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Wie kanni man methodisch Funktion undl Genexpression einzelner

Nervenzellenuntersuchen' 2

(Easer=MikrodisSsectiony PAEMESYsten)
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Und vzewandrze Tiarzenzr-Darzananszn / Progedimmz?

(Primze=Dzslgn flp ST-FCp

IIT. Warum, ist
Einzelzell=Analyse von' Nervenzelleni ersirebenswert?

(Theorie soviel wie gewiinschi / zeitlich machbar)




Gen-Expressionsanalyse einzelner Zellen

mittels RT-PCR
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complementiary. DNA (cDNA): stabilere Negativkopie der mRNA

RNA ist
extrem fragil:
RNAsen!!

cell membrane

Transcription
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mRNA — > |cDNA

Translation
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Protein

protein biosynthesis




Reverse Transkrition (RT) zur cDNA Synthese:
Umschreiben der' mRINA' in| eine, stabilere cDNA Eorm

PHmeEr=10ligonukieotices
Isolierung
einzelner Zellen

- die durch Basenpaarung kurze dsDNA
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Primerauswahl fiir cDNA Synthese / RT:
3 verschiedene Primer-Sirategien

Oligo-dT priming
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M-Muly Rewverse Transch ptase

Random hexamer priming ‘
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Gene-specific priming
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3 verschiedene cDNA Populationen
von derselben RNA-Probe méglich:
Gen-Expressions Artefakte !




RT-PCR: reverse transcription - polymerase chain reaction:

Kombination: von cDNA; Synithese undi PCR=Amplifikation

" RT-PCR Mix
Template nr '_'!- - Reverse transcriptase

Taq DNA

! - Optimized Buffer

First Strand cDMNA
Synthesis at 37-TOC

- dNTPs | Polymerase
| - Primers '
-. |
’ — reverse
' transcriptase

: Zugabe von Gen-
' spezifischen Primern,

cDNA Amplifikation

Comleted RT-PCR
ﬁ:nl:hnt ready for
riher analysis

Primerdesign| fur' PCR ist* enfscheidend.
fur RT-PCR Gen-Expressionsanalysen



PCR: polymerase chain reaction:

Wiederholte: Abfolge: von 3 Tiemperatur/Iinkubationsschritien
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PCR : Polymerase Chain Reaction s
= Benoiigt werden;

30 - 40 cycles of 3 steps :
2 PCRERrimer
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14 ll UL | | ¥ Step 3: Extensmm

. 2n
2 minutes 72 °C

only dNTP's DNA Molekile
nach n PCR-Zyklen
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Exponentiielle DNA-Vermehrung, durch PCR

Abfolge) von) Shllemperaturstufen Exponentielles DNA=Vermelirung
A 1. DNA-denaturation B
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Gen-Expressionsanalyse einzelner Zellen

mittels RT-PCR

. Isolziion sinzalnze Zallan /ey (2077, Fushetlonsainzlse)

(Lzizar Mikrodissaiiion, Paicr-claro Tecrrnix)

= aorsa Transsrloilon dar il a)
(Ffeverge Transrigtion -HT )
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Zwei verschieden Methoden zur Isolierung
einzelner Zellen / mRNA aus Gewebe (zB Hirnschnitte)

I Eqping Basiols N 2, Poyi 01

D1 4= 54459 i L84t DS54 55 07

Zytoplasma-Ernte mittels Patch-Pipette Kontaktfreie Laser-Microdissection / Katap
(Patich=Clamp Sei=up): (PALCM=Seit=up)

Funktion und Genexpression Analyse von post mortem (humanen!) Proben
cDNA-Synihese, Gene-expression Profiling (RT-PCR)




Isolierung einzelner Zellen ausi Gewebe (zB' Hirnschnittie)
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PALM: Photor Ablation and Laser Microdissection




PALM: Photo Ablation and Laser Microdissection

____ Robot-
Manipulator
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Laser Microdissection und Katapuliing einzelner Neuronen

ABIAHIVEREHOTO=IDECompensaiion (ARD)E

Hohe Photondichte; Energie hoher alsiViolekulbindungsenergie;
Microplasma-Formation/Collapsing (mnanosec), Expansion; keine Hitze

