Aus dem Institut fir Neurophysiologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitdtsmedizin Berlin

DISSERTATION

Transkriptomanalyse distinkter Interneurone des Hippocampus
der Ratte per dPCR

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
John Thiede

aus Hamburg

Datum der PromMOtiON: . ..ot e e e e 04.03.2022



Inhaltsverzeichnis

ADDIHAUNGSVEIZEICANIS ...t e te e e sreesteaneeaneeane s 4
TaADEHENVEIZEICNNIS.....c.iiiee ettt esae et e ereesteeneesneennes 5
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ...ttt 6
N o = Tod ST RTSU TR 9
IO 0] =T T SRR 10
11 GenexpressSioNSANAIYLIK. ..........coiiiiiii e 10
1.2 O S SUR 12
1.3 APCR ettt bt eenears 14
1.4 RNA-SEQUENZIEIUNG ..veveeieeie ettt e st saaesae e s e staesreennesnaenaeas 15
15 A 1= 511 v 1 o SRS 16

N |V - (=] T SRS 18
2.1 (C 1] L TP P TP PP 18
2.2 CREMIKAIIEN ...t 18
2.3 SOTEWANE <.ttt bbbt een e 19

K TR |V 111 o o [ oSSR 20
3.1 PIIMEIAESIGN. ...ttt bbb 20
3.2 PIAPATALION . .oeeviiciie ettt e e et b et e e s rr e re e e 23
3.3 WA |1 (U T=T U] o T TSR 24
3.4 Fluorescence activated cell Sorting (FACS) ......ccocooiiiiiiininiecee e 24
3.5 RNA-EXITAKEION ..ottt sneenne s 25
3.5.1 RNA-Extraktion per Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform..............ccccccoeenee. 25
3.5.2  Adsorptions-Extraktion per SilikatSAUle ...........cccoeiieiiiiiiiccee e 28

3.6 PraamplifiKation ...........oooviiii s 31
3.7 ReVerse TransKIiPLION ........couiiiiiiiieie et sane e 31
3.7.1  SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher.........c..cccoocovveviiiiinenenn, 31
3.7.2  SensiFast cDNA Synthese Kit, BIOlINe..........cccooviiiiieiiie e 32

3.8 GradienteN-PCR ........coiiiiiiiee ettt reenns 32
3.9 Digitale droplet Polymerasekettenreaktion (AdPCR).........cccccevvvevievevierecie e 33
3.10 RNA Extraktionskontrolle (REC) .......cccovviiiiiiiiecicc e 37
3.11 SEAtIStISCNE AUSWEITUNG ...ttt 38

O o 0 < o] 0T IS5 SRR 40



4.1 Primeretablierung ..........cooiioiiiccec e 40

4.1.1  EIEKITOPNOIESE. ... .ecuieieie ittt ettt sre et e e e nne s 40
4.1.2  EffizienzbestimmUNGEN........cooiiii e 41
4.1.3  GradienteN PCR.......coiiiiiiiiiiee ettt bbbt b e 45
414  REC ELADHEIUNG ..c.voiiieiiiiieeee ettt 48
4.2 RNA-Extraktion und reverse TransKription ..........c.cccevveiiieiieciie e 50
4.3 Whole Transcriptome Amplification............ccccooiveiiiiiii i 52
4.4 EINZEIZEI PCR ...ttt ettt enne s 54
4.4.1  Linearitdt der HOUSEKEEPING-GENE......ocuiiiiiiiiiieee e 55
4.4.2  EINFlUSS der FACS-GEIALE.......cciiiiiie ettt 57
4.4.3  Einfluss der Frier-Tau-ZYKIEN..........cccoieiiiieiiece e 58
4.4.4  Zuordnung der Einzelzellen zu Interneuronenpopulationen ............cccoceveveneennns 59
DISKUSSION ...ttt bbbttt bbb bbbt et e b et et e b e st et e nneeneas 62
51 PrimeretabliErUNQ .......c.ooiiieiee s 62
5.2 RNA-EXITAKEION ..ottt sneenne s 65
5.3 PraampPlifiKAtioN .........cooiiie e e 67
54 EINZEIZEI-PCR ... e 68
55 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt ettt bbbt eneas 72
LItEratUrVEIZEICNNIS ..o.vivii ettt ae e sre e teeneesneenne s 73
N 0 T T o SRS 80
7.1 Eidesstattliche VEersiCherung........c.cocveiiiiiie i 80
7.2 LEDENSIAUT ... e 81

7.3 DANKSAGUING ...ttt bbbkttt bbb 82



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10

Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:

Abbildung 15:

Schematische Darstellung der ProteinbioSynthese..........cccvevveveiieieeve e, 10
Grafische Darstellung der gPCR-Ergebnisse fur PgKL.........cccoceoviinenincninninnnn 14
HIppOoCamMPUSUNEEIEIIUNG ....c.veeiieiiiieeee e 23
Beispielbild €INeS FACS ..o 25
Agarose-Gel mit aufgetragenen RNA-Proben und 2-log DNA-Leiter ................... 27
FlieRschema der PicoPure AUTTEINIGUNG ......ooveveiiiiiiiiisiesieeee e 29
FlieRschema der Bioline AUTreiNiQUNG .......c.ooeiviiiiiiiiiiisieeee e 30
Temperaturprofil der Gradienten-PCR .........ccco i 33
DG8 CAltriUQgE ...ttt et te e s ra e re e e e s e e nre s 34
: Pipettierschema ddPCR...........cooii i 34

Schematische Darstellung der Herstellung der Kompartimente..............ccccevee. 36

TemperatursChema ddPCR ..o 36

Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Actb, Vgat und eEf2....... 40

Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Cck, Sst und Npy ........... 40

Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Vip, Calbl und Calb2r..41

Abbildung 16: Grafische Darstellung der gPCR-Ergebnisse flir ACth.........cccccevviiiiiininiiinnnne, 42
Abbildung 17: Effizienzbestimmung der Primerpaare Actb, Pgkl, Cck, Sst, Vip und Npy .......... 43
Abbildung 18: Effizienzbestimmung der Primerpaare Calbl, Calb2r, eEf2 und Vgat................. 44
Abbildung 19: ddPCR-Ergebnisse einer Gradienten-PCR fUr NPY........ccooeviveveiinneene e, 45
Abbildung 20: ddPCR-Ergebnisse einer Gradienten-PCR fUr CCK........ccooevverininnieneiesee, 46
Abbildung 21: Etablierung der optimalen Reaktionsbedingung zum Nachweis der REC
(Temperatur und Gehalt des Kontroll-MIiXes) .........ccccoveieeieiieiieieece e 48
Abbildung 22: Etablierung der optimalen Reaktionsbedingung zum Nachweis der REC
(Temperatur und Gehalt des MgCI2). .......ooiiiiiiii e 48




Abbildung 23: Experiment zur Uberpriifung der Kombinierbarkeit der Actb-Primer mit REC,
SOWie VON EEF2 MIT REC........coiiiiieie s 49

Abbildung 24: Einzelnen Events eines Experiments anhand ihrer Fluoreszenz F im Hex und im
FaM-KANAL.....c.ee s 49

Abbildung 25: Darstellung der Etablierung eines nicht weiter verwendeten Npy-Primerpaares.. 50

Abbildung 26: Praamplifikation der Zielgene Pgkl und ACtD .......cccovevviieiicic e, 53
Abbildung 27: mRNA Kopien verschiedener Transkripte je untersuchter Zelle...........cc.cove. 54
Abbildung 28: Actb-Gehalt in Abhangigkeit von der Menge aufgereinigter Zellen..................... 55
Abbildung 29: Kopienanzahl von Actb, eEf2 und Vgat in Abhangigkeit zueinander................... 56
Abbildung 30: Kopienanzahl von Actb, eEf2 und Pgkl in Abhéngigkeit zueinander .................. 57
Abbildung 31: cDNA-Gehalt in Abh&ngigkeit des verwendeten FACS-Gerates............cccvenee. 58
Abbildung 32: cDNA-Gehalts in Abhéngigkeit von der Anzahl der Frier-Tau-Zyklen............... 58
Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Quantifizierte Transkripte folgender GENE ...........cceveiieiiiic e 20
Tabelle 2: Transkripte Mit BASENSEQUENZ ......cccooviiiriiriiiiiiiieiieie ettt 22

Tabelle 3: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die Untersuchung von zwei Transkripten

Tabelle 4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes flr die Untersuchung eines Transkriptes
UNG DEF REC ...ttt bbbt 37

Tabelle 5: Auflistung der Zielgene mit ermittelter Primereffizienz und zugehdrigem
BeStMMENEITSMAN ..o 44

Tabelle 6: Gegentberstellung der prozentualen Anteile der positiven Events an den gesamt

akzeptierten Reaktionen bei unterschiedlicher Fluoreszenzschwelle......................... 47

Tabelle 7: Leistungserfassung anhand von Ct-Werten der verschiedenen Kit-Kombinationen fir
Extraktion und TranSKIipLion ..........ccocooiiiiiiiic e 50




Tabelle 8: Zusammenstellung der Cr-Mittelwerte flr die verschiedenen Methoden zur cDNA-

Gewinnung aus EiNZEIZEIIEN ..........cov e 51

Tabelle 9: Zusammenstellung der cDNA Konzentrationen an Actb, eEf2 und Vgat fiir die

Aufreinigung mit PicoPure bzw. direKter RT......c.cooiiiiiiiiiii e 52

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ct-Werte nach Einzelzell-PCR fiir die Housekeeping-Gene
o016 R o 1Y o 1 o SRS 53

Tabelle 11: Zielgenbestimmung der Einzelzellen und Darstellung in einer ,, Heatmap “ ............. 60

Tabelle 12: Normalisierung der Zielgenbestimmung aus Tabelle 11 anhand des Mittelwertes der
ACTD-EXPIESSIONEN ...ttt et e b e e nr e e s e e nree s 61

Abkulrzungsverzeichnis

Y o] o OSSR Abbildung
o] 1 o SRR Beta-Aktin
BHQ et black hole quencher
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
0] o S SPSS Basenpaare
oSO USRS Konzentration
A ettt et be et bt be e e e nbeeanaeere e Cornu Ammonis
(07 | o1 TSP Calbindin
(OF 1] 024 PSSR RTO RO PRTRPRPR Calretinin
o] SRS Cholecystokinin
CDINA s complementary deoxyribonucleic acid
O TSRS RTRORURRRS Kohlenstoffdioxid
3 USSR UOSRPSPR cycle threshold
o TSRO P R RP PP Schichtdicke
AAPCR .. digitale droplet Polymerase-Kettenreaktion
DN A s desoxyribonucleic acid
DINBSE ...ttt ettt ettt e e et e r e e b et e errenreereenaenraens Desoxyribonuklease
DRFZ ...ttt Deutschen Rheumaforschungszentrum Berlin
e e bt h e Lo Rt e bt Rt e e bt e eRee e beenne e e ne e Extinktion
EB S S e Earle's Balanced Salt Solution
E D T A e Ethylendiamintetraessigsaure




BET2. e eukaryotischer Elongationsfaktor 2

i TSP PO RSP PRTR Effizienz
ERCC .. s External RNA Control Consortium
FAIM L ettt re e Fluorescein amidite
O CF e e re s Flow Cytometry Core Facility
FEM oo Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin
BT e Fluoresceinisothiocyanat
o T PSR TUP PP Schwerebeschleunigung
GABA e Gamma-Aminobuttersaure
SO S S Guanin-Cytosin
] PSSR Green fluorescent protein
H XK e et Hexachlorofluorescein
JOE .. 4' 5'-dichloro-2',7'-dimethoxy-6-carboxyfluorescein
LCIM e Laser Capture Microscopy
OSSR Steigungsfaktor
MEM L Membrane desalting buffer
MIQE................ minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments
MRINA L e e e e st e e e s e e re e e e araere s messenger ribonucleic acid
SRRSO PRSPPI Anzahl
NG ettt ettt b et h e b Anzahl negativer Ereignisse
N Y ettt b s Neuropeptid Y
@ 7 ST PTTRRURPRRTRTN Sauerstoff
PR e re e e e nra s Polymerase-Kettenreaktion
P A et ne s Phycoerythrin
POKL et Phosphoglyceratkinase 1
OPCR oo quantitative echtzeit Polymerase-Kettenreaktion
R ettt ettt ettt s ettt BestimmtheitsmaR
REC bbbt RNA Extraktionskontrolle
RINA-SEQ s RNA-Sequenzierung
10102 PP OPP rounds per minute
ST RSP SPSRPTPPR Somatostatin
LI L« TP USSP PP PTRPRUROPORPIR Tabelle
T A et a e r e Tris—Acetat-EDTA




I T TSR SUUSUSRPRN Thermus aquaticus

ERIN A bbbt transfer ribonucleic acid
L PO P TR TROPRTIN Ultraviolett
VPOD ++veeeee sttt Volumen des durchschnittlichen Tropfchens
VAL ..o vesikularer GABA Transporter
LY 4] PSP SRTSRSR Intestinales vasoaktives Peptid
L TP P PRSP PP PSP Waschpuffer
Y P et Yellow fluorescent protein
LTSRS PP PRSPPI dekadischen Extinktionskoeffizient




Abstract

Die Funktion einer Zelle wird durch ihre synthetisierten Proteine definiert. Die Gesamtheit der
so gebildeten Proteine wird als das Proteom bezeichnet. Die Information zum Aufbau der Pep-
tidsequenz der Proteine ist in den messenger-RNA-Molekiilen kodiert. Die Gesamtheit der
MRNA-Molekule wird als Transkriptom bezeichnet. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablie-
rung einer Methode zur quantitativen Analyse ausgewahlter Bestandteile des Transkriptoms ein-

zelner Zellen und Klassifizierung von individuellen Ratteninterneurone des Hippocampus.

Nach der Isolation und Separation Fluorophor-markierter Interneurone transgener Ratten per
Fluoreszenz aktivierter Zellsortierung erfolgte der Zellaufschluss der Einzelzellen. Durch den
Vergleich unterschiedlicher, kommerziell erhéltlicher Bausétze zur RNA-Extraktion und rever-
sen Transkription konnte eine Kombination zur Optimierung der RNA-Ausbeute gefunden wer-
den. Die Anwendung der digitalen droplet PCR ermdglicht schliel3lich die quantitative Auswer-
tung der zuvor isolierten mMRNA-Molekule einzelner Zellen, ohne den Einsatz bisher ungenauer
Praamplifikationsschritte. Auch wenn mit der RNA-Sequenzierung mittlerweile ein Werkzeug
zur umfangreichen Analyse des Transkripts zur Verfugung steht, so stellt die hier vorgestellte

Methode eine kostenginstige, zeitsparende und vergleichsweise unkomplizierte Alternative dar.

A cells function is defined by its synthesized proteins. The entirety of these produced proteins is
called proteome. The information to assemble the peptide chain of any protein resides within the
respective messenger RNA molecule. The composition of all cellular mRNA is called transcrip-
tome. The goal of this thesis is to establish a method to quantify parts of the transcriptome and to

classify individual cells of rat-interneurons within the hippocampus.

After isolation and separation fluorophore marked interneurons of transgene rats via the FACS-
method, cells were disrupted. Comparing different kits for RNA-extraction and reverse transcrip-
tion, a combination to obtain an optimal RNA-yield was discerned. Quantitative single cell re-
sults without any preamplification were achieved using digital droplet PCR. The method pre-
sented a time saving, cost efficient and comparatively simple alternative, despite RNA-sequenc-

ing, a versatile tool for analyzing the transcriptome, being recently available.




1. Einleitung

1.1 Genexpressionsanalytik

Das Genom eukaryoter Zellen ist, mit Ausnahme der mitochondrialen DNA, in kondensierter
Chromosomenform im Zellkern lokalisiert. Die Expression eines Gens bedeutet meist die Bio-
synthese eines Proteins, also die Generierung einer Peptidkette mit bekannter Aminoséurese-
quenz auf Grundlage der als DNA kodierten Information. In dem ersten Schritt, Transkription
genannt, wird im Zellkern mit Hilfe einer DNA-abhéngigen RNA-Polymerase ein einzelstrangi-
ges mRNA-Molekul erstellt, welches nach Spleilen und Prozessieren eine Abfolge der Exons
des zugehorigen Matrizenstrangs des Gens wiedergibt. Die zusétzlich angehaftete 5'-Kappen—
Struktur dient nun als Signal fir den Transportvorgang aus dem Zellkern in das Cytosol. In ei-
nem weiteren Schritt erfolgt die Translation der als Nukleotid-Kette (NRNA) kodierten Informa-
tion in eine Aminosauresequenz mit Hilfe eines Komplexes aus Ribosomen und transfer-RNA—
Molekilen (tRNA). Schlussendlich wird die Aminosdurekette durch spezialisierte Proteine, so-
genannte Chaperone, gefaltet und erlangt ihre endguiltige Konformation und Funktion als Pro-

tein.

DNA

RNA-Polymerase
r Zellkern

i =

1. Transkription
mRNA

L Cytosol
Ammoosaure MProtein =

{RNA oS

@‘
— %
2. Translation ( Riﬂosom )

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Proteinbiosynthese

Durch die unterschiedliche Regulation der Genexpression mittels Transkriptionsfaktoren, Enhan-
cern, Silencern, sowie epigenetischer Modifikationen (z. B. Methylierung) des Erbgutes, ist es
maoglich, nicht nur die Proteinsynthese, sondern daraus folgend auch die Funktion und Morpho-

logie der jeweiligen Zelle zu modulieren. Zusétzlich wird die Diversitat der nutzbaren Proteine

10



einerseits durch Modifikation der mRNA-Molekdle per alternativem SpleiRen und micro-RNA-
Inhibition, sowie andererseits durch posttranslationale Modifikation der einzelnen Aminosauren
und der Proteinkette erreicht (Loffler, 2008).

