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I.I. Wie kann Wie kann man man methodisch Funktion methodisch Funktion und Genexpression und Genexpression einzelnereinzelner
Nervenzellen untersuchen Nervenzellen untersuchen ??

(Laser-(Laser-MikrodissectionMikrodissection, PALM-System), PALM-System)

II. II. Wie nutzt Wie nutzt man man dazudazu
die die Informationen Informationen des des HumangenomHumangenom--ProjektesProjektes

und und verwandter verwandter Internet-Internet-Datenbanken Datenbanken / Programme?/ Programme?

(Primer-Design f(Primer-Design füür r RT-PCR)RT-PCR)

----------------------------------------------------------------------------------------

III. III. Warum istWarum ist
Einzelzell-Analyse von Einzelzell-Analyse von Nervenzellen erstrebenswertNervenzellen erstrebenswert??

((Theorie soviel wie gewTheorie soviel wie gewüünschtnscht /  / zeitlich machbarzeitlich machbar))



1. Isolation einzelner Zellen /1. Isolation einzelner Zellen / mRNA mRNA (z.T. Funktionsanalyse)  (z.T. Funktionsanalyse) 
((LaserLaser Mikrodissektion Mikrodissektion,, Patch Patch--clampclamp Technik Technik))

2.2. cDNA cDNA Synthese (Reverse Synthese (Reverse Transkription Transkription der der mRNA mRNA) ) 
((ReverseReverse Transkription Transkription -RT  -RT ))

3. PCR3. PCR Amplifikation Amplifikation der zu untersuchenden Gene/ der zu untersuchenden Gene/cDNAscDNAs
((Primer-DesignPrimer-Design,,  qualitative PCR, quantitative real-time PCRqualitative PCR, quantitative real-time PCR))

Gen-Gen-Expressionsanalyse einzelner Zellen Expressionsanalyse einzelner Zellen 
mittels mittels RT-PCRRT-PCR



complementary DNA (cDNA): complementary DNA (cDNA): stabilere Negativkopie der stabilere Negativkopie der mRNAmRNA
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Reverse Reverse Transkrition Transkrition (RT) (RT) zur zur cDNA cDNA SyntheseSynthese::
Umschreiben der Umschreiben der mRNA in mRNA in eine stabilere eine stabilere cDNA FormcDNA Form

Primer = Primer = OligonukleotideOligonukleotide::
Kurze Einzelstrang-DNA (15-50 Basen)
die durch Basenpaarung kurze dsDNA

Bereiche bilden, die die Enzyme
 (zB Reverse Transcriptase) benötigen

Enzym:
Reverse Transcriptase

Isolierung
einzelner Zellen



Primerauswahl Primerauswahl ffüür cDNA r cDNA Synthese Synthese / RT:/ RT:
3 3 verschiedene verschiedene Primer-Primer-StrategienStrategien

3 verschiedene cDNA Populationen
von derselben RNA-Probe möglich: 

Gen-Expressions Artefakte !



RT-PCR:RT-PCR: reverse transcription reverse transcription - - polymerase chain reaction polymerase chain reaction::
Kombination vonKombination von cDNA cDNA Synthese und PCR- Synthese und PCR-AmplifikationAmplifikation  

zurzur Genexpressions Genexpressions--DetektionDetektion

Zugabe von Gen-
spezifischen Primern,
cDNA Amplifikation

Primerdesign Primerdesign ffüürr PCR PCR  ist ist entscheidend entscheidend 
ffüürr RT-PCR Gen RT-PCR Gen--ExpressionsanalysenExpressionsanalysen



PCR:PCR: polymerase chain reaction polymerase chain reaction::
Wiederholte Abfolge von 3 Temperatur/InkubationsschrittenWiederholte Abfolge von 3 Temperatur/Inkubationsschritten

 94 94 ºº C C  50-70 50-70 ºº C C 72 72 ºº C C Ende 1. ZyklusEnde 1. Zyklus



BenBenöötigttigt werden werden::

  2 PCR2 PCR--PrimerPrimer
(Forward / Reverse)(Forward / Reverse)

dNTPsdNTPs + Puffer + Puffer
TaqTaq--PolimerasePolimerase

ThermozyklerThermozykler (PCR-Ger (PCR-Geräät)t)