“where the laser'hits, nothingis;left that could be analyzed as: biomolecule*



PALM: Photo Ablation and Laser Microdissection
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Laser-Microdissection eines dopaminergen Neurons

adhesive cap control




Gen-Expressionsanalyse nach Laser-Microdissection

stained mouse brain section (10um) RT-PCR amplification of single-cell mBNA

cDNA synthesis

PCR amplification of target
' ' cDNAs

wftar lasar disssetlon cnd catzioufiing detection of gene expression
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qualitative multiplex PCR quantitative real-time PCR




Single cell RT-PCR digest Single cell prior RT-PCR
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1000 -
500 -

200 -

single neuron single neuron

single neuron: RT minus control single neuron: RT minus control

Protocol robustly detects two copies of genomic DNA from single nucleus

Liss and Roeper (2004



Gen-Expressionsanalyse’ einzelner’ Zellen miiitels
Daiienbank-Recherche und RI-PCR

Fzisap Wierodisseidorn Uslel Isalziilorn elnZ2lri2r doazimlaric2r MNatiforier)
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2) Prasiisenz Tzil aim Comourze: PCR-Tnzoprlz

Wiz sucriz ler) g=2lgn=is Primler e 21 MT-P O 2oariment 2us?
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C) Hintergrund' (soviell wie gewunschi:
Warum Genexpressions-Analyse von dopaminerge Neuronen?




A) Auffinden der dopaminergen Mittelhirn-Neurone

MausiskoronalesMiiielnirnsehniiie

FIGURE 57

mouse brain atlas Zellfarbung (Nissl / Cresylviolett)




Dreil verschiedene Tiypen von' dopaminergen INeuronen:
Dreil verschiedene: Projektionsgebiete

coronal brain section (mouse)

AN
frontal cortex

ventral striatum

“‘\\ \\\1\\\

SN (A9)

1. SN:i  mesostriatal voluntary' movement Parkinson’s disease
2. VTA: mesolimbic motivation (reward) Schizophrenia (+)// drug addiction

3. VTA: mesocortical cognition (working memory) Schizophrenia (-)
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B) Praktische Teil am Computer: PCR-Theorie:
Wie  suchericht Brimeri fir eint Rii=PCR Experimeni: aus 2

- Dzp Wzg izt das (Prasrizums) Ziz) | -

Aktualisierte Praktikumsunterlagen/ Einfuhrungsdias
auf meiner Homepage (unter Lehre Info):

R/ www.med.Uni-marburg.de/d-einrichtitngen/molneurophys/lehreinio/1259/




Design, geeigneter: Primer fiir' RT-PCR/ Genexpressions-Analyselg

1. Was weiss man Uber das zu untersuchende Gen bzw die Funktion des Genprodukt?

Gibt esiweitere Gen=Familienmitgliederoder Homologe oderBseudogene 2 (Prmer=Spezfitat)
Datenbanken=SeanchiNCBI=OMIN Gencardsy Pubnied (ZBIREWIEVS

2, AUtfinclsn dar cDNA Sacjusnz (NS MNuelaoiids):

> Batscnsgldine fUr glng Sac Uiz, ckl miglsisns ienrars Ganozndsintrzigs ity gl G20/ G oo
o Aufsernrglogrn dar Accassion J/Jffjjéf(—*m Zlcfzirtle)e Je Ja tiilscrtlonsntmer “ParsorEl sy eis”)
o Auzdriekearn dar sUNA SocUsnz lim © G r oz Ui 1 ¥ Fas it oz

. Auffincden der Censiruciur ozw der lniron/zxon Uosrgzngs (Ens2rmol2):

> Primisr | POrProdict sollis i) rquﬁaﬁs 25 Intron-Sdon Unarefzisef Hogrse EIJIJ—‘IJ (WﬂfIJm 7)
e

[9)
o Dzitgn oz E20520/97 5t dlarile clig) gsgtsr izt (Napittic) crclsre GaneElnirzle s zils )OS

A, Nusyenl “gagigngiar”, soaiiisenar Primars

Einlesenider’cDNASSequenzintein PrmercDesignProgrammi(ltange;AnnealingslemprGC=Gehait)
Auswahl'je eines geeigneten Eorward (sense) undiReverse (antisense) Primers:
Primer sollen nur Zielgen binden, mind. ein Intron uberspannen, PCR Fragment ca 150 max. 1000 bp