Der Zusammenschluss homogener Zellen mit gemeinsamer Funktion wird als Gewebe bezeich-
net. Erst die Diversitat der Zellen ermdglicht dem Zellverbund die Wahrnehmung komplexer
Aufgaben (Shah-Derler et al., 2009). Das Gehirn ist hierbei wohl das komplexeste Organ der
Sdugetiere, mit einer Vielzahl an hochspezialisierten, unterschiedlichen Zellen. Um spezifische
Zellpopulationen in einem Gewebeverband oder Organ voneinander unterscheiden zu kénnen,
gibt es mehrere Moglichkeiten. Neben der morphologischen Abgrenzung der Zellen, lassen sie
sich immunbhistologisch tber unterschiedliche Oberflachenepitope oder im Falle spannungsdiffe-
renzregulierter Zellen, wie z. B. Neurone, Uber ihre elektrophysiologischen Eigenschaften cha-
rakterisieren. Diese Methoden sagen jedoch wenig tber die intrazellulare Regulation und insbe-
sondere deren molekularen Unterschied im Vergleich zu benachbarten Zellen aus. Eine genauere
Differenzierung der molekularen Ausstattung kann tber eine Analyse der aktuell verfugbaren
MRNA einer Zelle, des sogenannten Transkriptoms, erfolgen. Diese Transkriptomanalyse er-
maoglicht es, einzelne Zellen und zelluldre Subpopulationen genauer voneinander abzugrenzen
(Markram et al., 2004). Aufgrund der variablen Halbwertzeiten der unterschiedlichen mRNA-
Molekile und der Vielzahl an Abbaumechanismen, wie z. B. Endo- und Exonukleasen sowie
Adenylat-Uridylat-reiche Elemente (Schoenberg & Maquat, 2012), ist eine schnelle Untersu-
chung zur Wahrung der tatséchlichen Transkriptionsniveaus einzelner Gene der Zellen essentiell.
Die komplexen Funktionen des Gehirns kdnnen nur durch die Vernetzung einer Vielzahl von
Neuronen erméglicht werden. Regulatorischen Einfluss auf diese Netzwerke haben besonders
die y-Aminobuttersdure ausschiittenden (GABAergen) Interneurone. Sie modellieren Uber ihre
Aktivitat und die inhibierende Wirkung ihres Neurotransmitters die neuronale Ubertragung, die
zeitliche Abstimmung von Entladungen und hemmen uberschiellende Aktivitat nachgeschalteter
Prinzipalneuronen (Booker & Vida, 2018). Diese Interneurone verfligen ber unterschiedliche
Expressionsmuster und kénnen in etwa 23 Subtypen (z.B.: Korbzellen, Chandelier Zellen,
bistratifizierte Zellen) mit distinkter Funktion unterteilt werden (Harris et al., 2018). Zur Diskri-
minierung der unterschiedlichen Interneurone wurde in dieser Arbeit ein Set Subtypen-spezifi-
scher Gene bestimmt (siehe Tab. 1). Ein weiterer moglicher Beitrag der Transkriptomanalyse
findet sich in der Untersuchung der physiologischen Veranderungen des Gehirns wéhrend der
Reifungs- und Alterungsprozesse (Seneszenz), sowie der pathophysiologischen Mechanismen

diverser neuronaler Erkrankungen (Pereira et al., 2017). Die Mechanismen der Seneszenz und
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der mit ihr einhergehenden, dysfunktionalen VVeranderungen bleiben bis heute teils unverstanden

und sind somit Gegenstand aktueller Forschung (Su et al., 2020).

1.2 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1985 durch Kary B. Mullis entwickelt (Saiki et al.,
1985). Fur diese Entdeckung einer molekularbiologischen Methode zum Nachweis und zur
Amplifikation genomischer DNA in vitro wurde ihm im Jahr 1993 der Nobelpreis fur Chemie
verliehen (The Royal Swedish Academy of Sciences, 1993). Die Technik beruht im Wesentli-
chen auf drei Schritten. Zuerst wird mittels thermischer Energie die Doppelhelix-Struktur der
DNA ,.entrollt” und die basenkomplementidren Doppelstrange aufgeschmolzen (Denaturierung).
In einem zweiten Schritt binden kurze, ca. 20 Nukleotide lange Molekule, sogenannte Primer mit
spezifischer Basenpaarsequenz, an dem zu untersuchenden Bereich (Anlagerung). Schlieflich
vervielfaltigt (amplifiziert) eine zugegebene DNA-abhangige DNA-Polymerase den Primer-
flankierten Bereich enzymatisch. Die begrenzenden Primer fungieren jeweils als Startsequenzen
fur einen neuen basenkomplementéren Strang. Dieses VVorgehen lasst sich zyklisch wiederholen
und fiihrt auf Grund der theoretischen Verdopplung in jedem Zyklus zu einer exponentiellen Zu-
nahme von Polynukleotid-Molekilen des designierten Bereiches (Saiki et al., 1985). Der Nach-
weis des amplifizierten Produkts erfolgt entweder (ber die Anfarbung der entstandenen Doppel-
strang-Molekile mit interkalierenden Farbstoffen, wie z. B. Ethidiumbromid (Le Pecq &
Paoletti, 1966) oder SYBR Green | (Schneeberger et al., 1995), oder tiber den Sonden-basierten

Nachweis der erfolgreichen Reaktion wahrend der Amplifikation (Holland et al., 1991).

Bei der farbstoffbasierten Auswertung der PCR-Reaktion kommt es durch die Einlagerung eines
Farbstoffs in die doppelstrangige DNA zu einer Zunahme der messbaren Fluoreszenz, welche
sich in bestimmten Bereichen proportional zur Menge der amplifizierten DNA verhalt. Die un-
spezifische Bindung in doppelstrdngigen Nukleinséuren ist allerdings ein Nachteil dieser ver-
gleichsweise glnstigen und einfachen Technik, da auch Primerdoppelbindungen (primer dimer)
und unspezifische Genamplifikate zu einer Fluoreszenzzunahme filhren (Vandesompele et al.,
2002). Somit kann auch nur ein Ziel je Reaktionsgefal} untersucht und nachgewiesen werden.

In der sondenbasierten PCR wird neben dem Vorwarts- und Ruckwartsprimer eine ebenfalls als
poly-Nukleinsédure-Molekil aufgebaute interne Hybridisierungssonde zum Nachweis der erfolg-
reichen Amplifikation designt. Diese Sonde besteht aus einem Oligonukleotid von ca. 18-25
Nukleinsauren Lange, an dessen 5'-Ende ein Fluorophor kovalent gebunden ist und an dessen
3'-Position ein Quencher gebunden vorliegt. Die Energie des angeregten Fluorophors wird
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strahlungsfrei auf den Quencher Ubertragen. Dieser Mechanismus wird Forster-Resonanzener-
gietransfer (FRET) genannt (Forster, 1948). Die Hydrolyse der Hybridisierungssonde fiihrt zur
raumlichen Trennung von Fluorophor und Quencher, so dass die abgestrahlte Fluoreszenz als
Licht spezifischer Wellenldnge messbar wird. Auch hier resultiert eine erfolgreiche Amplifika-
tion in einer proportionalen Zunahme der Fluoreszenz. Der Vorteil besteht bei dieser Methode in
der Spezifitat der Sonde bezlglich des gewiinschten Genziels und in der grof3en Verfugbarkeit
unterschiedlicher Fluorophore zur Markierung der Sonden, wodurch die Maglichkeit eréffnet

wird, mehrere Gene in einer Reaktion nachweisen zu kdnnen.

Da die PCR nur zum Nachweis von DNA-Molekilen genutzt werden kann, missen fur den
Nachweis von RNA-Molekilen, diese zuerst zu einem komplementaren DNA-Strang (cDNA)
umgeschrieben werden. Dieser Schritt wird reverse Transkription genannt. Das Enzym der rever-
sen Transkriptase wurde 1970 von Howard Temin entdeckt und im gleichen Jahr von David Bal-
timore isoliert (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970). Hierflr wurde ihnen 1975 der No-
belpreis fur Physiologie oder Medizin verliehen (The Royal Swedish Academy of Sciences,
1975).

Zusatzlich zur rein qualitativen Uberpriifung der Anwesenheit einer DNA erfolgt die quantitative
Auswertung im Rahmen einer Echtzeit-PCR (qPCR oder real time PCR) Uber die zyklusabhan-
gige Messung der Fluoreszenz. Die so erhaltenen Fluoreszenz-Werte ergeben, aufgetragen in ei-
nem Diagramm als Fluoreszenzwert zur Zykluszahl, im Idealfall eine sigmoidale Funktionskurve
(siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Grafische Darstellung der gPCR-Ergebnisse fiir Phosphoglyceratkinase 1
(Pgkl). Aufgetragen sind die gemessenen Fluoreszenz-Werte F in Abhéngigkeit zum PCR-
Zyklus. Die griine Linie reprasentiert die Fluoreszenzschwelle fir die Festlegung des Ct-Wer-
tes

— 15 NZ CDNA

Im unteren Drittel, vor der linearen Phase, lasst sich der Ct-Wert (cycle threshold) anhand einer
definierten Fluoreszenzschwelle ermitteln. Mit Hilfe dieser Fluoreszenzwerte lassen sich die Re-
aktionen miteinander vergleichen. Hierdurch kénnen Aussagen zum relativen Zielgen-Gehalt, zu
Beginn der Reaktion getroffen, beziehungsweise durch die Implementierung einer Eichkurve
standardisierter Reaktionen mit vordefiniertem DNA-Gehalt, eine absolute Quantifizierung der

Ausgansmenge an RNA-Molekiilen, in der Zielreaktion bestimmt werden.

1.3 dPCR

Der Begriff der digitalen PCR (dPCR) wurde im Jahr 1999 gepragt (Vogelstein & Kinzler, 1999)
jedoch wurde die Technik bereits neun Jahre zuvor theoretisch beschrieben (Simmonds et al.,
1990; Morley, 2014). Der wesentliche Unterschied zur gPCR besteht in der Kompartimentierung
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der Reaktion in mehrere 1.000 bis 100.000 Subreaktionen. Die Gesamtreaktion, bestehend aus
der Gesamtmenge aller Kompartimente, durchlduft wie in der g°PCR mehrere Zyklen der drei
gleichen Schritte. Allerdings wird die Fluoreszenz jedes Kompartiments erst am Ende des Vor-
gangs in einem spezialisierten Mikrofluidik-Messgerat ermittelt und nicht nach jedem Zyklus.
Das Endpunktergebnis der Kompartimente kann vereinfacht digitalisiert werden. Entweder war
die gesuchte Sequenz in der Subreaktion vorhanden und wurde amplifiziert oder nicht (daher der
Begriff ,,digitale” PCR). Hier lassen sich alle positiven Kompartimente mit einem nachweisbaren
Fluoreszenzanstieg, von den negativen Kompartimenten ohne Fluoreszenzzunahme unterschei-
den und direkt auszahlen. Da jedoch mehr als eine Zielsequenz in der gleichen Subreaktion vor-
kommen kann, besonders bei hohen Konzentrationen des jeweiligen Gens, ist die Molekilkon-
zentration nicht gleich der Anzahl positiv gewerteter Kompartimente. Diese Unwégbarkeit kann
mit Hilfe der Poisson-Statistik umgangen bzw. prazisiert werden. Somit kann auf Verdiinnungs-
reihen und Kalibrierungskurven verzichtet werden und eine direkte quantitative Aussage mit ge-

ringfligiger statistischer Streuung uber die Zielgen-Konzentration getroffen werden. Uber die
Gleichung: C = -ln(%) /Varop,» Wobei N der Anzahl an gesamt ausgewerteten, Nneg der Anzahl

an negativ gezahlten Tropfchen (Kompartimente) und Varop dem durchschnittlichen Volumen der
Tropfchen entspricht, lasst sich die Konzentration C eines Transkripts je Probe ermitteln
(Pinheiro et al., 2012). Ein Nachteil bei der Anwendung der Poisson-Statistik ist die Unterschat-
zung der Konzentration durch die Annahme der gleichgroRen Reaktionskompartimente. Dieser
Effekt ist mit steigender Konzentration starker ausgepragt. Zur akkurateren Annéherung an die
tatsachliche Konzentration wurde das sogenannte Poisson-Plus Modell vorgeschlagen. Hier wird
statt eines statischen Durchschnittsvolumens der Reaktionskompartimente eine abgeschnittene
Normalverteilung (das VVolumen nimmt keine negativen Werte an) der Volumina angenommen
(Majumdar et al., 2017).

1.4 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung wurde um das Jahr 2007 entwickelt (Bainbridge et al., 2006; Emrich et
al., 2007; Weber, 2015) und basiert nach wie vor auf den gleichen Funktionsprinzipien und
Schritten, auch wenn sich die Technik in Bezug auf Spezifitat, Menge des bendétigten Ausgangs-
materials, Kosten und Informationsgewinn teils deutlich weiterentwickelt hat. Der erste Schritt
besteht in der Isolierung der RNA aus dem Zielgewebe. Da der GroRteil hierbei aus ribosomaler
RNA (rRNA) besteht und diese fir die Untersuchung des Transkriptoms daher nicht von Inte-

resse ist, wird die RNA zuerst einer rRNA-Depletion oder einer poly-A-Selektion zur Isolierung
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der mRNA unterzogen. Je nach verwendetem System wird die RNA daraufhin als cDNA-Mole-
kil umgeschrieben und danach fragmentiert oder zuerst fragmentiert und daraufhin revers
transkribiert. Diese meist recht kurzen Fragmente werden hiernach auf beiden Seiten mit einem
Sequenzierungs-Adapter verbunden. Dieser erlaubt das effiziente Amplifizieren der Fragmente
im Rahmen der Sequenzierungsreaktion und gleichzeitig die Markierung unterschiedlicher Pro-
ben. Somit wird die parallele Analyse unterschiedlicher Ausgangszellen ermdglicht. Die Frag-
mente werden in der Regel an einer Art Raster (z.B.: DNA-Bindungsfragmente in einer Glas-
Flusszelle, NovaSeq 600, llumina, San Diego, CA, USA) immobilisiert und anschlieRend se-
quenziert. Dafur werden nacheinander die unterschiedlich fluoreszenz-markierten Basen zu der
Amplifikation des Gegenstrangs zur Probe hinzugegeben. Anhand des Farbsignals des gebunde-
nen Nukleotids im neu synthetisierten (Gegen-)Strang lasst sich nun die erste Base in der Se-
quenzabfolge bestimmen. Ein anschlieRender Waschschritt entfernt das tiberschiissige Fluoro-
phor, so dass ein neuer Zyklus zur Bestimmung der folgenden Base des Molekiils beginnen kann
(Stark et al., 2019). Abhé&ngig von dem verwendeten System und der initialen Fragmentierung
der RNA-Molekiile, erhdlt man auf diese Weise Sequenzen von wenigen 100 bis zu mehreren
1000 Basenpaaren Lange (Chhangawala et al., 2015; Garalde et al., 2018). In einem letzten Ana-
lyseschritt werden nun die Fragmentsequenzen mit dem Genom des Organismus verglichen und
somit die exprimierten Gene identifiziert. Durch die Fulle der so erhaltenen Informationen ge-
staltet sich dieser Schritt als bioinformatisch aufwendig und ist meist nur durch spezialisierte

Personen und Software zu bewaltigen (Wang et al., 2009; Conesa et al., 2016).

Dazu missen fur eine verlassliche Quantifizierung der Expressionsstarke einzelner Gene die un-
tersuchten Proben gegeneinander normalisiert werden (Stark et al., 2019). Aktuelle Entwicklun-
gen der RNA-Sequenzierung erlauben hierbei die direkte Sequenzierung der RNA, ohne die bis-
her tbliche vorgeschaltete reverse Transkription, Fragmentierung oder Préamplifikationsschritte
per PCR (Garalde et al., 2018).

1.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist die Etablierung der Methoden zur Charakterisierung von distinkten Interneu-
ronen des Hippocampus der Ratte anhand ihres jeweiligen Transkriptoms und die Unterteilung in
entsprechende Subpopulationen. Zu diesem Zweck wird ein geeignetes Primerset zum Nachweis
charakteristikrelevanter Transkripte identifiziert, designt und flr den Einsatz in der dPCR etab-
liert und optimiert. Prioritét hat hierbei die Durchfiihrbarkeit der Transkriptomanalyse auf Ein-
zelzellniveau. Dazu missen die Zellen des Hippocampus mit einem geeigneten Protokoll
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trituriert und die farbig markierten Interneurone der transgenen Tiere daraufhin per FACS zur
weiteren Untersuchung vereinzelt werden. Fir den Vergleich unterschiedlicher Expressionslevel
der Zielgene der Einzelzellen soll die absolut quantitative Bestimmung per dPCR erfolgen. Auf-
grund der geringen Menge des Ausgangsmaterials von wenigen Pikogramm mRNA je Zelle
(Kato, 1980) und zur Vermeidung von Probendegeneration ist die Identifikation der RNA-Ex-
traktions-Methode mit der hdchsten Ausbeute bei gleichzeitig geringem zeitlichen Aufwand es-
sentiell. Zur Optimierung des Informationsgewinns pro Zelle wird daruber hinaus die parallele
Bestimmung mehrerer Ziele in einem Ansatz durch die Etablierung eines Reaktionsprotokolls
mit einheitlicher Hybridisierungstemperatur fiir das gesamte Primerset realisiert. Zur Erh6hung
der Sensitivitat soll ferner eine Methode zur verzerrungsfreien Praamplifikation der Zielgene ge-
testet werden. Kernvoraussetzung hierbei ist die gleichférmige Amplifikation der einzelnen
Transkripte, um eine valide Aussage uber die Expressionsrelation der Ziele zueinander zu be-
wahren. Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Ergebnisse muss ein geeignetes Werkzeug zur Nor-
malisierung etabliert werden. Hierzu werden parallel Housekeeping-Gene auf der einen und ex-

terne RNA-Kontrollen auf der anderen Seite verwendet.
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2. Material

2.1 Gerate

96-Well Standard K Mikrotiterplatte.............cccoovevvvieiieie e Sarstedt, Nimbrecht, DE
Brutschrank Heraeus HERACeII..........cccoeevvivvnnnnn. Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Centrifuge BALT R ..ottt e Eppendorf, Hamburg, DE
Centrifuge Allegra X-12R.......ccccoeiiiieiieieee s Beckman Coulter, Brea, CA, USA
durchstechbare Aluminiumfolie.............cccocvinininnn, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Elektrophoresekammer SubCell GT .......cccoovvvviennne Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
FACS System ARIA ... Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
FACS System INFIUX ........ccoooviiiiiiieee e Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Gl DOC XRt ... Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
HippoCampuSSPatel ..........coeiveiiieieiiieeeee e Fine Science Tools, Heidelberg, DE
Mikrofluidik-Patronen DG8 Cartridge ..........ccccevvenen Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
MIKIOKUVETEE ...ttt Eppendorf, Hamburg, DE
MIKFOTIEEIPIALE. ... .t Eppendorf, Hamburg, DE
MX3000P gPCR SYSIEIM ....c.viiiiiieiieiieeiie sttt Santa Clara, CA, USA
(0] 1011 (-] SRS P TSP Eppendorf, Hamburg, DE
[T A P4=] 1 (R Fine Science Tools, Heidelberg, DE
Pipette Eppendorf RESEArCh .........cccvoviiiiiiiiiccie e Eppendorf, Hamburg, DE
Pipettenspitzen SafeSeal Tips .......cccooeviieiiiiiininnns Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, DE
Pipettierroboter AutoDG ..........c..ccovevieiiicnic e Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
PX1-HitzeversiegelungSgerat..........cccovvvienvrineeennnnn, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
QX200 ddPCR SYStEMS ......ccvveviriiiieiie e Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
REAKIIONSETAR ..ot Eppendorf, Hamburg, DE
TREIMOMIXEE ...ttt et e s Eppendorf, Hamburg, DE
ThermozykIer T100........cccoiviriiineesese e Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
UBEBEUITAX et IKA-Werke, Staufen, DE
VorteXmiSCher RS-VA 10 .......ccviiiiciiie e Phoenix Instruments, Garbsen, DE