Exponentielle Exponentielle DNA DNA VermehrungVermehrung

  nach jedem PCR Zyklusnach jedem PCR Zyklus
Verdoppelt sich dieVerdoppelt sich die
ZielmolekZielmoleküül Anzahl:l Anzahl:

2^n2^n
DNA MolekDNA Moleküülele

nach n PCR-Zyklennach n PCR-Zyklen



Exponentielle Exponentielle DNA-DNA-Vermehrung durch Vermehrung durch PCRPCR

1. cycle

2. cycle

B
1. DNA-denaturation

2. Primer-annealing

3. Primer-extension

A

Abfolge Abfolge von 3 von 3 TemperaturstufenTemperaturstufen Exponentielle Exponentielle DNA-DNA-VermehrungVermehrung



1. Isolation einzelner Zellen /1. Isolation einzelner Zellen / mRNA mRNA (z.T. Funktionsanalyse)  (z.T. Funktionsanalyse) 
((LaserLaser Mikrodissektion Mikrodissektion,, Patch Patch--clampclamp Technik Technik))

2.2. cDNA cDNA Synthese (Reverse Synthese (Reverse Transkription Transkription der der mRNA mRNA) ) 
((ReverseReverse Transkription Transkription -RT  -RT ))

3. PCR3. PCR Amplifikation Amplifikation der zu untersuchenden Gene/ der zu untersuchenden Gene/cDNAscDNAs
((Primer-DesignPrimer-Design,,  qualitative PCR, quantitative real-time PCRqualitative PCR, quantitative real-time PCR))

Gen-Gen-Expressionsanalyse einzelner Zellen Expressionsanalyse einzelner Zellen 
mittels mittels RT-PCRRT-PCR



Zwei verschieden Methoden zur IsolierungZwei verschieden Methoden zur Isolierung
 einzelner Zellen  einzelner Zellen / mRNA / mRNA aus Gewebe aus Gewebe ((zB HirnschnittezB Hirnschnitte))

Kontaktfreie Laser-Laser-MicrodissectionMicrodissection / Katapult
(PALM-Set-upPALM-Set-up)

Analyse von post mortem (humanen!) Proben

2.  Post mortem2.  Post mortem
fixed brainfixed brain-- s e c t i onss e c t i ons

1 .1 . Living neuronsLiving neurons
bra inbra in-- s l i c e ss l i c e s

 Zytoplasma-Ernte mittels PatchPatch-Pipette-Pipette
(PatchPatch--ClampClamp Set-up Set-up):

Funktion und Genexpression

cDNAcDNA-Synthese, Gene--Synthese, Gene-expression Profilingexpression Profiling (RT-PCR) (RT-PCR)



MethodeMethode: Laser-: Laser-Mikrodissection Mikrodissection (PALM-System)(PALM-System)

Erlaubt schnelle Erlaubt schnelle ““unkomplizierteunkomplizierte””  Isolierung einzelner ZellenIsolierung einzelner Zellen

Erlaubt Erlaubt Analyse von Analyse von fixiertem fixiertem ((post mortempost mortem) Material) Material

Isolierung einzelner Zellen  aus Gewebe Isolierung einzelner Zellen  aus Gewebe ((zB HirnschnittezB Hirnschnitte))



Fig. 2

PALM: PhotoPALM: Photo Ablation Ablation and Laser and Laser Microdissection Microdissection



PALM: PhotoPALM: Photo Ablation Ablation and Laser and Laser Microdissection Microdissection

337 nm337 nm Nitrogen Nitrogen (UV-A) Laser (UV-A) Laser



laser PCR-tube

single cell

LaserLaser Microdissection Microdissection und und Katapulting Katapulting einzelner Neuronen einzelner Neuronen

Ablative Photo-Ablative Photo-DecompensationDecompensation (APD):  (APD): 
Hohe Photondichte, Energie hHohe Photondichte, Energie hööher als Molekher als Moleküülbindungsenergie,lbindungsenergie,

MicroplasmaMicroplasma-Formation/-Formation/CollapsingCollapsing ( (nanosecnanosec), Expansion, keine Hitze), Expansion, keine Hitze

““where the laser hitswhere the laser hits,, nothing is left that could be analyzed nothing is left that could be analyzed as as biomolecule biomolecule““



PALM: PhotoPALM: Photo Ablation Ablation and Laser and Laser Microdissection Microdissection