Auftfinden/Eintragen der Primersequenzen in der jeweiligen cDNA Genbank-Sequenz:
Beachte: Reverse Primer idR in 5° - 3 angegeben, mussen also reverse complement gelesen werden
Uberprufen der Spezifitat der ausgewahlten Primer (“BLAST short sequence search’)







Selective lossiof dopaminergic neurons in Parkinson’s disease

Parkinson
control

rigor, tremor, akinesia cause : unknown
posturale instability




Differential vulnerability of' DA neurons in Parkinson’s Disease

N

N
frontal cortex

dopaminergic projections

SN (A9) >> VTA (A10)

caudal >> rostral
Rostral Intermediate Caudal nigrosomes >> matrix
CB neg >> CBpos

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100




Forschungsschwerpunkt AG Liss:
Molekularer Mechanismen der dif-ferentiellen; Vulnerabilitat: 2

(Laser Mixrodissefkijor, Paicri-clerno Tecriris)

2. SONA Syt aVarse Transirlutlon dar )

IHESENES
( Flaverse Transikrioton -AT )

9. POR Amnoliilciiion cae 20 Uriigrstcnarcsnl Cans/cD)As

Vergeich der Genexpression
der’ hoch-empfindlichen und' der resistenten DA Neuronen
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A & A HGATE
i ""’: A i [l e | o A AT "~“"-'_‘| R Sl -'[ A Denaturation of DNA strands at 95°C
1 | |
T C | | - “AlG C=T ACTAAGACACCTGGECCTCGT

ACTaag GTGGACCGGAGCPL After each cycle

heating and cooli
the number of cop
Binding of primers at 55°C of the specified D

B sequence is doubl

S After 1-2 hours

millions of copie
have been produc

G
Taq polymerase synthesizes
new DNA strands (C)

TVID New DNA Replication of DNA starting
MDIE{:UIE from the primers at 72°C
- u:uiuhﬂ}i ------

ACTAAGACACCTGEGECCTCGT




Hirnschnitt Patch-clamp ITechnik




Patch-clamp technique - principle

Operationsverstarker Usie
UI:'H:'
Strom-
Wi messung
Elektrode )
= Kommandospannu
Patch-Pipette - Pipettenltsung s 7% N
‘I, Erde
- Serienwiderstand R,
Membranfragmente

Zelle Membranwiderstand R

—
T

Erde

Membrankapazitat C,,

Badldsung

Fig. 1: Simplified circuit of a patch-clamp amplifier and substitute-circuit of the whole-cell-configuration: Rfl: Feedbac

resistance, Usoll,: Nominal - or debit-potential, Upip,: Pipette-potential, Uaus,: Exit-potential proportionally to the current. T
circuit of the amplfier, that represents a so-called current-potential transformer, is accommodated near the pipette in a sm
box (the preamplifier). After breaking through the membrane, the so called whole-cell configuration is reached. Membran
fragments and other cell-material are sucked near the tip of the patch-pipette increasing the series-resistance Rs.



Untersuchung der spontanen Aktivitaet

1S =N Z




Ueberfuehren desi Einzelzelll Zytoplasmas;in ein PCR Tube




Einzelzell RT-PCR nach Patch-clamps Analyse

electrophysiological characterisation BI-PCR amplification|of single-cell mBNA
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qualitative multiplex PCR  quantitative real-time PC




Quantitative real-time PCR:
TagMan primer/ hybridisation-probe PCRiassay

i 1 . . m— .
2= . J"mbe 1zl of gdier s Dy oddiszdonsoro s
= (5’-reporter / 3’-quencher)
- primer 2
2 L %] orlmer-sxiansion
3 = 5
5‘ { 39
4
3 Iﬁ;:{ _,'._")r‘ [ Al sy, )R -~ a-'-' i+ -'I_.r‘ r relo) P )2y
i > j ) 5" Exonuclease activity' of Tlag Polymerase:
| lvdrolvsis of the probe. release of fluorescencg

detection of fluorecence increase