2.2 Chemikalien

100 Basenpaar DNA-Marker..........cccceeeveveervennnnne New England Biolabs, Frankfurt am Main, DE
2—10g DNA-Marker ........ccccocevvvevviieiieie e, New England Biolabs, Frankfurt am Main, DE
AAGAIOSE. ...ttt ettt b et nha et nre et Carl Roth, Karlsruhe, DE
B27 Supplement........ccccvveiieiiieceese e Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
(01 0] [0 (0] {0] 12 IR Carl Roth, Karlsruhe, DE
ddPCR SUPEIMIX ...ooovviiviciieic e Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Earle's Balanced Salt Solution............cccceevvevveeenne Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Ethanol .......cooo e Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
LCT=] | =T [ Biotium, Hayward CA, USA
GIULAMAX ... Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hibernate A - low fluorescence Medium............... Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hybdridisierungssonde...........cccoevveveeieiiie i eurofins Genomics, Ebersberg, DE
[0 1 10 T0] = o Abbott Laboratories, 1I, USA
Isolate 2 RNA MINTE KT ..veiiiiiiic e rbae e Bioline, London, UK
[1S{0] o] 0] o= U T USSP Carl Roth, Karlsruhe, DE
Nuklease-freies WasSer.......cccccovvvveeeieivieeeiiiiieeens Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA




Orange G Ladepuffer..........coooveiiiiiiicic e, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, USA

Papain-Dissoziations-Kit.................. Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA
Penicillin-StreptomycCin..........ccccceevveveeie e Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
PICOPUIE ...t Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
] L ST eurofins Genomics, Ebersberg, DE
QuantiTect Whole Transciptome Kit..........ccoovieerriiieiiieie e, Qiagen, Venlo, NL
REC 560 Kit .....oiiiiitieiece ettt ste e sneeras Bioline, London, UK
SensiFast CDNA SYNthese Kil.......covoviioiieierierc e Bioline, London, UK
SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit................. Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
B U i =T R Carl Roth, Karlsruhe, DE
TagMan Gene Expression Master MiX................... Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
QIR {0 ] PO Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Tropfchen-Ol fir SONeN ..........ccceveeveeeeeeeeeeeee, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

2.3 Software

EXCEL. e Microsoft, Redmond, WA, USA
ImageLab........ccoovoii Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
L] o= oL USSP Inkscape Community
1Y (0 Santa Clara, CA, USA
PIIMEI3 ..t Koressaar, Remm, Untergasser
PrimMer-BLAST ..o National Center for Biotechnology Information
PAINTNEL.....oiie e Rick Brewster, dotPDN L.L.C.
QuUAaNtaSOTt.........ccoevii e Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
TSROV PPPRTRPPIN RCoreTeam, 2017
[ ES] [0 [0 [T T RStudioTeam, 2015
SEQUENCNET ... Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA
SIMPIEXNUMETICA. ... Simplex Programs IT, Julich, DE
{707 o PSSR Microsoft, Redmond, WA, USA
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3. Methoden

In allen folgenden Experimenten wurden Ratten der Linie W-Tg(Slc32al-YFP*)1 (VGAT-Ve-
nus-A) und Wistar sowie Mé&use der Linie C57BL/6 der Forschungseinrichtung fir experimen-
telle Medizin (FEM) der Charité — Universitatsmedizin Berlin verwendet. Die Arbeit wurde un-
ter Beachtung der Satzung der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis durchge-
fuhrt.

3.1 Primerdesign

Zur Charakterisierung der Zellen hinsichtlich ihrer neuronalen Subtypen wurde in dieser Arbeit
der zelluldare mMRNA-Gehalt folgender Gene quantifiziert (Markram et al., 2004; Kouadjo et al.,
2007; Boda et al., 2009; Booker & Vida, 2018; Harris et al., 2018):

Tabelle 1: Quantifizierte Transkripte folgender Gene

Housekeeping-Gene Funktion
Beta-Aktin (Actb) Zellstrukturprotein
eukaryotischer Elongationsfaktor 2 (eEf2) Proteinsynthese
Phosphoglyceratkinase 1 (Pgk1) Glykolyse
Subtypen-spezifische Gene Funktion

vesikularer GABA Transporter (Vgat) bzw.

solute carrier family 32 member 1 (Slc32a1) SR Wil SRR

intestinales vasoaktives Peptid (Vip) Kardio-vaskulare Regulation, Glykogenolyse
Neuropeptid Y (Npy) Kortikale Erregbarkeit, Circadiane Rhythmik
Cholecystokinin (Cck) Magensaureproduktion, Sattigungsgefihl
Somatostatin (Sst) Endokrine Regulation, Neurotransmission
Calbindin (Calbl) Intrazellulare Calciumhomoostase

Calretinin bzw. Calbindin 2 (Calb2) Intrazellulare Calciumhomoostase

Der Nachweis und die Quantifizierung einer definierten mRNA erfolgt per Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR). Grundvoraussetzung fir eine spezifische Amplifikation ist das Auswahlen geeig-
neter Primer und einer internen Sonde. Um eine hohe Spezifitdt der mMRNA-Quantifizierung zu
ermoglichen, wurden bereits im Planungsprozess besondere Anforderung an die Oligonukleotide

gestellt. Die Amplifikation des genomischen DNA-Vorlagenstrangs im Zellkern kann durch eine
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Intron-tberspannende Lokalisation des Amplikons (der zu amplifizierende Bereich) reduziert
werden. Durch eine gering gewdéhlte Elongationszeit von unter einer Minute im Rahmen des
PCR-Protokolls wird eine Amplifikation von Intronsequenzen, gréier als 6.000 Basenpaaren
(bp) ausgeschlossen, da das verwendete Enzym Thermus aquaticus Polymerase (Taq) eine tem-
peraturabhéngige Syntheserate von 35-100 bp je Sekunde aufweist (Innis, 1990). Zusatzlich
wird fiir die Position der internen Hybridisierungssonde ein Exon-Exon-Ubergang in der mRNA-
Sequenz gewahlt, um die Bindungswahrscheinlichkeit an ungespleite pr&-mRNA- oder genomi-
sche DNA-Molekdle zu reduzieren. Somit wirde es selbst bei ungewollter Amplifikation einer
Sequenz mit einem Intron nicht zur Hydrolyse der internen Sonde und nicht zu einem Anstieg

des Fluoreszenzsignals kommen.

Das einmalige Vorkommen einer gewdahlten Primersequenz in dem Genom einer Spezies kann
mit dem Primer-,,Basic Local Alignment Search Tool*“ (BLAST) des ,,National Center for Bio-
technology Information® (Ye et al., 2012) ermittelt werden. Hier werden neben den vorher schon
erwéhnten Exon-Intron Grenzen auch maégliche Primer mit ihren etwaigen unspezifischen Bin-
dungen zu anderen Transkripten angezeigt. Ein weiteres Werkzeug zur Auswahl geeigneter Pri-
mersequenzen ist das frei zugangliche Primer Design Programm Primer3 (Koressaar & Remm,
2007; Untergasser et al., 2012; Koressaar et al., 2018). Dieses Programm ermdglicht es, neben
Primerposition und Lange, auch den gewiinschten Schmelzpunkt, den Guanin- und Cytosin-Ge-
halt (GC), die Anzahl an Basenwiederholungen und die Neigung der Primer zur Selbstbindung
zu berechnen und entsprechend der Anforderungen die Auswahl der Zielsequenzen uber diese
Parameter zu begrenzen. Die Primer dieser Arbeit wurden mit einer optimalen Schmelztempera-
tur von 60°C (2 °C), einer Sequenzlange zwischen 19 und 24, einer maximalen Basenwiederho-
lung von 3, einem GC-Gehalt zwischen 40 und 60 % und einer Selbstbindungstendenz von unter
5 % ausgewahlt. S&mtliche Sequenzen wurden abschlieRend in der Software Sequencher (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) auf ihre korrekte Anordnung zueinander und Bindung
zum jeweiligen Transkript hin Gberprift. Die so erhaltenen Primersequenzen sind in der Tabelle
2 aufgelistet. Die Primer und Sonden wurden durch Eurofins Genomics (Ebersberg, DE) synthe-

tisiert.
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Tabelle 2: Transkripte mit Basensequenz. Die Nomenklatur der Primernamen besteht aus den 5
Teilen: Speziesspezifitat (r = Ratte, kein Suffix = identische Primer fir Ratte und Maus); Zielge-
nabkirzung; Initialen Sequenzdesigner; Versionsnummer des Primers; Bindungsposition.

Zielgen [Primername |Sequenz Modifizierung
Actb ACTB-JT1-F GCT CTT TTC CAG CCT TCC TTC

ACTB-JT1-R GAG GTC TTT ACG GAT GTC AAC G
ACTB-JT1-IN |GGG TAT GGA ATC CTG TGG CA FAM + BHQ1
Cck rCCK-JT1-F TGC CCT CAA CTT AGC TGG AC
rCCK-JT1-R CCA TCA CCA CGC ACA GAC A
rCCK-JT2-IN |CCG AAG ATA TGA AGT GCG GC HEX + BHQ1
eEf2 reeEF2-JT1-F ATG TTC GTG GTC AAG GCC TA
reeEF2-JT1-R GAT CTG CCA GTG GTC AAA CA
reEF2-JT1-IN |TGA ATC CTT TGG CTT CAC TGC FAM + BHQ1
Npy NPY-JT1-F |AGA AAA CGC CCC CAG AAC AA
rNPY-JT1-R GGC AGA CTG GTT TCA CAG GA

INPY-JT2-IN |CCT TCC ATG TGG TGA TGG GA HEX + BHQ1
Sst rSST-JT1-F  |CAG ACT CCG TCA GTT TCT GC

rSST-JT1-R  |GCA TCG TTC TCT GTC TGG TTG

rSST-JT1-IN |AGG AAC TGG CCA AGT ACT TCT FAM + BHQ1

Vgat rvgat-JT1-F GTG ACA AAC GCC ATT CAG GG
rvgat-JT1-R GGC GAA GAT GAT GAG GAA CAA C

rvVgat-JT2-IN TAC CCT ACG CCA TCC TCC A HEX + BHQ1
Vip rvIP-JT1-F AAG AGG AGC AGT GAG GGA GA

rvVIP-JT1-R TCA CTT GGT TGT TTT CCT TCA AGA

rVIP-JT1-IN GAT GAG AAG GGT CCT CTG GG FAM + BHQ1
Calb2r |rCR-JT1-F TGA CAA GGA TGG AAG CGG C

rCR-JT1-R TAG GTG GTG AGC TGC TGG A

rCR-JT1-IN GAT GAG AAC GAG CTG GAC G HEX + BHQ1
Calbl |rCB-JT1-F GCA AAC AAG ACC GTG GAT GAT

rCB-JT1-R GTA GTA ACC TGG CCA TCT CTG T

rCB-JT1-IN TGA GTA CAC AGA CCT CAT GCT FAM + BHQ1

Pgkl Pgk1-JT1-F AGA CTG GCC AAG CTA CTG TG
Pgk1-JT1-R CCA AAC AAT CTG CTT AGC TCG A
Pgk1-JT1-IN GGC TTG GAC TGT GGT ACT GA JOE + BHQ2
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3.2 Préaparation

Die Euthanasie der Versuchstiere erfolgte nach Isofluorannarkose (Abbott Laboratories, 1, USA)
durch anschlieRende Dekapitation gemaR 84 des deutschen Tierschutzgesetzes. Dabei wurde die
Narkosetiefe durch verschiedene Reflextests (Lid-, Zwischenzehenreflex, Muskeltonus) der

Tiere Uberprift.

Fur die Hirnpraparation wurde das Fell und die Haut entlang der Mediosagittallinie des Schédels
aufgeschnitten und zur Seite geklappt. Das hierdurch freigelegte Cranium wurde ausgehend vom
Foramen magnum entlang der Sutura sagittalis bis auf Hohe der Augen mit einer Schere (Fine
Science Tools, Heidelberg, DE) ertffnet. Ein weiterer Schnitt erfolgte durch das Nasenseptum,
welches die beiden Orbitae miteinander verbindet. Bevor das Gehirn schlie8lich geborgen wer-
den konnte, war es notwendig, die Meningen mit Hilfe einer spitzen, gebogenen Pinzette (Fine
Science Tools, Heidelberg, DE) von der Innenseite des Schadels zu 16sen. Hiernach konnten die
beiden Schadelhalften aufgehebelt und das Gehirn durch Verwendung eines gebogenen Spatels,
welcher rostral angesetzt und nach okzipital gefiihrt wurde, entfernt werden.

Die beiden Hemispharen wurden anschlieend mit einem Schnitt durch die Falx cerebri vonei-
nander getrennt und das Cerebellum und der Bulbus olfactorius entfernt. Mit einem gebogenen
Hippocampusspatel (Fine Science Tools, Heidelberg, DE) wurden die Basalganglien, Thalamus
und Hypothalamus unterhalb des Corpus callosum herausgeschélt und vom Kortex getrennt. Der
Hippocampus ist als gebogenes grauliches Band rostral des enthorinalen Kortex und okzipital
der weilllichen Fimbria hippocampi identifizierbar und lasst sich mit zwei gebogenen Spateln
aus seinem Lager entfernen. Der Hippocampus wurde mit zwei, der Lange nach geflhrten
Schnitten, in die Unterregionen CAl und CA2; CA3 sowie Gyrus dentatus unterteilt. Eine sche-
matische Darstellung der Schnittfiihrung ist in Abbildung 3 dargestellt.

CA2 CA1l

— >

CA3 GD

Abbildung 3: Hippocampusunterteilung
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3.3 Zelltriturierung

Die Trituration der Zellen wurde mit einem Papain-Dissoziations-Kit (Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, NJ, USA) durchgefihrt. Die verwendeten Inkubationsmedien werden,
in Vorbereitung auf das Protokoll, mit 95 % Sauerstoff und 5 % CO, begast, um das Uberleben
der Neurone zu gewéhrleisten. 5 pl Earle's Balanced Salt Solution (EBSS) (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA) wurden in ein, mit Papain vorbereitetes, Reaktionsgefall gegeben
und bei 37 °C fur 10 Minuten in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, DE) bei 750 rpm
(rounds per minute) platziert. AnschlieBend wurden 500 pl EBSS in ein zweites, mit DNase préa-
pariertes, Reaktionsgefal} gegeben und nach vorsichtigem Schiitteln, 250 pl der so entstandenen
Losung in das Papain-Behéltnis hinzugegeben. Der in Punkt 3.2. isolierte Hippocampus wird der
Ldsung hinzugefugt. Fur Hippocampi von adulten Tieren ist ein voriges Partitionieren des Gewe-
bes notwendig. Das Gefall wird anschliefend fur 1,5 Stunden im O,:CO2-bilanzierten Brut-
schrank (Heraeus HERAcell, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37 °C inku-
biert. Das Gewebe wird hiernach durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit Pipettenspitzen
(SafeSeal Tips, Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, DE) verschiedener OffnungsgroRen tri-
turiert. Nicht-dissoziierbare Uberreste werden hierbei nicht mit aspiriert. Die so erhaltene Zellsu-
spension wird in ein steriles Behéltnis tberfuhrt und bei 300 g fir 5 Minuten bei Raumtempera-
tur zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet mit einem Medium, bestehend
aus 2,7 ml EBSS, 300 pl Albumin-Ovomucoid-Inhibitor-Lésung und 150 pl DNase-Lésung, re-
suspendiert. In einem folgenden Dichtegradienten werden intakte Neurone von Zelltrimmern se-
pariert. Hierfur werden 5 ml Albumin-Inhibitor-L6osung in ein Zentrifugengefal gegeben und die
Zellsuspension unter Wahrung der Integritat des Dichtegradienten aufgeschichtet. Die Probe
wird bei 70 g und Raumtemperatur fir 6 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wird in 500 pul Hibernate A - low fluorescence Medium (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) mit 2 % B27 Supplement (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
1 % Glutamax (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und 0,1 % Penicillin-Streptomy-
cin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) suspendiert.

3.4 Fluorescence activated cell sorting (FACYS)

Die Sortierung der vereinzelten Zellen wurde an der Flow Cytometry Core Facility (FCCF) des
Deutschen Rheumaforschungszentrum Berlin (DRFZ) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Sortier-
systeme ARIA Il (4 Laser-System) und Influx (5 Laser-System) (Becton Dickinson, Franklin La-
kes, NJ, USA) verwendet. Durch die individuellen Fluoreszenzwerte der Zellen in den
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unterschiedlichen Kandalen lasst sich tber eine Software ein Auswahlrahmen (Gate) fur die rele-
vanten Zellen definieren. In Abbildung 4 sind die Fluoreszenzwerte der untersuchten Zellen mit
dem zugehdrigen Gate dargestellt. Fir die Erstellung des Gates wurden die Zellen, welche sich
aufgrund ihrer Fluoreszenz eindeutig von der Grundwolke abheben, genutzt. Ziele des FACS
waren einerseits die Separation der Zellen in die einzelnen Vertiefungen einer 96-Well Stan-
dard K Mikrotiterplatte (Sarstedt, Niimbrecht, DE) und andererseits die Auswahl YFP-positiver
Interneurone zur Sicherstellung einer moglichst homogenen Probenkultur. Um einen nahtlosen
Ubergang in das weitere Protokoll zu gewiéhrleisten, wurden die Vertiefungen der Platte vor der
Sortierung mit je 50 ul Extraction Buffer (siehe 3.5.2.1) beladen. Eine Degradation der mRNA

sollte hierdurch auf ein Minimum reduziert werden.