337 nm: keine DNA/RNA/Proteinsch337 nm: keine DNA/RNA/Proteinschäädigungdigung



Laser-Microdissection eines dopaminergen Neurons
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 primer

RT-PCR amplification of single-cell mRNART-PCR amplification of single-cell mRNA

Lysis of captured neurons

cDNA synthesis

PCR amplification of target
cDNAs

quantitative real-time PCR

detection of gene expressiondetection of gene expression

qualitative multiplex PCR
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Gen-Expressionsanalyse nach Laser-Gen-Expressionsanalyse nach Laser-MicrodissectionMicrodissection

stained mouse brain section (10stained mouse brain section (10µµm) m) 

after laser dissection and catapultingafter laser dissection and catapulting



Sensitivität der Einzelzell RT-PCR Protololls:
Detektion der genomischen DNA (Zellkern)
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single neuron: RT minus control

single neuron

single neuron: RT minus control
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Protocol robustly detects two copies of genomic DNA from single nucleusProtocol robustly detects two copies of genomic DNA from single nucleus

Single cell RT-PCR without DNAse digest Single cell DNAse digest prior RT-PCR

D1 and D5 primers: Intronless PCR product

Liss and Roeper (2004)



A) A) Praktischer Teil im LaborPraktischer Teil im Labor: : MethodeMethode
Laser Laser Microdissektion Microdissektion und Isolation und Isolation einzelner einzelner dopaminerger dopaminerger NeuronenNeuronen

Jan Jan GrGrüündemannndemann

B) B) Praktische Teil Praktische Teil am Computer: PCR-am Computer: PCR-TheorieTheorie  
Wie suche ich geeignete Wie suche ich geeignete Primer fPrimer füür r ein ein RT-PCR Experiment RT-PCR Experiment ausaus??

Anca Anca AlexandruAlexandru

---------------------------------------------------------------------------------

C) C) Hintergrund Hintergrund ((soviel wie gewsoviel wie gewüünschtnscht):):  
Warum GenexpressionsWarum Genexpressions-Analyse von dopaminerge -Analyse von dopaminerge NeuronenNeuronen??

Gen-Gen-Expressionsanalyse einzelner Zellen mittels Expressionsanalyse einzelner Zellen mittels 
DatenbankDatenbank-Recherche und RT-PCR-Recherche und RT-PCR



A) Auffinden der dopaminergen Mittelhirn-Neurone

MausMaus: : koronalekoronale  MittelhirnschnitteMittelhirnschnitte  

Zellfärbung (Nissl / Cresylviolett)mouse brain atlas



DreiDrei  verschiedeneverschiedene  TypenTypen von  von dopaminergendopaminergen  NeuronenNeuronen::
DreiDrei  verschiedeneverschiedene  ProjektionsgebieteProjektionsgebiete

1.1. SN:      SN:      mesostriatalmesostriatal voluntary movementvoluntary movement    Parkinson   Parkinson’’s diseases disease
2.2. VTA:    VTA:    mesolimbicmesolimbic motivation (reward)motivation (reward)    Schizophrenia (+) / drug addiction   Schizophrenia (+) / drug addiction
3.3. VTA:   VTA:   mesocorticalmesocortical cognition (working memory)cognition (working memory)   Schizophrenia (-)   Schizophrenia (-)

SN (A9)VTA (A10)
Tyrosine-hydroxylase (TH) immunostain

coronal brain section (mouse)

1.1.
2.2.

3.3.

dopaminergic projections

frontal cortex

dorsal striatum

ventral striatum



A) Laser-Mikrodissection einzelner Mittelhirn-Neurone

 SN DA

VTA DA



B) B) PraktischePraktische  TeilTeil am Computer: PCR- am Computer: PCR-TheorieTheorie: : 
WieWie  suchesuche  ichich Primer  Primer ffüürr  einein RT-PCR Experiment  RT-PCR Experiment ausaus ? ?

