25 uM 0,25 uM

cDNA-Probe 1:100 - - 2

sb Wasser - -

Gesamt - - 20

Durchflihrung:

e pro Mastermix ein 1,5-mL-RG auf Eis bereitstellen

o Reagenzien und gegebenenfalls die Proben auftauen, schiitteln, kurz abzentrifugieren, auf Eis

stellen

o Mastermix herstellen: die oben berechneten Mengen der Reagenzien (auBer der Probe) in die

RG pipettieren, gut schiitteln und kurz abzentrifugieren

18 pL Mastermix in die gPCR-RG vorlegen

Proben: 2 uL cDNA dazu mischen

Leerproben: 2 L sb Wasser dazu mischen

Negativkontrolle: 2 uL beliebige cDNA und 0,5 pL 0,5%iges SDS dazu mischen
Die gPCR-RG mit den Kappen verschlieBen

auf KB stellen

Hinweis: Die qPCR Proben werden genau in der abgegebenen Reihenfolge (Probe 1 - 28)

gemessen!
e beim/bei der Betreuer/in fir den reservierten gqPCR Lauf abgeben

Auswertung und Berechnung der Ergebnisse:

o Kontrollieren von Leerprobe und Negativkontrolle
¢ Kontrolle der Schmelzkurven
¢ Beurteilung der technischen Triplikate, ev. Ausscheiden von eindeutigen AusreiBern



e Berechnung der relativen Transkriptverhéltnisse der Proben (normalisiert auf act)

Ampeph1 probe™(TOcbh1 Bezug = TOchh1 Probe)
Ampact ProbeA(TOact Bezug = Toact Probe)

Relatives Transkriptverhdltnis =

Mit Amp ...... Amplifikation, entspricht der PCR-Effizienz
TO ........ take off, entspricht dem Thresholdcycle
Bezug ... Bezugsprobe (Glyzerin)

11. Abgabe

Die Abgabe ist als Excel-file in TUWEL hochzuladen.
Bitte nennen Sie die Datei: Ubung2-Name-Matrikelnummer

Das Excel File hat folgende Daten/Werte zu umfassen:
o RNA-Konzentrationen
o RNA-Reinheit
e Tabelle der Berechnung des Mastermix Ansatzes
¢ Rohdaten der quantitativen PCR
e TO- und Amp-Werte
e Abgabe der zwei relativen Transkriptwerte inklusive einer nachvollziehbaren Berechnung
o Kurze Erklarung warum man biologische Duplikate und technische Triplikate verwenden soll
e Interpretation der Ergebnisse

Die Benotung héngt von der Vollstdndigkeit der Abgabe, Richtigkeit der Ergebnisse und Klarheit der
Datei und der Erlduterung der Berechnungen ab.