105—é
104—é
GFP 103_§
Bt i caa A TR
PE-A

Abbildung 4: Beispielbild eines FACS, Aufgetragen ist die Fluoreszenz der Zellen im GFP
FITC-A Kanal (grtn fluoreszierende Protein, Fluoresceinisothiocyanat) im Verhaltnis zu PE-
A (Phycoerythrin)

3.5 RNA-Extraktion

3.5.1 RNA-Extraktion per Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform

Fur die generelle Qualitatskontrolle von Primern und Optimierungsexperimenten zur Ermittlung
passender Schmelztemperaturen wurde mit der Chemikalie TRIzol (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) aufgereinigte Ratten-RNA aus Gehirnteilstiicken verwendet. Hierzu wur-
den die Gehirne wie in Punkt 2.3. beschrieben entnommen und mit einem Skalpell in sechs etwa
gleich grofRe Stlicke unterteilt. Jedes Stiick wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal} (Eppendorf, Ham-
burg, DE) platziert und nach Zugabe von 1 ml TRIzol-Reagenz per Ultraturrax (IKA-Werke,
Staufen, DE) homogenisiert. Die so entstandene Emulsion wurde anschlieBend bei 12.000 g und
4 °C fuir 10 Minuten zentrifugiert, um Zelltriimmer zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein

neues ReaktionsgefaR tberfihrt. Der folgende Schritt beinhaltete die Phasenseparation mittels
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der Zugabe von 0,2 ml Chloroform (Carl Roth, Karlsruhe, DE); 15 Sekunden schitteln; 3 Minu-
ten Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieRender Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C fur
15 Minuten. In der dichteren Chloroformphase sind hierbei die Proteine und in der wassrigen
Phase die Nukleinsauren zu finden, wobei amphiphile Stoffe in der Interphase akkumulieren.
Der Nukleinsaure-haltige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tibertragen, mit 0,5 ml
Isopropanol (Carl Roth, Karlsruhe) versetzt und anschlieBend mit einem Vortexmischer (RS-
VA 10, Phoenix Instruments, Garbsen, DE) gemischt. Die Probe wurde anschlieRend 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und bei 20.000 g und 4 °C fir weitere 10 Minuten zentrifugiert.
Dabei prézipitieren RNA-Molekiile als Niederschlag am Boden des Gefél3es. Bei dem Einsatz
eines sechstel Gehirns war der RNA-Niederschlag als milchig weiRer Fleck am Boden des Reak-
tionsgefales zu erkennen. Die Entfernung des fliissigen Uberstandes erfolgte sehr umsichtig, um
ein Abschwimmen des Pellets zu vermeiden. Das RNA-Prézipitat wurde einem Waschschritt mit
1 ml 75 % Ethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) unterzogen, um den Salz- und Proteingehalt
zu reduzieren. Der Uberstand wurde nach einer weiteren Zentrifugation von 20.000 g und 4 °C
fiir 5 Minuten, verworfen und die RNA fiir 5 Minuten in dem Reaktionsgefal3 luftgetrocknet. Das
Pellet wurde durch sanftes auf und ab Pipettieren in Nuklease-freiem Wasser (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) resuspendiert und anschlie3end bei 55 °C fiir 10 Minuten inku-
biert.

3.5.1.1 Fotometrie

Es wurde der RNA—-Gehalt einer wassrigen Probe mit einer Mikrokvette (Eppendorf, Hamburg,
DE) in einem Fotometer (Eppendorf, Hamburg, DE) gemessen. GemaR dem Lambert—Beerschen
Gesetz ist E = e ¢ - d; die Extinktion (E) einer verdlinnten Ldsung ist also direkt proportional zur
Konzentration (c) der Lésung, zur Schichtdicke (d) und zum dekadischen Extinktionskoeffizient
(€) bei monochromatischem Licht. Fir die Messung des RNA—Gehalts wurde Licht der Wellen-
lange von 260 nm genutzt, wobei standardisiert die optische Dichte (OD) von 1 einem Wert von
40 pg/ml entspricht und der jeweils vorliegende RNA-Molekilgehalt proportional dazu berech-
net wurde. Darber hinaus wurde das Verhéltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm gebil-
det, um eine Aussage Uber die eventuelle Verunreinigung der Probe mit Proteinen treffen zu kon-
nen. Je grolRer dieser Wert ist, desto mehr RNA—Molekiile sind in der Losung im Vergleich zu

den Proteinen vorhanden.
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3.5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Qualitatskontrolle der aufgereinigten RNA-Molekile erfolgte mit einem 1 % Agarose-Gel.
Hierzu wurde 1 g Agarose (Carl Roth, Karlsruhe, DE) in 100 ml TAE — (Tris—Acetat-EDTA)
Puffer (Carl Roth, Karlsruhe, DE) in der Mikrowelle aufgekocht und nach dem Abkuhlen mit
dem interkalierenden Farbstoff GelRed (Biotium, Hayward CA, USA) versetzt. Das fertig poly-
merisierte Gel wurde in der mit TAE—Puffer gefullten Elektrophoresekammer (SubCell GT, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) platziert. Nach dem Versetzen der RNA—-Proben mit ei-
nem Orange G Ladepuffer (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, USA), wurden diese in die Taschen
des auspolymerisierten Agarose-Gels aufgetragen. Die GroRentrennung der RNA—-Molekiile er-
folgte bei einer Spannung von 120 Volt und tber die Dauer einer Stunde. Als Referenz dienten
hierbei 3 pl des 100 Basenpaar DNA—Markers (New England Biolabs, Frankfurt am Main, DE)
oder 3 pul des 2-log DNA-Markers (New England Biolabs, Frankfurt am Main). Fur die Quali-
tatskontrolle der Primer wurde die Konzentration des Agarose-Gels auf 3% erhoht. Die elektro-
phoretische Auftrennung erfolgte bei 140 V fir 1,5 Stunden. Die Analyse der aufgetrennten
RNA-Molekiile wurde per Fotodokumentation an einem Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) unter UV-Licht Transmission (A=302 nm) vorgenommen. In Abbildung 5
ist die entsprechende Fotodokumentation von 4 Proben mit Referenzleiter dargestellt. Die Aus-
wertung der so entstandenen Bilder erfolgte mit der Software ImageLab (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) mit der Versionsnummer 6.0.0.

Basen- Probe
paare 2 log 1 2 3 4 |NTC‘2 log]
3000+ ~
15007 N
1000 s p—
o W
500 - e
100 » - - e

Abbildung 5: Agarose-Gel mit aufgetragenen RNA-Proben und 2-log DNA-Leiter
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3.5.2 Adsorptions-Extraktion per Silikatsaule

3.5.2.1 RNA-Extraktion per Thermo Fisher PicoPure Kit

Zur Konzentration der RNA-Molekiile aus wassriger Losung und limitiertem Ausgangsmaterial,
wie in dieser Arbeit aus einzelnen Zellen, war die Préazipitationsmethode per TRIzol nicht ausrei-
chend. Stattdessen wurde das PicoPure Silikatsdulen-Extraktionssystem (Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, MA, USA) verwendet. Hierbei wurden zuvor vereinzelte Zellen in 50 pl Extrac-
tion Buffer separiert (siehe 3.4) und bei 42 °C fur 30 Minuten lysiert. Wahrenddessen wurden
250 ul Conditioning Buffer auf die Extraktionssaulen pipettiert und nach 5-mindtiger Inkubation
bei Raumtemperatur zentrifugiert (16.000 g fiir 1 Minute) (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Ham-
burg, DE). Den lysierten Zellen wurde die gleiche Menge 70 % Ethanol hinzugesetzt und die
Durchmischung manuell per Pipette (Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg, DE) erreicht.
Das Zellextrakt wurde auf die S&ule gegeben und erst bei 100 g fiir 2 Minuten und anschlief3end
bei 16.000 g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Diese VVorgehensweise stellt sicher, dass die RNA
ausreichend an die positiv geladene Silikatséule bindet. Es schlossen sich drei Waschschritte an,
die mit zwei unterschiedlichen Waschpuffern (W1 und W2) durchgefuhrt wurden. Hierbei wird
der erste Reinigungsschritt mit 100 pul W1 und einer Zentrifugation bei 8.000 g fiir 1 Minute und
die Schritte 2 und 3 mit je 100 ul W2 bei einer Zentrifugation von 8.000 g fur 1 Minute bzw. von
16.000 g fur 2 Minuten durchgefihrt. AnschlieBend wurde die Silikatséule in ein neues Reakti-
onsgefaR platziert und 10 pl Elution Buffer darauf gegeben, um die RNA-Molekile zu Iésen. In
einem letzten Zentrifugationsschritt wurde erst bei 1.000 g fir 1 Minute die langsame Durchdrin-
gung der S&ule sichergestellt, bevor bei 16.000 g fir eine weitere Minute die Elution der RNA-
haltigen Losung aus der Séule erfolgte. Das so gewonnene RNA-Extrakt kann anschlieRend fur
wenige Tage bei -20 °C gelagert oder zur weiteren Verwendung direkt der reversen Transkrip-

tion unterzogen werden. Abbildung 6 zeigt ein FlieRschema des Protokolls.
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Abbildung 6: Flie3schema der PicoPure Aufreinigung

3.5.2.2 RNA-Extraktion per Bioline Isolate 2 RNA mini Kit

Fur die Aufreinigung mit dem Isolate 2 RNA mini KIT (Bioline, London, UK) wurden verein-
zelte Zellen in 350 ul Lysis Buffer RLY und 3,5 ul B-Mercaptoethanol (B-ME) gegeben und an-
schlieffend mit einem Vortexmischer gemischt. Das so erhaltene Lysat wurde auf den violetten
Silikatfilter pipettiert und anschlie3end bei 11.000 g fiir eine Minute zentrifugiert. In diesem
Schritt wurden Zelltrummer entfernt und die Viskositét des Lysats reduziert. Der Silikatfilter
wurde verworfen. Zur Anpassung des Milieus fir eine optimale RNA-Bindungsféahigkeit wurden
350 ul 70 % Ethanol dem Lysat hinzugegeben und der resultierende Reaktionsansatz griindlich
gemischt. Die Probe wurde anschlielend auf die blaue Silikatsaule geladen und das Reaktionsge-
fan fur 30 Sekunden bei 11.000 g zentrifugiert. Aufgrund der begrenzten Kapazitat des Auffang-

gefaRes wurde die Saule in ein neues Reaktionsbehéltnis Uberfuhrt. Durch die Zugabe von 350 pl
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Membrane Desalting Buffer (MEM) und die anschlieBende Zentrifugation von 11.000 g fiir eine
Minute wurde die Saule fur den folgenden DNA-Verdau vorbereitet. Hierzu wurden 95 pl des
DNase 1 Reaktionsmix, bestehend aus 90 pul Reaktionsbuffer und 10 pl rekonstituierter DNase 1,
auf die Silikatmembran gegeben und flr 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hierauf
folgten drei Waschschritte. Das ReaktionsgefaR wurde nach der Zugabe von 200 pl des Wasch-
buffers RW1 bei 11.000 g flr 30 Sekunden zentrifugiert, ebenso nach der Zugabe von 600 pl
Waschbuffer RW2. Im letzten Waschschritt wurden 250 ul RW2 zur Probe gegeben und diese
erneut zentrifugiert (11.000 g, 2 Minuten). Die RNA-Molekiile werden mit 60 pl RNase-freiem
Wasser und einer abschlieRenden Zentrifugation von 11.000 g fur 1 Minute von der Membran

gelost. Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 7 in einem Flieschema veranschaulicht.

11000 g fiir &

g *@*U*@

Zellsortierung 350 pl RLY Zelllysat 350 pl Ethanol
+ 3,5 pul B-Me

llOOngurm& RTf"urlSr& llOOng"urlmX 11000 g fiir 30 sec

G5B

200 pl RWI 95 pl DNase 1 350 ul MEM Zellextrakt
Reaktions-Mix

IIOOOgFurA 11000gf‘ur2m\ 11000 g fir 1 min

pefelled

600 ul RW2 250 ul RW2 60 pl RNase freies H2O  extrahierte RNA

Abbildung 7: Flielschema der Bioline Aufreinigung
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3.6 Praamplifikation

Zur Verbesserung der Nachweisbarkeit gering exprimierter Gene wurden die aufgereinigten
RNA-Molekule teilweise einer Praamplifikation mit dem QuantiTect Whole Transciptome Kit
(Qiagen, Venlo, NL) unterzogen. Das Prinzip dieser Praamplifikation basiert auf der isotherma-
len DNA-Vervielfaltigung der @ 29 Polymerase. Hierzu wurde die RNA-Probe, wie in Punkt
3.7. beschrieben, auf cDNA-Niveau umgeschrieben. 10 pl der erhaltenen cDNA-LOsung wurden
zu 10 pl des Ligations-Gemisches, bestehend aus 6 ul Ligations-Buffer, 2 pl Ligations-Reagens
und je 1 pl Ligations-Enzym 1 und 2, pipettiert. Die so erhaltene Probe wurde fiir 2 Stunden bei
22 °C inkubiert. AnschlieRend wurden der Reaktion 29 pl REPLI-g Midi Reaction Buffer und

1 pl REPLI-g Midi DNA-Polymerase hinzugegeben und zur Amplifikation fir 2 Stunden bei

30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Erhitzen der Probe auf 95 °C fiir 5 Minuten been-
det.

3.7 Reverse Transkription

Zur Verbesserung der Lagerfahigkeit und fir die weitere Verwendung war es notwendig, die zu-
vor extrahierte RNA-L6sung auf die komplementdre DNA-Ebene (cDNA) umzuschreiben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl das reverse Transkriptasesystem von Bioline als auch von
Thermo Fisher verwendet und hinsichtlich ihrer jeweiligen Effizienz fiir die geringen Mengen

der Einzelzellextraktion verglichen.

3.7.1 SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher

Fir einen Reaktionsansatz wurden 4 ul 5X VILO Reaction Mix zusammen mit 2 pl 10fach Su-
perScript Enzyme Mix in ein Reaktionsgefal? pipettiert. Das Protokoll erlaubt einen Einsatz von
bis zu 2,5 pg RNA-Molekilen in wassriger Losung je Probe. Die flr Etablierungszwecke mit
TRIzol gewonnene RNA-L6sungen wurden auf eine Endkonzentration von 15 ng / ul, bei einem
Volumen von 20 ul, eingestellt. Fir das Umschreiben der RNA aus einzelnen Zellen, wurden die
gesamten 10 pl Elution Buffer der PicoPure-Extraktion dem Ansatz hinzugefugt. Hieraus ergibt
sich die Zugabe von 4 ul Nuklease freiem Wasser. Die Reaktionsansatze wurden per Hand ge-
schattelt, abzentrifugiert, fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieRend bei 42 °C fiir

60 Minuten inkubiert. In einem letzten Schritt wurde die Reaktion bei 85 °C flr 5 Minuten termi-

niert, bevor die cDNA fur den weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert werden konnte.
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3.7.2 SensiFast cDNA Synthese Kit, Bioline

Der Mastermix des Bioline-Kits setzt sich aus 4 pul 5X TransAmp Buffer und 1 pl reverse Tran-
skriptase zusammen. Der Reaktionsansatz ist fir die Zugabe von bis zu 1 pg mRNA ausgelegt.
Kongruent zum Thermo Fisher-Kit wurden 10 ul der RNA-Ldsung aus der PicoPure Extraktion
verwendet. Der Reaktionsansatz wurde durch Zugabe von Nuklease freiem Wasser auf 20 pl Ge-
samtvolumen gebracht. Die Proben wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren durch-
mischt und anschlieend in einem Thermozykler T100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) flir 10 Minuten bei 25 °C, flr 15 Minuten bei 42 °C und fir 5 Minuten bei 85 °C inkubiert.

Die so erhaltene cDNA wurde bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.8 Gradienten-PCR

Das vom Hersteller angegebene Protokoll des TagMan Gene Expression Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wurde im Sinne einer Gradienten-PCR abgewandelt. Die
Experimente wurden an einem Mx3000P gPCR System (Agilent, Santa Clara, CA, USA) durch-
geflihrt und mit der herstellereigenen Software MxPro mit der Versionsnummer 4.10 ausgewer-
tet. Das Temperaturprotokoll ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Probe wurde zum Start fiir

10 Minuten auf 95 °C zur Aktivierung des Enzyms erhitzt. AnschlieRend wurde eine Schleife mit
45 Wiederholungen aus 3 verschiedenen Temperaturniveaus durchlaufen. Hierbei inkubierten
die Proben zuerst bei 95 °C fiir 30 s, um eine Denaturierung der doppelstrangigen RNA zu errei-
chen. Zur Ermittlung der optimalen Primerhybridisierungstemperatur wurde je ein Ansatz fur

30 Sekunden auf 63/ 61/ 56,8/ 53 °C gehalten. Am Ende dieses Schrittes wurde die Fluoreszenz
der Probe gemessen. Es folgte der Elongationsschritt bei 72 °C fur 1 Minute. Durch die in Punkt
3.1 beschriebene Hydrolyse der Sonde war ein Anstieg der Intensitat tiber die Zyklen messbar
und wurde bei Uberschreitung einer Fluoreszenzschwelle als Ct-Wert (Cycle Threshold,
Schwellenwertzyklus) gespeichert. Nach 45 Zyklen schloss sich noch ein letzter Kuhlschritt von
1 Minute Dauer auf 45 °C an und beendete das PCR-Gradienten-Protokoll.
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Abbildung 8: Temperaturprofil der Gradienten-PCR. Dargestellt sind die Temperaturniveaus
sowie die Dauer der einzelnen Schritte

3.9 Digitale droplet Polymerasekettenreaktion (ddPCR)

Die Transkriptanalyse der Einzelzellen wurde mit Hilfe des QX200 ddPCR Systems (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) durchgefuhrt. Hierbei wird im Unterschied zu einer quantita-
tiven realtime-PCR (qPCR) nicht die Fluoreszenzzunahme tiber mehrere Zyklen in einem einzel-
nen Kompartiment gemessen, sondern die Endfluoreszenz nach 40 Zyklen in bis zu 20.000 ein-
zelnen Tropfchen eines zuvor partitionierten Reaktionsansatzes. Da die Tropfchen-Generierung
durch den Pipettierroboter AutoDG (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) in Mikroflu-
idik-Patronen (DG8 Cartridge, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) mit Platz fur 8 simul-
tane Reaktionen erfolgte, wurden Experimente dahingehend optimiert. Nicht genutzte Proben-
Kompartimente wurden mit einer Negativ-Kontrolle befullt, da die Druckverhaltnisse des gesam-

ten Probenstreifens bei ungefiillten Vertiefungen nicht eingehalten werden kénnen.
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Abbildung 9: DG8 Cartridge (Droplet Digital PCR Applications Guide, Figure 2.4., Bio-Rad
Laboratories)

Das QX200 verfiigt Gber zwei Fluoreszenz-Farbkanéle. Der erste Kanal arbeitet mit einer Ab-
sorption von 535 nm bzw. 538 nm bei einer Emission von 556 nm bzw. 554 nm. Der zweite Ka-
nal regt mit einer Wellenlange von 494 nm an und misst emittiertes Licht im Bereich von

518 nm. Dies entspricht den handelsiiblichen Fluorophoren HEX und VIC im Kanal eins, sowie
FAM im Kanal zwei. Diese Vorrausetzung begrenzt den Versuch im Wesentlichen auf die Un-
tersuchung von zwei Transkripten je Reaktion. Zusammen mit dem vorgegebenen Streifen, a
acht Proben, ergab sich fir die Einzelzellanalysen die Aufteilung der cDNA-L6sungen in vier
verschiedene Kompartimente (siehe Abb. 10) und damit der Untersuchung von sieben Transkrip-
ten und einer externen Kontrolle, bzw. eines Housekeeping-Gens (Gen, welches unabhéngig vom

Zelltyp, Zellstadium und &uReren Einfliissen exprimiert wird (Koolman & Réhm, 2009)).