- - DerDer  WegWeg  istist  dasdas ( (PraktikumsPraktikums) ) ZielZiel ! - ! -

AktualisierteAktualisierte  PraktikumsunterlagenPraktikumsunterlagen /  / EinfEinfüührungsdiashrungsdias
auf auf meinermeiner Homepage ( Homepage (unterunter  LehreLehre Info): Info):

http://www.med.uni-marburg.de/d-einrichtungen/molneurophys/lehreinfo/1259/http://www.med.uni-marburg.de/d-einrichtungen/molneurophys/lehreinfo/1259/



  1. Was 1. Was weissweiss man  man üüberber  dasdas  zuzu  untersuchendeuntersuchende Gen  Gen bzwbzw die  die FunktionFunktion des  des GenproduktGenprodukt??

•• GibtGibt  eses  weitereweitere Gen- Gen-FamilienmitgliederFamilienmitglieder  oderoder  HomologeHomologe  oderoder  PseudogenePseudogene ? (Primer- ? (Primer-SpezifitSpezifitäät)t)
•• DatenbankenDatenbanken-Search: -Search: NCBI-OMIM, NCBI-OMIM, GencardsGencards, , PubmedPubmed ( (zBzB  RewievsRewievs))

 2. 2. AuffindenAuffinden  derder  cDNAcDNA  SequenzSequenz ( (NCBI NucleotideNCBI Nucleotide):):

•• EntscheidungEntscheidung  ffüürr  eineeine  SequenzSequenz, , dada  meistensmeistens  mehreremehrere  GenbankeintrGenbankeinträägege  ffüürr  einein Gen/ Gen/GenproduktGenprodukt::
•• AufschreibenAufschreiben  derder  Accession numberAccession number ( (einzigartigeeinzigartige  IdentifikationsnummerIdentifikationsnummer    ““PersonalausweisPersonalausweis””))
•• AusdruckenAusdrucken  derder  cDNAcDNA  SequenzSequenz  imim  ““GenbankGenbank-Format-Format””  und und imim  ““FastaFasta-Format-Format””

3. 3. AuffindenAuffinden  derder  GenstrukturGenstruktur  bzwbzw  derder  Intron/ExonIntron/Exon  ÜÜbergbergäänge (nge (EnsembleEnsemble):):

•• Primer / PCR-Primer / PCR-ProduktProdukt  solltesollte  mindestensmindestens  einein  Intron-ExonIntron-Exon  ÜÜbergangbergang  üüberspannenberspannen ( (warumwarum?)?)
•• DatenbankDatenbank  ““EnsembleEnsemble””  istist  hierfhierfüürr am  am bestenbesten  geeignetgeeignet ( (AchtungAchtung: : andereandere Gen- Gen-EintrEinträäge als NCBI!)ge als NCBI!)

4. 4. AuswahlAuswahl  ““geeignetergeeigneter””, , spezifischerspezifischer Primer: Primer:

•• EinlesenEinlesen  derder  cDNAcDNA  SequenzSequenz in  in einein  Primer-Design Primer-Design ProgrammProgramm ( (LLäängenge, Annealing-Temp, GC-, Annealing-Temp, GC-GehaltGehalt))
•• AuswahlAuswahl  jeje  eineseines  geeignetengeeigneten Forward (sense) und Reverse ( Forward (sense) und Reverse (antisenseantisense) Primers:) Primers:

Primer Primer sollensollen  nurnur  ZielgenZielgen  bindenbinden, mind. , mind. einein  IntronIntron  üüberspannenberspannen, PCR Fragment ca 150- max.1000 , PCR Fragment ca 150- max.1000 bpbp

•• Auffinden/EintragenAuffinden/Eintragen  derder  PrimersequenzenPrimersequenzen in  in derder  jeweiligenjeweiligen  cDNAcDNA  GenbankGenbank-Sequenz-Sequenz::
BeachteBeachte: Reverse Primer : Reverse Primer idRidR in 5' - 3'  in 5' - 3' angegebenangegeben, m, müüssenssen also reverse complement  also reverse complement gelesengelesen  werdenwerden

•• ÜÜberprberprüüfenfen  derder  SpezifitSpezifitäätt  derder  ausgewausgewäähltenhlten Primer ( Primer (““BLAST short sequence searchBLAST short sequence search””))

Design Design geeignetergeeigneter Primer f Primer füür RTr RT-PCR -PCR Genexpressions-AnalysenGenexpressions-Analysen  





Selective loss of Selective loss of dopaminergicdopaminergic neurons in Parkinson neurons in Parkinson’’s diseases disease