FAM —- Housekeeping Gene
HEX/VIC ey Zie] 1
FAM — 7icl 2

HEX/VIC w7 i 3
20 ul cDNA

<

Abbildung 10: Pipettierschema ddPCR
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HEX/VIC mi Zsi] 7

Fur den Reaktionsansatz werden 11 pl 2fachen ddPCR Supermix (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA), sowie 0,9 pl des Vorwarts- und des Riickwartsprimers fir die Transkripte A
und B, 0,5 ul der entsprechenden internen Sonden und der entsprechenden Menge an eingesetz-

ter cDNA-L0Osung kombiniert und mit Nuklease-freiem Wasser auf 22 ul erganzt.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes flr die Untersuchung von zwei Transkripten

Reaktionsansatz fur x ul cDNA
2fach ddPCR Supermix 11,00
Primer A-F 0,90
Primer A-R 0,90
Tagman-Sonde A 0,50
Primer B-F 0,90
Primer B-R 0,90
Tagman-Sonde B 0,50
cDNA einzeln pipettieren(x) 5,00
H20 ad 22 pl 1,40

Der Reaktionsansatz wurde spaltenweise in eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Eppen-
dorf, Hamburg, DE) tberfuhrt und anschlieBend die zu untersuchende cDNA-LAsungen hinzuge-
geben. Hiernach wurde die Platte in dem PX1-Hitzeversiegelungsgerat (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) mit einer durchstechbaren Aluminiumfolie (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA) hitzeversiegelt und fur 3 Minuten bei 3.000 g und 4 °C zentrifugiert (Allegra
X-12R, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Der Pipettierroboter wurde neben Pipettenspitzen
mit DG8 Cartridges und entsprechendem Tropfchen-Ol fiir Sonden (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA) bestlickt, bevor die Proben- und eine weitere, gekiihlte Mikrotiterplatte in dem
Gerét platziert wurden. Nachdem die zu untersuchenden Reihen in der Benutzeroberflédche des
Pipettierroboters definiert wurden, startete die automatisierte Generierung der Tropfchen. Die
Probe wurde mittels Unterdrucks durch Mikrofluidik-Kandle geleitet. Hierbei passierte sie zwei
weitere, mit Droplet-Ol gefiillte Kanale, wodurch distinkte Kompartimente gebildet wurden. Ab-

bildung 11 zeigt den schematischen Aufbau der Kanéle und die Bildung der Trépfchen.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Herstellung der Kompartimente
Die befullte Mikrotiterplatte wurde hitzeversiegelt und anschliefend im Thermozykler T100
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) platziert. Die Proben inkubierten fiir die Dauer von
10 Minuten bei 95 °C und durchliefen anschlieRend eine Schleife von 94 °C fiir 30 Sekunden
und 53 °C fur eine Minute fir 45 Zyklen. Hierauf folgte ein Plateau von 98 °C fur 10 Minuten.

Die Proben wurden final auf 10 °C heruntergekuhlt und auf dieser Temperatur gehalten (siehe
Abb. 12).
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Abbildung 12: Temperaturschema ddPCR. Dargestellt sind die Temperaturniveaus (in °C) so-
wie die Dauer der einzelnen Schritte (Minuten : Sekunden).
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Die Mikrotiterplatte wurde in das QX200 platziert und die Proben anhand eines vorher definier-
ten Protokolls (Experimenttyp, Probenname, Kanalbezeichnung) in der Software QuantaSoft
(v.1.7.4, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) auf ihre Fluoreszenz in den beiden Kanélen

(siehe oben) untersucht.

3.10 RNA Extraktionskontrolle (REC)

Zur Kontrolle der erfolgreichen RNA-Extraktion und zur Abschéatzung des Verlustes an RNA
durch Aufreinigung und Transkription wurden dem in Punkt 3.5.2.1 verwendeten Extraction
Buffer artifizielle RNA-Molekiile aus dem Kit REC 560 (Bioline, London, UK) hinzugegeben.
Die REC wurde auf ein Hundertstel der Ursprungskonzentration verdiinnt, um eine annahernd
gleiche GroRRenordnung von Kontroll- und Proben-RNA-Molekilen zu erreichen. Hiervon wurde
1 ulin 50 pl Extraction Buffer hinzugegeben. Die Probe wurde im Anschluss mit jeweils einer
der Methoden unter Punkt 3.5.2. aufgereinigt. Fir die reverse Transkription (Punkt 3.7.) war es
notwendig, 0,25 pl des 25fachen ControlMix zum Reaktionsansatz hinzuzupipettieren, da die
Zielsequenz nicht in ausreichendem Mafe von Random-Hexamer- und Oligo-dT-Primern erfasst
wurde. Die benotigte Menge des Nuklease-freien Wassers wird dementsprechend angepasst. Das
Temperaturprofil bleibt unverandert. Der Reaktionsansatz fur die ddPCR beinhaltete 0,5 pl des
25fachen ControlMix und 1,2 pl des 50 mM MgCl.,. Hieraus ergibt sich die Zugabe von 1 pl
Nuklease-freiem Wasser (siehe Tab. 4). Die Tropfchengenerierung und das anschlielende Tem-

peraturprotokoll des Zyklers werden wie in Punkt 3.9. durchgefihrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Untersuchung eines Transkriptes
und der REC

Reaktionsansatz fur x ul cDNA
2fach ddPCR Supermix 11,00
Primer 1-F 0,90
Primer 1-R 0,90
Tagman-Sonde 1 0,50
REC 25fach Control Mix 0,50
REC 50 mM MgCl; 1,20
cDNA einzeln pipettieren(x) 5,00
H20 1,00

37



3.11 Statistische Auswertung

Zur Bedienung des QX200 (Abschnitt 2.9) wurde die zugehorige Software Quantasoft (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) verwendet und die erhaltenen Daten in dem programmeige-
nen Format gespeichert. Die Ergebnisse jedes Experiments in Form von Kopien pro Microliter
mit Standardabweichung, sowie Anzahl positiver und negativer Ereignisse je PCR-Reaktion
wurden jeweils als eine Excel-Datei (Versionen 2013 und 2016, Microsoft, Redmond, WA,
USA) exportiert und gesichert. Die weitere Auswertung erfolgte mit dem Tabellenkalkulations-
programm Excel und wurde automatisiert anhand eines Skript-Programms fiir die frei verfligbare
Statistik-Software R (RCoreTeam, 2017) unter den Versionsnummern 3.5 bis 3.6.0 und der gra-
fischen Benutzeroberflache RStudio (RStudioTeam, 2015) unter den Versionsnummern 1.0.143
bis 1.2.5019 durchgeftihrt.

Es wurde eine Excel-Datei mit einer Zusammenstellung der einzelnen Experimente als jeweils

eine Zeile und den entsprechenden Spalten

- Kopien pro Reaktion pro amplifizierter mRNA je Zielgen,

- verwendetem FACS-Gerét,

- Datum der Aufreinigung und

- Datum des ddPCR-Laufs,

- Hirnregion der entnommenen Zellen,

- Alter des Tieres,

- Anzahl der Frier-Tau-Zyklen je Zelle sowie der cDNA-L&sung,
- eingesetzter Zellzahl bzw. Verdinnungsstufe,

- Experimentnummer,

in R unter Zuhilfenahme des R-Pakets readxl (Wickham & Bryan, 2019) eingelesen. Nach An-
passung der Datentypen erfolgte die Berechnung der Anzahl nachgewiesener Kopien pro Zelle
als Multiplikation der Kopie/Experiment-Angabe mit der entsprechenden Verdiinnungsstufe mit
den R-eigenen Befehlen. Als Qualitatskriterium wurden Experimente mit weniger als einer nach-
gewiesenen Kopie pro Zelle der mRNA des Housekeeping-Gens Actb oder des Interneuron-Mar-

kers Vgat ausgeschlossen.

Hierauf folgend wurden deskriptive Statistiken (Anzahl Experimente, Zielgenquantitat/Zelle, Ex-
perimente/FACS-Gerat, Anzahl der Frier/Tau-Zyklen, Mittelwerte, Standardabweichungen,
Quartilsabstande) mit den R-eigenen Auswertungsmethoden (summary, mean und weiteren) auf

die eingelesenen Daten angewandt und dokumentiert. Eine Darstellung als berechnete
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Kopien/Zelle/Gen/Experiment wurde mit dem R-Paket kableExtra (Hao, 2019) ausgegeben.
Diese Tabelle wurde als Grundlage fiir eine Darstellung mit unterschiedlichen Farbabstufungen
in Abhangigkeit der ermittelten Kopienanzahl und Zielgen in der Software Excel (Microsoft,
Redmond, WA, USA) anhand der Farbskalierungsfunktion verwendet (Tabelle 11 und 12). Die
starke Expression eines Gens wird hierbei mit dunkelgriiner Farbe dargestellt. Mit Abnahme der
Expression verschiebt sich die Farbe ins Hellgrin. Bei fehlendem Nachweis eines Gens wird die

Zelle weil hinterlegt.

Die Darstellung der Graphen zur Auswertung der ddPCR-Experimente erfolgte mit dem R-Paket
ggplot2 (Wickham et al., 2016). Dabei wurden die Darstellungsfunktionen fir die statistischen
KenngrolRen des ggplot2-Pakets flr z. B. Regressionsgeraden, Konfidenzintervalle oder Kasten-
diagramme verwendet. Eine Berechnung der Zahlenwerte (Steigung, Achsenabschnitt, Be-
stimmtheitsmal?) fiir die lineare Regressionsgerade erfolgte mit der integrierten Methode der

kleinsten Quadrate.

Weitere R-Pakete, die fur den Programmfluss nétig waren, aber keinen Einfluss auf die statisti-

sche Auswertung hatten, sind:
- tidyverse  (Hadley Wickham et al., 2019)
- knitr (Xie, 2014; 2015; 2020)
- markdown (Allaire et al., 2019).

Alle verwendeten R-Pakete sind tiber das Comprehensive R Archive Network (CRAN)-Reposito-

rium unter https://CRAN.R-project.org/ verfligbar.
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4. Ergebnisse
4.1 Primeretablierung

4.1.1 Elektrophorese

In den folgenden Bildaufnahmen (Abb. 13-15) der Elektrophorese-Gele ist jeweils eine 100 Ba-
senpaar-Leiter nebst 8 Reaktionen zur Bestimmung der Primerspezifitat und des Temperaturopti-
mums aufgetragen. Vier der Reaktionen wurden hierbei unter der Zugabe von Ratten-cDNA und
die verbleibenden vier Proben als Negativkontrolle mit der Zugabe von Nuklease-freiem Wasser
durchgefiihrt. Durch das Design der Primer zur Amplifikation eines 70 bis 120 bp langen Pro-
dukts ist eine dominante Bande in Hohe der 100 bp Markierung der DNA-Leiter zu erwarten.
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Abbildung 13: Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Actb, Vgat und eEf2
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Abbildung 14: Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Cck, Sst und Npy
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Abbildung 15: Elektrophorese zur Qualitatskontrolle der Primerpaare Vip, Calbl und Calb2r

4.1.2 Effizienzbestimmungen

Fur die Primerpaare wurde die Replikationseffizienz mittels g°PCR bestimmt. Das verwendete
Protokoll wird in Punkt 3.8. erlautert und beinhaltet lediglich statt eines Temperaturgradienten
eine feste Temperatur von 60 °C. Die eingesetzte cDNA stammte aus per TRIzol (siehe 3.5.1)
aufgereinigten Rattenhirnteilstiicken und wurde in einer 10fachen Verdiinnungsreihe von 15 bis
0,0015 ng/ul der Reaktion hinzugegeben. Aus den so erhaltenen Ct-Werten (siehe Abb. 16)
ergibt sich ann&hernd eine lineare Funktion mit der Steigung m, indem die Ct-Werte gegen die

eingesetzte cDNA-Konzentration in ein Koordinatensystem eingetragen werden (siehe Abb. 17

und 18). Mit Hilfe des Steigungsfaktors m l&sst sich tiber die Gleichung: Eff = 10" /m — 1 die
Effizienz der PCR-Reaktion errechnen. Hierbei entspricht ein Wert von m = —3,32 einer Effizi-

enz von 100 %, da 107332 als Steigung pro Zyklus einer Verdopplung entspricht.
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Abbildung 16: Grafische Darstellung der qPCR-Ergebnisse fur Actb. Dargestellt sind die ge-
messenen Fluoreszenz-Werte F in Abhangigkeit zum PCR-Zyklus flr Actb. Die blaue Linie
reprasentiert die Fluoreszenzschwelle fiir die Festlegung des Ct-Wertes.
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Abbildung 17: Effizienzbestimmung der Primerpaare Actb, Pgkl, Cck, Sst, Vip und Npy. Dar-
gestellt ist der Ct-Wert der verschiedenen Primer in Abhdngigkeit vom eingesetzten cDNA-
Gehalt. Die Skalierung der Abszisse folgt dem dekadischen Logarithmus. Des Weiteren sind
die linearen Anstiegsgleichungen mit zugehdrigem BestimmtheitsmaB R? und der errechneten

Effizienz angegeben.
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Abbildung 18: Effizienzbestimmung der Primerpaare Calbl, Calb2r, eEf2 und Vgat. Darge-

stellt ist der Ct-Wert der verschiedenen Primer in Abhé&ngigkeit vom eingesetzten cONA-Ge-
halt. Die Skalierung der Abszisse folgt dem dekadischen Logarithmus. Des Weiteren sind die
linearen Anstiegsgleichungen mit zugehorigem BestimmtheitsmaR R? und der errechneten Ef-

fizienz angegeben.

Tabelle 5: Auflistung der Zielgene mit ermittelter Primereffizienz und zugeh6érigem Be-

stimmtheitsmaf}

Zielgen Primereffizienz | BestimmtheitsmaR (R?)
Actb 104,66% 0,9987
Pgkl 91,60% 0,9995
Cck 95,37% 0,9997

Sst 90,05% 0,9998
Vip 94,54% 0,9995
Npy 92,28% 0,9997

Calb2r 89,88% 0,9999
Calbl 86,64% 0,9997
eEf2 102,38% 0,9891
Vgat 107,86% 0,9997
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4.1.3 Gradienten PCR

Die Implementierung der ddPCR zur absoluten Quantifizierung der aufgereinigten RNA erfor-
derte die Uberpriifung der PCR-Parameter mit den einzusetzenden Primer-/Sonde-Paaren. Die
Zuordnung der Einzelereignisse (Events) als positiv oder negativ erfolgte iber die gemessene
Fluoreszenz und die Festlegung einer Fluoreszenzschwelle. Eine hinreichende Differenz zwi-
schen den Fluoreszenzwerten positiver und negativer Ereignisse erleichterte hierbei die Diskri-
minierung der beiden Zusténde (siehe Abb. 19). Im Wesentlichen war die Differenz der gemes-

senen Fluoreszenzstarke mafgeblich von der Hybridisierungstemperatur abhangig.

Npy
Tin°C 63 | 62 | 6 | 591 | 568 | 549 | 537 | NTC
60004 . . R Vs le s
e e Wt CNAEARED
5000" }.-..: ﬂ_.«- T ~ ..|:-:...~_ _-_4".‘.{ . :_. Al
L _..'_-__:3_- fﬁ-)‘z\-} - e
4000+ :—(!‘.;I.i.:-f:sfc L I . . .
F 'c\:*w_hh o . Ry
3000—-._. s _m_*—-—— . '
20005 : : ' ; ’ T ——
1000+ e et st e
¢ ’ ’ ! 1 f , ,
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000

Event Nummer

Abbildung 19: DdPCR-Ergebnisse einer Gradienten-PCR fiir Npy. Darstellung des Fluores-
zenzwertes F jedes einzelnen Reaktionskompartiments. Es wurde das Temperaturoptimum der
Npy-Primer mit Einsatz von 15 pg cDNA untersucht. Die rosafarbenen Balken entsprechen
den Fluoreszenzschwellen fir die Definition positiver Ereignisse.

Neben der Erhéhung der Fluoreszenzdifferenz ist allerdings auch die Reduktion der nicht ein-
deutig zuordenbaren Events ein essentielles Kriterium fur die Primeretablierung. Diese Proben-
kompartimente mit uneindeutiger Fluoreszenz werden als ,,Regen® bezeichnet (Jones et al.,
2014). Sie bergen das Risiko der Uber- oder Unterschatzung der tatsachlichen Konzentration

durch falsch positive oder falsch negative Messung (siehe Abb. 20 A-C).
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Abbildung 20: DdPCR-Ergebnisse einer Gradienten-PCR fir Cck. Es wurde das Temperatur-
optimum der Cck-Primer mit Einsatz von 15 pg cDNA untersucht. Die rosafarbenen Balken
entsprechen den Fluoreszenzschwellen fir die Definition positiver Events. Deutlich sind die
geringere Fluoreszenzdifferenz und der vermehrte ,,Regen* zu sehen. In der NTC wurden 2
positive Events gemessen. A Setzen von individuellen strikten Fluoreszenzschwellen zur Ex-
klusion des ,,Regens*. B Setzen einer gemeinsamen Fluoreszenzschwelle anhand der NTC
und Inklusion des ,,Regens®. C Gegenuberstellung der Konzentration C des Zielgens Cck bei
unterschiedlichen Herangehensweisen zur Festlegung der Fluoreszenzschwelle.
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Tabelle 6: Gegentberstellung der prozentualen Anteile der positiven Events an den gesamt ak-
zeptierten Reaktionen bei unterschiedlicher Fluoreszenzschwelle

strikte Fluoreszenzschwelle lose Fluoreszenzschwelle
Temp. | Akzeptierte | Schwelle Anzahl Anteil | Schwelle | Anzahl | Anteil
Reaktionen positiv positiv
63,0 8314 1703 59| 0,71% 1797 43 | 0,52%
62,2 17431 1795 120 | 0,69% 1797 120 | 0,69%
61,0 17131 1933 145 | 0,85% 1797 167 0,97%
59,1 16489 2110 153 | 0,93% 1797 209 | 1.27%
56,8 15990 2276 233 | 1,46% 1797 294 | 1,84%
54,9 16587 2353 255 | 1,54% 1797 305 | 1,84%
53,7 8657 2436 100 | 1,16% 1797 151 | 1,74%
NTC 14771 1797 2| 0,01% 1797 2| 0,01%

In Tabelle 6 sind sowohl die absoluten positiven Events nach Festlegung des Schwellenwerts, als
auch der jeweilige prozentuale Anteil an den insgesamt akzeptierten Reaktionen je Hybridisie-
rungstemperatur zusammengetragen. Davon ausgehend, dass eine konstante Anzahl an positiven
Events in allen Reaktionsansétzen zu erwarten ist, kann die Standardabweichung der prozentua-
len Anteile als Qualitdtsmarker fiir die Strategie zur Festlegung der Fluoreszenzschwelle heran-
gezogen werden. Hierbei ergibt sich bei strikter Fluoreszenzschwelle eine Standardabweichung
von 0,0032 und bei loser Fluoreszenzschwelle von 0,0052. Dariiber hinaus zeigt sich mit sinken-
der Temperatur eine Zunahme der Differenz der prozentualen Anteile. Wahrend bei 61 °C die
Differenz lediglich 0,13 % betragt, steigt die Differenz bei 53,7 °C auf 0,58 %. Eine sinkende

Temperatur resultiert somit in einer Zunahme von ,,Regen*.

Fur die Festlegung der Hybridisierungstemperatur muss daher ein Kompromiss, aus niedriger
Temperatur mit vermehrtem ,,Regen® und hoher Temperatur mit vereinfachter Diskriminierung

positiver und negativer Events, getroffen werden.
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4.1.4 REC Etablierung

Zur Etablierung der optimalen Reaktionsbedingungen der REC wurden ebenfalls verschiedene
Temperaturen, Primer- und MgClz-Konzentrationen verwendet. Auch hier war festzustellen, dass
eine sinkende Hybridisierungstemperatur mit einer groReren Fluoreszenzdifferenz einhergeht,

wohingegen weder die Primer- noch die MgCl,-Konzentration einen signifikanten Einfluss hat-

ten.
REC Etablierung
ContrMix | O 0,25 0,5 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Temperatur | 55 55 55 55 54,2 52,6 51,8 51
6000
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4000+
F
3000
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1ooop
0
0 20000 40000 60000 80000 100000

Event Nummer

Abbildung 21: Etablierung der optimalen Reaktionsbedingung zum Nachweis der REC.
Hierzu wurden verschiedene Temperaturen in °C und der Gehalt des Kontroll-Mix in ul ver-
wendet und der Einfluss auf die Fluoreszenz F gemessen.

REC Etablierung
MgCL Gehalt | 2| 2 D) 12 2 0.6 0.6 0.6
Temperatur 60| 58,1 55 60 58,1 60 58,1 55

1000+ 1

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000
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Abbildung 22: Etablierung der optimalen Reaktionsbedingung zum Nachweis der REC.
Hierzu wurden verschiedene Temperaturen in °C und der Gehalt des MgCl: in pl verwendet
und der Einfluss auf die Fluoreszenz F gemessen.
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Weiterhin wurde die Kompatibilitdt mit anderen Primern in einer Reaktion untersucht. Hierbei

wurde die Interaktion mit Actb und eEf2 getestet.

Actb FAM REC HEX

0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000

Event Nummer Event Nummer

eEf2 FAM REC HEX

2000{—-“—% . s
% 2000 4000 6000 8000 10000 % 2000 4000 6000 8000 10000
Event Nummer Event Nummer

Abbildung 23: Experiment zur Uberpriifung der Kombinierbarkeit der Actb-Primer mit REC
(in Abb. A und B), sowie von eEf2 mit REC (in Abb. C und D). Durchfuhrung in Duplikaten

Multiplexing Actb und REC
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Abbildung 24: Darstellung der einzelnen Events eines Experiments anhand ihrer Fluoreszenz
F im HEX- und im FAM-Kanal

In Abbildung 24 ist ersichtlich, dass 2 Kompartimente sowohl positiv fir Actb und REC gewertet
wurden. Die Ubrigen positiven Events amplifizierten jeweils lediglich ein Genziel. In Abbil-
dung 25 ist ein Beispiel fur eine starke Interaktion des Primerpaares, mit symmetrischer Fluores-
zenzzunahme in beiden Kanalen, dargestellt. Das Primerpaar wurde verworfen, da eine eindeu-
tige Zuordnung des Genziels zu einem Kanal, bzw. zu einer eindeutig diskriminierbaren Fluores-

zenzgruppe, essentiell fiir die Kombination mit anderen Primerpaaren ist.
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Abbildung 25: Darstellung der Etablierung eines nicht weiter verwendeten Npy-Primerpaares.
Deutlich sichtbar ist die proportionale Zunahme der Fluoreszenz F in beiden Kandlen bei dem

Groliteil der positiven Zellen. Lediglich eine kleine Population zeigt sich ausschlieBlich posi-
tivim FAM-Kanal (blaue Punkte).

4.2 RNA-Extraktion und reverse Transkription

Fir die Transkriptomanalyse aus einzelnen Zellen ist, aufgrund der geringen Ausgangsmenge an
RNA, die effiziente und verlustarme RNA-Extraktion und reverse Transkription essentiell. Da-
her wurden sowohl das PicoPure Kit (siehe 3.5.2.1), als auch das Isolate 2 RNA mini Kit (siehe
3.5.2.2) fuir die RNA-Extraktion in Kombination mit den Kits zur reversen Transkription von
Thermo Fisher (siehe 3.7.1) und Bioline (siehe 3.7.2) auf ihre Leistung untersucht. Als Aus-
gangsmaterial wurden 100 Zellen einer priméren Neuronenkultur aus C57/BIl6 verwendet (siehe
Tab. 7)

Tabelle 7: Leistungserfassung anhand von Ct-Werten der verschiedenen Kit-Kombinationen fir

Extraktion und Transkription. Der Tabelleninhalt ist anhand der Ct-Werte sortiert. PP=PicoPure;
B=Bioline; V=VILO

RNA-Extraktion | reverse Transkription | cDNA Verdinnung |Zielgen| Cr-Mittelwert
PP Vv 1 Pgkl 34,31
PP B 1 Pgkl 34,95
B \% 1 Pgkl 35,21
PP \ 1/10 Pgkl 37,43
B B 1 Pgkl 37,44
B \ 1/10 Pgkl 38,08
PP B 1/10 Pgkl 38,23
B B 1/10 Pgkl 40,18
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Aufgrund der Ergebnisse der Ct-Bestimmungen der vorangegangenen Experimente wurden fiir
die folgenden Experimente die Kombination aus Thermo Fisher PicoPure Kit und SuperScript
VILO cDNA Synthesis Kit verwendet.

Eine weitere Uberlegung war, die RNA-Extraktion mit der direkten reversen Transkription (Su-
perScript VILO) ohne Aufreinigung sortierter Zellen zu vergleichen und damit verlustbehaftete
Arbeitsschritte auszulassen. Zusatzlich wurde einem Probenkollektiv vor der direkten reversen
Transkription Triton X-100 (Sigmar Aldrich, St. Louis, MO, USA) und RNase-Inhibitor
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hinzugesetzt, um die Zelllyse zu unterstitzen.
Tabelle 8: Zusammenstellung der Cr-Mittelwerte flr die verschiedenen Methoden zur cDNA-

Gewinnung aus Einzelzellen. Die Tabelle ist nach Ct-Mittelwerten sortiert. RT £ reverse Tran-
skription

Methode Zielgen Cr-Mittelwert
Direkte RT Actb 29,94
PicoPure Actb 30,23
Direkte RT + Triton Actb 31,17
Direkte RT Pgkl 33,96
Direkte RT + Triton Pgkl 35,49
PicoPure Pgkl 35,78

Fur die Implementierung der ddPCR wurde das PicoPure-VILO-Protokoll gegen die direkte re-
verse Transkription verglichen. Hierfiir wurde auf die 3 Housekeeping-Gene Actb, eEf2 und Vgat

untersucht und 1; 3; 6 und 9 Interneurone einer VGAT-Venus-A Ratte eingesetzt (siehe Tab. 9).
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Tabelle 9: Zusammenstellung der cDNA Konzentrationen an Actb, eEf2 und Vgat flr die Aufrei-
nigung mit PicoPure (PP) bzw. direkter RT

cDNA-Konz. | cDNA-Konz.

Zellzahl Zielgen per PP per direkte RT

1 Actb 21,8 0,89

1 reef2 2,5 0,08

1 rvgat 3,5 0

3 Actb 19,5 1,34

3 regf2 3,7 0,33

3 rvgat 1,8 0,11

6 Actb 43,4 0,41

6 regf2 7 0

6 rvgat 44 0

9 Actb 106,6 9,5

9 reef2 14,1 1,2

9 rvgat 6,9 0,08

4.3 Whole Transcriptome Amplification

Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit und Linearitat der Transkriptmengen-Zunahme durch die
Praamplifikation wurden 6 Ratteninterneurone per Silikatsaule (PicoPure) aufgereinigt und die
Hélfte des cDNA-Ansatzes amplifiziert. Durch die, per gPCR erhaltenen, Cy-Werte und der
PCR-Effizienz Eff lasst sich mit Hilfe der Formel: Faktor = Ef f ((Tvor=CTnach) gin Zunahme-
Faktor bestimmen. Das Verhaltnis der Zunahme von Pgkl zu Actb wird wiederum mit der Glei-
chung:

(CTP kivor—CTpgkinach
Efngkl g g

Ratio = —CT gerpnacy) DETECHNEL. Die so erhalte-

/
EffActb (CTActbvor

nen Ct-Werte und berechneten Faktoren sind in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Ct-Werte nach Einzelzell-PCR fur die Housekeeping-Gene
Pgkl und Actb. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgefihrt und als Mittelwert der C+-
Werte dargestellt. Die entsprechenden Zunahme-Faktoren durch die Praamplifikation und der
Verhéaltnisquotient von Pgkl zu Actb sind aufgefihrt.

Zellnummer | Transkriot Cr vor Ct nach Faktor der Verhéltnis
P Praamplifikation | Prdamplifikation | Zunahme Pgkl : Actb

Pgkl 38,20 38,04 1,11

1 0,0057
Actb 35,19 27,46 195,67
Pgkl 40,43 37,18 8,28

2 7,1214
Actb 37,58 37,36 1,16
Pgkl 39,12 32,20 89,99

3 0,0680
Actb 37,65 27,12 1323,04
Pgkl 44,61 35,96 277,15

4 2,2530
Actb 37,42 30,37 123,01
Pgkl 39,38 33,71 39,92

5 0,0448
Actb 38,71 28,76 890,50
Pgkl 37,88 27,99 620,71

6 1,3984
Actb 35,31 26,38 443,88

In Abbildung 26 sind die individuellen Ct-Werte als Boxplot-Diagramm dargestellt. Da jedes
Probenkollektiv 6 Einzelzellen umfasst und die Reaktionen jeweils in Duplikaten durchgefihrt

wurden, ergibt sich fur jeden Graph eine Anzahl von 12 Datenpunkten fiir die Darstellung.

Etablierung Praamplifikation
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Abbildung 26: Darstellung der erhaltenen Ct-Werte je Zielgen (Pgkl und Actb), jeweils ohne
und mit Praamplifikationsschritt
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4.4 Einzelzell PCR

Im Laufe dieser Arbeit wurden 100 Experimente zur Transkriptomanalyse von primaren Inter-
neuronenpopulationen durchgefiihrt. Von diesen wurden 81 Untersuchungen auf Einzelzellni-
veau ohne jegliche Praamplifikation umgesetzt. Die restlichen 19 Experimente wurden mit Inter-
neuronen mit einer Gruppenstarke von 2 bis 50 Zellen vorgenommen, um den linearen Zuwachs
der mMRNA-Menge von Housekeeping-Genen nachzuweisen. Aufgrund des konsekutiven Primer-
designs und der Identifikation und Etablierung neuer relevanter Ziele wurde nicht die Génze der

100 Experimente mit dem kompletten Primersatz durchgefihrt.

In Abbildung 27 sind alle positiven Ergebnisse der einzelnen Zielgen-Bestimmungen eingetra-
gen. Die Untersuchungen mit fehlendem Nachweis der einzelnen Transkripte gehen nicht in die

Darstellung oder Berechnung des Mittelwertes mit ein.

Gesamtiibersicht Transkripte
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Actb Calbl  Calb2r eEf2 Pgkl Cck Npy Sst Vgat Vip

Abbildung 27: Darstellung der Anzahl der mRNA Kopien verschiedener Transkripte je unter-
suchter Zelle. Fir die Darstellung wurde eine dekadisch-logarithmische Skala verwendet.
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4.4.1 Linearitat der Housekeeping-Gene

Wie schon in Kapitel 2.9. beschrieben, sollten Housekeeping-Gene unabhéngig vom Zelltyp,
Zellstadium und duf3eren Einflissen exprimiert werden. Somit sollte, bei Vernachlassigung von
zufalligen Fehlern durch die Methodik oder den Experimentator, mit einem linearen Zuwachs

des mRNA-Gehalts bei steigender Zellzahl zu rechnen sein.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde der ermittelte Actb-Gehalt der eingesetzten Zellzahl
jedes Experiments einander gegenibergestellt und auf einen linearen Zusammenhang gepruft
(Abb. 28).
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Abbildung 28: Auswertung des Actb-Gehalts in Abhéngigkeit von der Menge aufgereinigter
Zellen. A Darstellung der Ergebnisse in einem Streudiagramm mit entsprechender Korrelati-

R T
SwmoWnwo

onsfunktion und dazugehdérigem BestimmtheitsmaR R2. Die grau hinterlegte Fliche entspricht

95% des Konfidenzintervalls. B Darstellung der Ergebnisse per Kastendiagramm.

In Konformitat mit den MIQE-Richtlinien (minimum information for publication of quantitative

real-time PCR experiments) (Bustin et al., 2009) erfolgte die Qualitatskontrolle der Experimente

mit 3 zusatzlichen Housekeeping-Genen. Neben Vgat wurden auch die Zielgene eEf2 sowie

Pgkl bestimmt, da hier eine verl&ssliche Anwendbarkeit fiir das Mausgehirn beschrieben wurde

(Kouadjo et al., 2007; Boda et al., 2009).
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Abbildung 29: Darstellung der Kopienanzahl verschiedener Housekeeping-Gene in Abhén-
gigkeit zueinander. A Anzahl der Kopien eEf2 in Abhangigkeit von Vgat. B Anzahl der Ko-
pien Vgat in Abhé&ngigkeit von Actb. C Anzahl der Kopien eEf2 in Abh&ngigkeit von Actb. In
den Diagrammen sind zusétzlich die Korrelationsfunktionen mit dazugehérigem Be-

stimmtheitsmafR R? eingetragen. Die grau hinterlegte Fliche entspricht 95% des Konfidenzin-
tervalls.

Aufgrund der initialen Zielsetzung, die Subtypenanalyse sowohl an Mdusen, als auch an Ratten
durchzufuhren, wurden die Primersequenzen, soweit wie moglich, identisch fir beide Spezies
designt. Im Verlauf wurde Pgkl allerdings aufgrund unzureichender Ergebnisse verworfen. Die
Korrelationen des cDNA-Gehalts der verschiedenen Housekeeping-Gene in den Einzelzellen
sind in den Abbildungen 29 und 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Darstellung der Kopienanzahl verschiedener Housekeeping-Gene in Abhdngig-
keit zueinander. A Anzahl der Kopien Pgkl in Abhéngigkeit von Actb. B Anzahl der Kopien
Pgkl in Abhéngigkeit von eEf2. C Anzahl der Kopien Pgk1 in Abhangigkeit von Vgat. In den
Diagrammen sind zusatzlich die Korrelationsfunktionen mit dazugehérigem Bestimmtheits-
maf R? eingetragen. Die grau hinterlegte Flache entspricht 95% des Konfidenzintervalls.

4.4.2 Einfluss der FACS-Gerate

Wie in Kapitel 3.4. beschrieben, wurden fiir diese Arbeit zwei unterschiedliche FACS-Systeme
verwendet (Aria Il und Influx). Der Einfluss der jeweiligen Gerate auf den cDNA-Gehalt der In-

terneurone wurde in Abbildung 31 anhand der beiden Housekeeping-Gene Actb und Vgat darge-
stellt.
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Abbildung 31: Darstellung des cDNA-Gehalts von Einzelzellen in Abhéngigkeit des verwen-
deten FACS-Gerates. A Messung des Actb-Gehalts. B Messung des Vgat-Gehalts.

Vgat

4.4.3 Einfluss der Frier-Tau-Zyklen

Obwohl die Zeitminimierung zur Vermeidung von Probendegeneration eines der Hauptziele die-
ser Arbeit war, mussten sortierte Zellen, aufgrund von 6konomischen Faktoren und im Einklang
mit dem ,,3R-Konzept“ (Russell & Burch, 1959), fiir spatere Experimente eingefroren werden.
Hierdurch konnte eine grofiere Menge an Interneuronen aus einem Rattenhirn gewonnen und

analysiert werden.

In Abbildung 32 ist der Einfluss der Frier-Tau-Zyklen auf den cDNA-Gehalt fiir die Zielgene
Actb und Vgat dargestellt.
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Abbildung 32: Darstellung des cDNA-Gehalts von Einzelzellen in Abhéngigkeit von der An-
zahl der Frier-Tau-Zyklen von der FACS gesteuerten Vereinzelung bis zur finalen ddPCR.
A Messung des Actb-Gehalts. B Messung des Vgat-Gehalts.
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4.4.4 Zuordnung der Einzelzellen zu Interneuronenpopulationen

Das Ziel der Arbeit bestand in der Zuordnung der einzelnen Interneurone zu ihrer jeweiligen Po-
pulation anhand des per ddPCR ermittelten Transkripts. Hierbei ermdglicht die ddPCR im Ver-
gleich zur gPCR, mit weniger Ausgangsmaterial und ohne Verwendung einer Standardkurve,
eine akkurate Bestimmung des absoluten RNA-Gehalts pro Zelle. (Hindson et al., 2013)

Zur Kontrolle der Zellidentitét der Interneurone wurden neben den Housekeeping-Genen Actb
und Vgat die Ziele Sst, Cck, Vip, Npy, Calb2r und Calbl bestimmt. Das Calcium bindende Pro-
tein Parvalbumin wurde aufgrund der geringen Expression in Ratten mit einem Alter von 6 Ta-
gen (Hasam-Henderson et al., 2018) nicht bestimmt. Zur Darstellung der Expressionsstarke wur-
den die Ergebnisse in Tabelle 11 und 12 im Sinne einer ,,Heatmap* farbcodiert zusammenge-
fasst. Tabelle 12 greift hierbei die Ergebnisse von Tabelle 11 auf und normalisiert die Genex-

pressionen anhand des Mittelwertes der Actb-Expression.
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Tabelle 11: Zielgenbestimmung der Einzelzellen und Darstellung in einer ,,Heatmap “. Der
Farbton des Feldes ist abhéngig von der Expression des jeweiligen Gens in der Zelle in Relation
zu den anderen untersuchten Zellen desselben Gens (weill = keine Expression, hellgrin =
geringe Expression, dunkelgriin = starke Expression). So ist die Expression von 80 Kopien Actb
in Zelle 91 eine geringe Kopienzahl fur dieses Ziel und daher mit hellgriin gekennzeichnet,
wohingegen 96 Kopien Cck einer sehr hohen Expression dieser RNA entspricht und daher
dunkelgriin markiert wurde. Die Sortierung der Zellen erfolgte absteigend nach der Anzahl
nachgewiesener Ziele (von 6 Genen bis 3 pro Zelle).

Zellen-

num-  Actb  Vgat Sst Cck Vip Npy Calb2r Calbl
mer

79 78 7,8 3,2 8,2 3 14

87 212 22 40 5,2

97 408 28 58 11,4 -

100 | 890 20 62 1 1 1
84 202 10 B 4,4
85 138 1272 2 36 14
86 168 146 17

o N - N

102 102 16 1,4

103 174 28 4,2

80 222 114 30

g ==

88 128 18 34

9 172 18 18

91 80 5 T
92 130 24 18 8
94 | 382 20 116

c e e
9% 322 42 14 18
v o BEN s

83 1490 58 o0

93 |46 58 16

o8 344 KRN 14

9 148 28 8,8

101 390 34 3,6
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Tabelle 12: Normalisierung der Zielgenbestimmung aus Tabelle 11 anhand des Mittelwertes der
Actb-Expressionen. Die Farbcodierung und Sortierung folgen demselben Prinzip wie Tabelle 11.