SNSN

cause : unknowncause : unknown
(mitochondrial (CX I) and proteasome dysfunction

as candidate mechanism for PD)

controlcontrol PDPD

rigor, tremor, akinesia
posturale instability

 ParkinsonParkinson



Differential vulnerability of DA neurons in ParkinsonDifferential vulnerability of DA neurons in Parkinson’’s Diseases Disease

                      SN (A9)   >>  VTA  (A10)SN (A9)   >>  VTA  (A10)

              caudal  >> rostral
nigrosomes  >>   matrix

        CB neg    >>   CB pos

Damier et al. (1999a/b)

1.1.
2.2.3.3.

dopaminergic projections

frontal cortex

dorsal striatum

ventral striatum



ForschungsschwerpunktForschungsschwerpunkt AG Liss: AG Liss:
MolekulareMolekulare  MechanismenMechanismen  derder  differentiellendifferentiellen  VulnerabilitVulnerabilitäät ?t ?

Vergeich der Genexpression Vergeich der Genexpression 
der hoch-empfindlichen und der resistenten DA Neuronender hoch-empfindlichen und der resistenten DA Neuronen

1. Isolation der Einzelzell mRNA (Funktionsanalyse) 1. Isolation der Einzelzell mRNA (Funktionsanalyse) 
((Laser Mikrodissektion, Patch-clamp TechnikLaser Mikrodissektion, Patch-clamp Technik))

2. cDNA Synthese (Reverse Transkription der mRNA) 2. cDNA Synthese (Reverse Transkription der mRNA) 
((Reverse Transkription -RT Reverse Transkription -RT ))

3. PCR Amplifikation der zu untersuchenden Gene/cDNAs3. PCR Amplifikation der zu untersuchenden Gene/cDNAs
((qualitative PCR, quantitative real-time PCRqualitative PCR, quantitative real-time PCR))







HirnschnittHirnschnitt Patch-clamp  Patch-clamp TechnikTechnik



Patch-clamp technique - principlePatch-clamp technique - principle

Fig. 1: Simplified circuit of a patch-clamp amplifier and substitute-circuit of the whole-cell-configuration: Rf1: Feedback-
resistance, Usoll,: Nominal - or debit-potential, Upip,: Pipette-potential, Uaus,: Exit-potential proportionally to the current. The
circuit of the amplfier, that represents a so-called current-potential  transformer, is accommodated near the pipette in a small
box (the preamplifier). After breaking through the membrane, the so called whole-cell configuration is reached. Membrane-
fragments and other cell-material are sucked near the tip of the patch-pipette  increasing  the series-resistance Rs.



Untersuchung der spontanen AktivitaetUntersuchung der spontanen Aktivitaet

brain-slice whole cell current clamp recordingbrain-slice whole cell current clamp recording

1.3 1.3 ±± 1.1 Hz 1.1 Hz

1s

40
m

V
-40mV



UeberfuehrenUeberfuehren des  des EinzelzellEinzelzell  ZytoplasmasZytoplasmas in  in einein PCR Tube PCR Tube
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 primer

RT-PCR amplification of single-cell mRNART-PCR amplification of single-cell mRNA

detection of gene expressiondetection of gene expression

qualitative multiplex PCR quantitative real-time PCR
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electrophysiological characterisationelectrophysiological characterisation

harvesting of single-cell cytoplasmharvesting of single-cell cytoplasm

brain-slice patch-clamp technique

expelling of pipette
contents

cDNA synthesis

PCR amplification of
target cDNAs

EinzelzellEinzelzell RT-PCR  RT-PCR nachnach Patch-clamp Analyse Patch-clamp Analyse



3’
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5’

3’
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3’
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3’

5’
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5’

3’

probeprimer 1

primer 2

1

2

3

4

Quantitative real-time PCR:Quantitative real-time PCR:
TaqMan primer / hybridisation-probe PCR assayTaqMan primer / hybridisation-probe PCR assay

annealing of primer and hybridisation-probe annealing of primer and hybridisation-probe 
(5(5’’-reporter / 3-reporter / 3’’-quencher)-quencher)

primer-extensionprimer-extension

55’’  exonucleaseexonuclease activity of  activity of TaqTaq Polymerase: Polymerase:
Hydrolysis of the probe, release of fluorescenceHydrolysis of the probe, release of fluorescence

detection of detection of fluorecencefluorecence increase increase