Zellen-

num- Actb  Vgat Sst Cck Vip Npy Calb2r Calbl
mer

79 31,02 12,73 | 32,61 11,93

87 32,19 5854 7,61

97 2129 4410 8,67 30,42

100 1591 49,32 0,80 080 0,80
84 15,36 18,43 6,76

85 27,43 . 80,93 31,47

86 26,96 31,39 11,82

89 31,15 [ 10,81 -
102 48,67 4,26 12,17

103 49,92 7,49 --

80 15,93 41,92 22,36

81 40,03 2335 1,89

88 4363 824 4,36

90 32,47 3,25

01 19,39 6,20 .

92 57,28 4,30 19,09

94 16,24 9,42 27,61

95 55,57 5557 33,57

96 40,47 1,35 1,73

82 32,78

83 36,72 7,98

03 37,80 1,04

08 129,87

99 58,69 18,45

101 27,05 2,86
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5. Diskussion

5.1 Primeretablierung

Das Design der Primerpaare mit anndhernd gleicher Anlagerungstemperatur und gleicher Tran-
skriptlange bei hinreichender Spezifitat und Amplifikationseffizienz, zur Sicherstellung der Ver-
gleichbarkeit der mMRNA-Quantifikation, stellte die Grundvoraussetzung dieser Arbeit dar. Ent-
gegen der in Kapitel 3.1 beschriebenen Restriktionen fiir das Design eines spezifischen Primer-
paares ist in den Abbildungen des Kapitels 4.1.1 ersichtlich, dass einige Primerpaare unspezifi-
sche Amplifikate bilden. Ein Indiz hierfir ist das Auftreten von Banden grofierer Basenpaarlan-
gen in der elektrophoretischen Auftrennung der Reaktionsansétze. Die Primer wurden designt,
um jeweils Amplifikate von 70 bis 120 bp zu bilden. Wahrend diese unspezifischen Produkte bei
dem Primer Calb2r mit konstanter Lange auftreten, ergaben die Primerpaare Vip und Vgat je-
weils Amplifikate mit uneinheitlicher Lange (zwischen 1500 und 150 bp). Obwohl die idealen
Primer ohne diese Nebenprodukte amplifizieren sollten, fanden sie in dieser Arbeit VVerwendung,
da durch die Kombination mit einer internen fluorophor-markierten Hybridisierungssonde und
Auswahl der optimalen Primer-Anlagerungstemperatur, die Wahrscheinlichkeit eines falsch-po-

sitiven Ergebnisses weiter gesenkt wurde.

Die MIQE-Richtlinien fordern unter anderem die Angabe der PCR-Effizienzen fir alle verwen-
deten Primer als essentielle Information (Bustin et al., 2009). Hierbei wird eine Zieleffizienz von
90 bis 110 % bei einem R?> 0,980 in der Literatur als Minimalvoraussetzung genannt (Taylor et
al., 2010). In Ubereinstimmung mit diesen Forderungen erreichen von den in Kapitel 3.1.2 auf-
geflihrten Primerpaaren lediglich die Primer fiir die Ziele Calbl und Calb2r diese Zieleffizienz
nicht. Diese Abweichung war durch weitere Optimierungen nicht reduzierbar. Es wird zwar der
Einfluss einer geringen Amplifikationseffizienz auf die Bildung von vermehrtem ,,Regen* be-
richtet (Witte et al., 2016), allerdings kann dieser Effekt mit einer erhohten Zyklusanzahl wei-
testgehend negiert werden. Weiterhin werden die Einzelzelldaten in dieser Arbeit mittels ddPCR
und nicht mit qPCR erhoben. Die Zielgenquantitt entspricht somit nicht einem relativem Cr-
Wert, sondern einer absoluten Anzahl an Molekilen als Endpunktergebnis. Dariiber hinaus
wurde die ddPCR als widerstandsfahiger gegen den Einfluss von Inhibitoren beschrieben (Dingle
et al., 2013), welche ebenfalls mit der Abnahme der Amplifikationseffizienz einhergehen. Auch
hier wurde neben dem Verdinnungseffekt und der Ergebnisberechnung, anhand der statistischen
Poisson-Verteilung, die Auswertung eines Endpunktergebnisses als Vorteil der ddPCR
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gegeniber der qPCR diskutiert. Demzufolge wurden diese Primerpaare trotz Unterschreitung der

erwarteten Qualitatswerte verwendet.

Die Etablierung der Primer fiir die ddPCR erfolgte besonders im Hinblick auf eine hohe Fluores-
zenzdifferenz sowie der Verminderung von ,,Regen®. Als wesentliche Faktoren wurden hierbei
die Zyklusanzahl, die Geschwindigkeit des Temperaturanstiegs und die Denaturierungs- bzw.
Hybridisierungszeiten berichtet (Witte et al., 2016) und in dieser Arbeit gepruft. Aber auch die
Inhomogenitat der Kompartmentvolumina soll zu einer schwankenden Fluoreszenz fiihren
(Corbisier et al., 2015). Allerdings sind seit Veroffentlichung dieser Studie eine neue Software-
version von Quantasoft sowie Uberarbeitete DG8-Cartridges verfugbar, um unter anderem dieses
Problem zu beheben. Konzentrationsunterschiede der Primer und Sonden, des MgCl>-Gehalts
und der Menge des Mastermix zeigten hierbei, wie in Kapitel 4.1.4 (Abb. 21 und 22) ersichtlich,
einen zu vernachlassigenden Effekt. Es wurden daher fiir die Experimente eine Zyklusanzahl von
45, ein maximaler Temperaturanstieg von 1,5 °C/s sowie eine Hybridisierungszeit von 60 s flr
alle ddPCR-Reaktionen gewéhit.

Wie bereits in Kapitel 3.9. erwéahnt, wurde der Versuchsaufbau dahingehend optimiert, eine ma-
ximale Auslastung der Mikrofluidik-Patronen zu erreichen. Aufgrund der niedrigen Abundanz
einiger Zielgene und der Zunahme des statistischen Fehlers durch die Aufteilung der Zell-RNA
in mehrere Subreaktionen wurde das Zellextrakt nicht auf die kompletten 8 Probenkomparti-
mente der Patrone aufgeteilt. Stattdessen erfolgte die Bestimmung von 8 Zielgenen je Zelle in 4
Subreaktionen und damit die Analyse von 2 Zellen je Patrone. Die Bestimmung von mehr als 2
Zielen je Reaktion l&sst sich durch die Limitierungen des QX200 auf lediglich 2 Farbkanale
durch das ,,Mischen* der Fluorophore der internen Hybridisierungssonde und die Anpassung der
Reaktionsbedingungen l6sen. Neben der reinen Markierung der Sonde fiir Transkript 1 mit HEX
und fir Transkript 2 mit FAM, kann die Sonde fiir den Nachweis des dritten Transkripts zum
Beispiel zu 50 % mit FAM und 50 % mit HEX markiert werden. Hierdurch wirde eine dritte
Gruppe positiver ,,droplets* zu bestimmen sein. Durch das Verdiinnen der internen Sonde wird
dartiber hinaus eine Abnahme der Fluoreszenzamplitude erreicht. Hierdurch kann sichergestellt
werden, dass die Probenkompartimente, in denen das dritte Transkript nachweisbar ist, nicht mit
jenen Tropfchen vertauscht werden, in denen sowohl Transkript 1 und 2 nachgewiesen werden
(Rowlands et al., 2019).

Die optimale Hybridisierungstemperatur wurde fur jeden Primer per Gradienten-PCR uberprift.
Hierbei zeigte sich bei einer niedrigeren Bindungstemperatur deutlich die Zunahme der Fluores-

zenzdifferenz zwischen positiven und negativen Ereignissen, allerdings mit dem Nebeneffekt,
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der Zunahme des ,,Regens‘ (siehe Tab. 6). Vermutlich fiihrt die geringe Hybridisierungstempera-
tur von ca. 53 °C zu einer Zunahme der unspezifischen Bindungen der Primer an die cDNA und
dem verstarkten Auftreten von Primer-Selbstbindungen (primer dimer) und ungewiinschten Se-
kundarstrukturen. Die gleichzeitige Bestimmung aller Ziele aus einer Zelle stellt nicht nur einen
zeitokonomischen Vorteil dar, sondern vermindert dariiber hinaus die Degradation der Proben
und fuhrt letztlich zu einer verbesserten Vergleichbarkeit der Ergebnisse eines Experiments. Da-
her wurde als gemeinsame akzeptable Hybridisierungstemperatur 53 °C festgelegt. Die damit
einhergehende Abnahme der Hybridisierungseffizienz einiger Primer ist, wie schon vorrausge-

hend erwahnt, in der ddPCR ein zu vernachléssigender Faktor.

Eine weitere Methode zur Festlegung der Fluoreszenzgrenzen neben der automatisierten Festle-
gung durch das Analyse Programm QuantaSoft und der manuellen Festlegung wie in Kapi-

tel 4.1.3 gezeigt, ist das Java-Programm Definetherain, ein publiziertes Werkzeug zur mathema-
tischen Festlegung des Schwellenwertes (Jones et al., 2014). Hierbei wird ein ,, k-nearest-neigh-
bor“-Algorithmus angewandt, eine nicht-parametrische Methode zur Mustererkennung und
Gruppenzuteilung (Altman, 1992). Anhand einer positiv-Kontrolle werden die Fluoreszenzwerte
der einzelnen Reaktionen ausgelesen und die Mittelwerte fir die positive und negative Popula-
tion bestimmt. Eine Reaktion gilt dann als positiv, wenn ihre Fluoreszenz groRer ist als der Mit-
telwert der positiven Kohorte minus der 3-fachen Standardabweichung bzw. negativ bei einer
Fluoreszenz kleiner als die 3-fache Standardabweichung addiert zum Mittelwert der negativen
Kohorte. Der ,,Regen* kann dann aus den Untersuchungen mit niedrigabundantem Zielgengehalt
exkludiert werden und wird nicht mehr zur Berechnung der Zielgen-Konzentration herangezo-
gen. Dies resultiert in einer verminderten Schwankung der Kopien-Anzahl zwischen den Dupli-
katen und somit auch in einer genaueren Aussage Uber die Konzentration in Einzelzellen (Jones
et al., 2014). Demnach wurde das Prinzip von Definetherain fir die manuelle Festlegung der

Fluoreszenzschwelle zur Exklusion des ,,Regens® in dieser Arbeit angewendet.

Neben der Erfolgskontrolle der RNA-Extraktion, reversen Transkription sowie der PCR bot die
REC vor allem die Mdglichkeit, die Einzelzellergebnisse anhand einer artifiziellen RNA mit be-
kannter Quantitat zu normalisieren. Etwaige Verluste durch die einzelnen Schritte hatten somit
detektiert, optimiert und gegebenenfalls rechnerisch behoben werden kénnen. Die RNA-Extrak-
tions-Kontrolle (REC) stellte sich im Laufe der Arbeit allerdings als ungeeignet fir die hier bear-
beitete Fragestellung und fiur die Anwendung im Rahmen der ddPCR heraus. Zwar kénnen abso-
lute Aussagen Uber den Erfolg der RNA-Extraktion getroffen werden, allerdings sind die erhalte-

nen Ergebnisse zu ungenau, um eine Normalisierung anhand der REC vornehmen zu kénnen.
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Dies ist auf der einen Seite in dem hohen Aufkommen von ,,Regen‘ und der geringen Fluores-
zenzdifferenz von positiven und negativen Events begriindet, auf der anderen Seite aber auch
aufgrund der fehlenden Information tiber die Molekilkonzentration und —grél3e bzw. Sequenz
der artifiziellen RNA vor der RNA-Extraktion. Die Etablierungsarbeiten im Kapitel 4.1.4 mit der
Anpassung von Hybridisierungstemperatur, MgCl2-Gehalt und Anpassung der Primerkonzentra-
tionen erbrachten nur unzureichende Verbesserungen.

Das ,,External RNA Control Consortium “ (ERCC) entwickelte und publizierte ein Set von RNA
artifiziellen und nattrlichen Ursprungs mit minimalen Interaktionen zum Transkript von gangi-
gen Versuchsorganismen (Baker et al., 2005; External RNA Control Consortium, 2005). Neben
dem kommerziellen Erwerb besteht die Méglichkeit der selbststandigen Herstellung des RNA-
Sets mit Hilfe der vom ERCC publizierten Protokolle. Aufgrund der primédren Anwendung die-
ses Sets fir gPCR und Microarrays und fehlender Etablierung fiir die ddPCR, sowie der Unwég-
barkeiten bei der Produktion von RNA-Sequenzen, wurde es nicht zur Optimierung der Metho-

den der vorliegenden Arbeit verwendet.

5.2 RNA-Extraktion

In dieser Arbeit wurden die Kits zur reversen Transkription und RNA-Extraktion der Firmen
Bioline und Thermofisher verwendet und miteinander verglichen. Aufgrund des vorherigen
FACS-Schrittes bestanden alle Proben aus jeweils einer Gruppe von 100 Neurone mit annéhernd

gleicher GroRe und Granulation.

Mit der Annahme eines anndhernd gleichen mRNA-Gehalts der Zellen in Hinblick auf die
Housekeeping-Gene sind die in der anschliefenden qPCR erhaltenen Ct-Werte also Ausdruck
der Extraktions- und Transkriptionseffizienz. Wie in Tabelle 7 ersichtlich, erbrachte die Kombi-
nation von PicoPure und VILO hierbei den geringsten Ct-Wert, allerdings nur geringfugig bes-
ser als die Kombination aus PicoPure und SensiFast. Auffallig ist auch, dass Isolate2 und Sen-
siFast einen grolReren Cr-Wert erbringen als PicoPure und VILO mit nur einem Zehntel des Ein-
satzes an cDNA. Demnach ist diese Kombination von Isolate2 und SensiFast, als die Methode

mit der geringsten Sensitivitat, nicht weiter nutzbar.

In der Arbeit von Ho und Kollegen (Ho et al., 2013) wurden verschiedene kommerzielle Rea-
genzien zur direkten reversen Transkription von Zellen gegen eine hauseigene Ldsung, beste-
hend aus den nicht-ionischen Seifen Triton X-100 und NP-40, RNase-Inhibitor RNAsecure, so-

wie RQ1-DNase zum DNA-Verdau, verglichen. Hierbei kamen sie zu dem Ergebnis, dass das
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hauseigene Protokoll sowohl den hochsten cDNA-Gehalt erbrachte, als auch die geringste Varia-
bilitat zwischen identischen Proben bot. Es zeigte somit eine vergleichbare Leistung wie die hau-
fig genutzte Phenol-chloroform-Extraktion (TRIzol) (siehe 3.5.1), ohne die Nachteile des lange-

ren Zeitaufwands und der Arbeit mit toxischen Substanzen mit sich zu bringen.

Das Experiment zum Qualitatsvergleich von PicoPure und VILO, der direkten RT mit VILO so-
wie der reversen Transkription mit vorangegangener Zelllyse (Triton) ergab, wie in Tabelle 8 zu
sehen, den hochsten cDNA-Gehalt bei der direkten reversen Transkription. Die Zelllyse mit Tri-
ton flhrt fir das Zielgen Pgkl zu einem héheren cDNA-Gehalt als die RNA-Extraktion mit

PicoPure. Fur Actb verhielt sich der Qualitatsvergleich umgekehrt.

Mit dem Wechsel der Methode von gPCR zu ddPCR wurden die Aufreinigungsverfahren auf
ihre Kompatibilitat und Leistung hin Uberpruft. Wie aus Tabelle 9 (siehe 4.2) ersichtlich, konn-
ten mit der PicoPure Extraktion nicht nur absolut héhere cDNA-Konzentrationen nachgewiesen,
sondern auch der lineare Zuwachs des cDNA-Gehalts bei steigender Zellmenge dargestellt wer-
den. Als Ursache ist der hdhere Gehalt an Reaktionsinhibitoren, wie z. B. Zellfragmente, denk-
bar. Obwohl die ddPCR durch die Kompartimentierung des Reaktionsansatzes unempfindlicher
gegenuber Inhibitoren ist als eine konventionelle qPCR, ist die Effizienz der reversen Transkrip-
tion weiterhin von den vorhandenen Inhibitoren abhéngig. Dieser Effekt wurde durch die Ver-
wendung eines RNA-Extraktions-Kits und damit der Reduktion der inhibierenden Bestandteile
minimiert.

In der Zusammenschau der Ergebnisse wurde fur die weitere Untersuchung von Einzelzellen die
Kombination aus dem SuperScript VILO fir die reverse Transkription und dem PicoPure Kit fir
die RNA-Extraktion gewahlt.

Ein alternatives System zur Aufreinigung von RNA besteht in der Verwendung von ,, Magnetic
beads. “ Dabei werden die gewtinschten Molekdle an magnetische Kugeln gekoppelt und tber
einen Magneten von dem umgebenden Zelllysat getrennt. (Atkins et al., 2011; Oberacker et al.,
2019). Obwohl das Prinzip dem der Silikatsaulenextraktion ahnelt, ermdglicht die Verwendung
der ,,Magnetic beads “ einen hdheren Probendurchsatz bei etwas geringerem finanziellem Auf-
wand und ist unabhdngig von groéfierem Equipment, wie Zentrifugen, durchfuhrbar. Dartber hin-
aus kann durch die Anpassung der Kugeloberflache eine Affinitat zu unterschiedlichen Zielmole-
kilen erreicht werden. Ein Grofiteil der Arbeiten verwendeten die ,,Magnetic beads* jedoch zur
Extraktion von RNA aus Zellgruppen und nicht zur Aufreinigung auf Einzelzellniveau, wie sie
in dieser Arbeit durchgefiihrt wird. Ein Vergleich verschiedener Aufreinigungsverfahren zur Ex-
traktion von DNA und RNA (Ali et al., 2017) bescheinigte, neben den verschiedenen Vor- und
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Nachteilen, ebenfalls der Saulenaufreinigung eine bessere Anwendbarkeit bei geringen Mengen
des Ausgangsmaterials. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der Silikatex-

traktion als hauptséchliche Methode favorisiert.

5.3 Praamplifikation

Aufgrund des Ziels dieser Arbeit, das Transkript einzelner Interneurone zu untersuchen, be-
schrankte sich das Ausgangsmaterial auf nur wenige Picogramm RNA pro Zelle (Kato, 1980).
Ein Hauptproblem der Detektion mehrerer Transkripte aus einer einzelnen Zelle besteht in der
Aufteilung der Gesamt-RNA. In dieser Arbeit wurde das erhaltene Zellextrakt nach reverser
Transkription in 4 Subreaktionen aufgeteilt, um 6 Zielgene und zusatzlich 2 Housekeeping-Gene
zu untersuchen. Gering exprimierte Gene kdnnen somit durch eine ungunstige Verteilung in den
4 Reaktionen signifikant Uber- oder unterreprasentiert oder nicht nachweisbar sein. Zur Steige-
rung der Sensitivitat der Detektion niedrigabundanter Zielgene wurde der Einsatz einer Praamp-
lifikation mit Hilfe der ® 29 Polymerase untersucht. Uber die Anwendung zur unverzerrten
Amplifikation des gesamten Transkripts wurde bereits vielfach fur die unterschiedlichsten Appli-
kationen berichtet (Berthet et al., 2008; Erlandsson et al., 2010; Pan et al., 2013).

Zwar konnte der Cr-Wert fir den Nachweis von Actb und Pgkl durch die Praamplifikation in al-
len Féllen gesenkt werden, was eine Zunahme der cDNA bedeutet. Allerdings kam es weder zu
einer uniformen Zunahme von Pgkl und Actb innerhalb einer Reaktion, noch war der Zunah-
mefaktor fur ein einzelnes Ziel zwischen den Reaktionen konsistent. So schwankte die Zunahme
von Actb in Zelle 2 von einem Faktor von 1,16 auf 1323,04 fiir Zelle 3, wéahrend die Zunahme
fiir Pgk1 lediglich das 8,28fache fiir Zelle 2 ergab, lag der Wert flir Zelle 3 bei 89,99. Es scheint
also nicht nur eine Variabilitat in der Amplifikationseffizienz unterschiedlicher Ziele vorzulie-

gen, sondern auch eine Inkonsistenz zwischen den Experimenten.

In der Arbeit von Okino und Kollegen (Okino et al., 2016) wurden 3 unterschiedliche Fehler-
quellen bei der Durchfiihrung einer Praamplifikation diskutiert. An erster Stelle ist der Experi-
mentierfehler durch die Praamplifikation (fold-change bias) selbst zu nennen. Hierbei handelt es
sich um die Abweichung der Ergebnisse bei wiederholter Durchfuhrung des gleichen Experi-
ments. Ein Messfehler, welcher umgekehrt proportional zur eingesetzten RNA-Menge zunahm,
wurde von den Autoren in der stochastischen Verteilung der RNA-Molekile in dem Reaktions-
gemisch begrindet gesehen. Daruiber hinaus ist auch ein Einfluss durch die Probenqualitat, Inhi-
bition durch Zellfragmente und letztlich fehlerbehaftete Probenhandhabung mdglich.

Zweitens war die Auswertung der Ct-Werte durch die Breite der Abundanz der verschiedenen
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Ziele fehlerbehaftet (dynamic-range bias). Durch die Amplifikation unterschiedlich stark expri-
mierter Ziele ergeben sich Unterschiede der Vervielfaltigungseffizienz, was zu einer Verande-
rung der relativen Expressionsstarke der Ziele untereinander fuhrt. Hier schlugen die Autoren die
Reduktion der PCR-Zyklen zur Praamplifikation vor, um eine Abnahme der Effizienz hochabun-
danter Ziele zu unterbinden. Fur die isotherme Praamplifikation mit der ® 29 Polymerase wiirde
dies eine Reduktion der Inkubationszeit bedeuten.

Der Amplifikationsfehler (amplification bias), als der Fehler zwischen der gemessenen Zunahme
des Zielgens in Relation zur theoretischen Zunahme nach der Praamplifikation, ist fur das Quan-
tiTect-Kit nur schwer nachzuvollziehen. Aufgrund des isothermen Versuchsablaufs gibt es keine
Zyklen, an denen eine theoretische Verdopplung des Zielgens fixiert werden kénnte. Trotz alle-
dem fihrt eine uneinheitliche Amplifikationseffizienz auch hier zu einer fehlerbehafteten Ver-
mehrung des Transkripts. Grinde hierfur kdnnen sowohl inhibitorische Einfllsse von Zellfrag-
menten oder Restchemikalien sein, genauso wie der Einfluss von Sekundarstrukturen der ge-
winschten Ziele.

Da die Praamplifikation im Rahmen dieser Arbeit nicht auf ein zufriedenstellendes Mal opti-

miert werden konnte, wurde sie flr die Ermittlung der Einzelzell-Ergebnisse exkludiert.

5.4 Einzelzell-PCR

Bei der Uberpriifung der Linearitit der Housekeeping-Gene stellte sich heraus, dass ungefahr 200
Kopien Actb flr Ratteninterneurone des Hippocampus zu erwarten sind. Die lineare Zunahme
trifft hierbei mit einem BestimmtheitsmaR von 0,87 zu. Abweichungen von den 95 % Konfiden-
zintervallen waren besonders bei der Untersuchung auf Einzelzellebene zu beobachten. Hierbei
reichten die Ergebnisse von nur wenigen einstelligen Kopien bis hin zu knappen 4000. Mogliche
Fehlerquellen der Uber- oder Unterschitzung sind einerseits statistische Effekte durch die Auf-
teilung der Reaktion in 4 Subreaktionen. Dies sollte aber vor allem bei geringer exprimierten
Zielen ausgepragt sein. Andererseits kann es sich um methodische Ungenauigkeiten durch die
Zelldiskriminierung per FACS, die Extraktion der cDNA und die Effizienz der reversen Tran-
skription handeln. Die Zellvereinzelung sollte zwar nur eine Zelle pro Reaktionsgefal3 sortieren,
jedoch bleibt fraglich, inwieweit das Zellmedium mit ,,freier RNA aus lysierten Zellen angerei-
chert ist und die Messung somit beeinflusst.

Im Expressionsvergleich der unterschiedlichen Housekeeping-Gene untereinander, konnte eine
sehr gute lineare Korrelation von Actb zu eEF2 (R? = 0,96) sowie Vgat zu eEF2 (R? = 0,9633)
gezeigt werden (siehe 4.4.1, Abbildung 29). Interessanterweise korrelierte Actb allerdings nicht
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im gleichen MaRe mit Vgat (R? = 0,6157). Teils lasst sich diese Beobachtung mit dem Zeitpunkt
der Datenerhebung erklaren. Wéhrend die Bestimmung des eEF2-Gehalts erst in den finalen Ex-
perimenten dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, erfolgte die Messung flr Actb und Vgat bereits
seit Anfang der Arbeit. Hierdurch stehen nicht nur deutlich mehr Datenpunkte fiir eine Auswer-
tung zur Verfligung, sondern auch die Qualitét der ersten Messungen, teils noch zu Etablierungs-
zwecken, konnte geringer ausfallen. Ein weiteres Argument findet sich in den Genzielen selbst.
Vgat fungiert in dieser Arbeit als Kontrollparameter zur Typenbestimmung der Neurone. Die
Zellen wurden zwar bereits nach ihrer Fluoreszenzcharakteristik wéhrend des FACS ausgewadhlt,
sollten jedoch zusatzlich durch die Vgat-Bestimmung als Interneurone identifiziert werden. Eine
Korrelation mit den Housekeeping-Genen ist also nicht unbedingt zu erwarten.

Wie in Punkt 4.4.1 beschrieben, wurde Pgkl im Laufe der Arbeit wegen unzureichender Ergeb-
nisse verworfen. Besonders in Abbildung 30 wird ersichtlich, dass Pgk1 keinerlei lineare Abhan-
gigkeit zu den anderen Genzielen aufweist und damit als Normalisierungs- oder Vergleichspara-

meter ungeeignet ist.

Der Vergleich der FACS-Systeme Aria Il und Influx resultierte in einer geringgradigen héheren
RNA-Ausbeute bei dem Aria Il System, allerdings mit einer erhdhten Streubreite der ermittelten
Kopienanzahl von sowohl Actb als auch von Vgat. Der Grund hierfur kann vielféltiger Natur
sein. Zum einen konnen Alterationen des Transkripts durch die unterschiedlichen Scherkréafte
wéhrend der FAC-Sortierung entstehen oder, wie schon vorrausgehend erwahnt, das umliegende
Zellmedium kann eventuell durch ,,freie” RNA aus lysierten Zellen zu einer Verdnderung der ge-
messenen RNA-Menge fihren. Ein Sorter, welcher eine hthere Menge Zellmedium mitsortiert,
wurde somit Ergebnisse mit einem héheren RNA-Gehalt produzieren, die wahrscheinlich je nach
Zelltriturierung einer gréReren Schwankung unterliegen. Dieser Effekt wiirde bei der Sortierung
von ganzen Zellpopulationen nicht zu einem signifikanten Unterschied flihren. Bei der Analyse
von RNA-Mengen auf Einzelzellniveau kdnnte der Einfluss jedoch bedeutend sein. Genauso
konnte die Vergleichbarkeit dadurch kompromittiert sein, dass die Zellen fiir die jeweilige Sor-
tierung aus unterschiedlichen Versuchstieren und somit auch aus unterschiedlichen Zelltriturie-
rungen stammen. Aufgrund der besseren Verfugbarkeit des Sorters Aria Il wurden hier 48 Ein-

zelzellen sortiert, am Influx lediglich 33.

Im Hinblick auf die Anzahl der Frier-Tau-Zyklen konnte im Wesentlichen die Annahme besta-
tigt werden, dass es durch die Lagerung der untranskribierten RNA zu einer Abnahme der nach-
weisbaren Zielgene kommt. Hierbei scheint die Abnahme zwischen Actb und Vgat jedoch ver-

gleichbar zu sein und ist somit ein Hinweis, dass das Einfrieren der Versuchszellen nicht zu einer
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Veranderung der Relation der Expressionsstarke zueinander fuhrt. Ebenso wenig fuhrt das Ein-
frieren zu einer Zunahme der Streubreite. Somit handelt es sich hierbei um eine valide Methode
zur Reduktion der benétigten Versuchstiere und zur Steigerung der zur Verfligung stehenden

Zellen je Gehirn.

Auch wenn die Zuordnung von Interneuronen anhand ihrer Transkripte in distinkte Subpopulati-
onen und damit die Schlussfolgerung auf eine ihnen eigene elektrophysiologische Funktion in-
nerhalb des neuronalen Systems eine attraktive Idee ist, so ist sie nur ein Baustein zur Erfullung
dieser Aufgabe. Lediglich in der Zusammenschau von Zellmorphologie, Zellkonnektivitét, inter-
zerebraler Lage, elektrophysiologischer Charakteristik und schlieBlich der Transkriptomkompo-
sition l&sst sich eine eindeutige Zuordnung vornehmen (Houser, 2007; Booker & Vida, 2018;
Harris et al., 2018). Darliber hinaus deuten neue Untersuchungen mit Hilfe der RNA-Sequenzie-
rung darauf hin, dass eine strenge Klassifizierung der Interneurone in feste Subpopulationen
nicht immer maoglich ist und es sich stattdessen eher um ein Kontinuum von Zellen, mit teils nur
geringen Unterschieden in Transkriptomkomposition und Funktion, handelt (Harris et al., 2018).
Durch die Techniken in dieser Arbeit, Iasst sich zwar die raumliche Information in etwa auf die
Zugehorigkeit zu CA1 und CA2 oder zu CA3 bzw. GD eingrenzen, jedoch verlieren sich durch
die Trituration und das FACS alle Informationen zur urspriinglichen Zellschicht. Zur Konservie-
rung der Information wiirde sich die Kombination der hier vorgestellten Methodik mit der ,,Laser
Capture Microscopy* (LCM) (Emmert-Buck et al., 1996; Bonner et al., 1997; Espina et al.,
2007) anbieten. Zur Isolation von Einzelzellen aus einem Gewebe, werden Zellen nach fluores-
zenzmikroskopischer ldentifikation mit Hilfe eines Infrarotlasers an eine diinne Polymermemb-
ran fixiert und mit einem UV-Laser thermisch aus dem Zellverband gel6st. Die Tragermembran
kann darauf in ein Reaktionsgefal Gberfiihrt und die RNA der Zielzelle extrahiert werden. Aller-
dings birgt auch die Verwendung der LCM ihre eigenen Vor- und Nachteile. So ist die Fixation
des Hirngewebes ein essentieller Schritt zur Herstellung von Dunnschnittpréparaten (ca. 10 um)
und zur Wahrung der RNA-Integritat wahrend der zusatzlichen Arbeitsschritte. Die Wahl des
passenden Fixativs stellt somit ein Schlusselproblem dieser Technik dar. Obwohl Formalin zum
Beispiel einen hervorragenden Erhalt der Gewebsmorphologie bietet, resultiert die Anwendung
in einer drastischen Abnahme der RNA-Qualitat und Quantitét (Lykidis et al., 2007; Thavarajah
et al., 2012). Eine Ethanolfixation hingegen ermdglicht eine gute RNA-Ausbeute, jedoch hdufig
zu Ungunsten der Morphologie durch das Auftreten von Schrumpf- und Quellartefakten (Hobro
& Smith, 2017). Des Weiteren wird bei der Isolation durch den UV-Laser ein Kompromiss, aus

der thermischen Degradation der Zell-RNA bei eng gewahltem Schneideradius oder der Analyse
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von umgebendem Zellmaterial bei zu grof3 gewéhltem Radius, eingegangen.

Eine weitere Methodik zur RNA-Extraktion von identifizierten Einzelzellen ist das Aussaugen
des Cytoplasmas nach elektrophysiologischer Charakterisierung per ,,Patch-Clamp* (Geiger et
al., 1995). Hierbei werden elektrische Potentiale direkt an der Zellmembran mit Hilfe einer
Messelektrode in einer Glaspipette gemessen. Diese wird manuell unter mikroskopischer Kon-
trolle an der Zelle platziert und mit Unterdruck die Zellmembran festgesaugt (Neher & Sakmann,
1992). Es lassen sich somit nicht nur Aussagen zu dem individuellen RNA-Gehalt treffen, son-
dern auch zur elektrischen Aktivitat und Lage innerhalb der Zellschichten. Durch die Verwen-
dung mehrerer Manipulatoren, 1&sst sich eine Vielzahl an Zellen gleichzeitig messen und damit
auch die lokale Konnektivitat der Neurone untersuchen (Peng et al., 2019). Neben den hohen
manuellen Anforderungen der Technik ist der hohe zeitliche und apparative Aufwand der grofite

Nachteil und limitiert dadurch die Menge der untersuchbaren Zellen je Versuchstier.

Die Transkriptomanalyse per RNA-Sequenzierung bietet seit 2007 die Mdglichkeit, Informatio-
nen zu der Gesamtheit der transkribierten Gene inklusive der jeweiligen Expressionsstéarke aus
einer einzelnen Zelle zu erhalten (Morin et al., 2008; Wang et al., 2009). Es wird hier die hypo-
thesen-freie Herangehensweise (Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung) von der zielgerichteten
Transkriptom-Identifizierung unterschieden. Der Hauptunterschied besteht hierbei in der Zielset-
zung, neue Transkripte oder Splice-Varianten zu identifizieren oder aber der zielgerichteten
Identifikation von vorbekannten RNA-Sequenzen. Neben der Auslagerung der Arbeiten zur An-
lage der Bibliothek und Sequenzierung der RNA an kommerzielle Drittunternehmen, existiert
auch die Mdglichkeit des Erwerbs entsprechender Systeme, um die Schritte eigenstandig durch-
zufiihren. Dies mag vor allem im Hinblick auf die enormen Kosten, welche Drittanbieter fur ihre
Leistungen aufrufen, in Betracht gezogen werden. Neue Systeme wie ,,Drop-Seq* ermdglichen
die Analyse von 10.000 Einzelzellen innerhalb von 12 Stunden (Macosko et al., 2015) und redu-
zieren damit nicht nur den Zeitaufwand je Zelle deutlich, sondern auch die Kosten. Die Fiille der
hierbei gewonnenen Daten ist wohl der grofite Vorteil der RNA-Sequenzierung, jedoch bedarf es
fiir die Quantifizierung von Transkripten noch einiges an Forschungsarbeit. Es existiert eine
Vielzahl von Softwareldsungen zur Berechnung der Transkriptanzahl und zur Korrektur auf-
grund der jeweiligen Sequenzlange und BibliothekengréRRe. Sie sind dabei jedoch noch fehleran-

fallig und oft nicht ausreichend zwischen den Experimenten vergleichbar (Conesa et al., 2016).

71



5.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend stellt die hier vorgestellte Methodik vielféltige Vorteile gegentuiber der bisher
zur Quantifizierung verwendeten Methode der gPCR dar. Die Transkriptomanalyse per ddPCR
ermoglicht nicht nur den Vorteil der direkten Quantifizierung des RNA-Gehalts eines Transkrip-
tes aus einer einzigen Zelle, sondern bedarf hierfur nicht des Einsatzes einer Eichkurve standar-
disierter Reaktionen mit vordefiniertem DNA-Gehalt. Die so erhaltenen Ergebnisse weisen auf-
grund der Poisson-Statistik nur eine geringe Streubreite auf und kénnen ohne weitere Berech-
nungen direkt aus der Software entnommen werden. Dariber hinaus wurde der Einsatz einer Pra-
amplifikation Uberprift. Aufgrund der Verzerrung der Amplifikationsstarke wurde auf den Ein-
satz jedoch verzichtet. Als quantitative Methode fur den Einsatz mit begrenztem Ausgangsmate-
rial stellt die Transkriptomanalyse per ddPCR eine verlassliche, einfache und schnelle Option
dar. Die Separierung der Einzelzellen per FACS unterstitzt hierbei den Ansatz, in kurzer Zeit
eine moglichst groRe Menge an Zellen zu untersuchen, jedoch unter Verlust der Informationen
zur raumlichen Orientierung der Zellen im Gewebsverband. Durch die Kombination der ddPCR
mit der Technik der LCM und der ,,Patch-Clamp-Methode* ist ein umfassender Informationsge-
winn zur zellulédren Lage, elektrophysiologischer Aktivitat und Konnektivitat, sowie zum quanti-

tativen Transkriptgehalt ausgewahlter Zielgene maoglich.

Mittlerweile ermdglicht die weiterentwickelte Technik der RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) die
Analyse des Transkriptoms gleich mehrerer Einzelzellen simultan. Der Informationsgewinn bei
Anwendung der RNA-Seg-Methode ist demnach umfassender. Speziell zur Untersuchung einer
ausgewahlten Menge von Transkripten bzw. exprimierter Zielgene ist die RNA-Sequenzierung
jedoch nicht die angemessene Methode der Wabhl, da eine quantitative Untersuchung durch die

hier etablierte Methode schneller, einfacher und kostengtinstiger realisiert werden kann.

Ungeachtet der aktuellen Moglichkeiten der RNA-Seg-Methode, ermdglicht diese hier tiber-
priifte und validierte ddPCR-Methode die Untersuchung verschiedener neuronaler Krankheiten
auf zellularer Ebene und kann unter anderem zum Verstédndnis des Alterungsprozesses an Tier-
modellen beitragen. Durch die grof3e Auswahlmadglichkeit und Kombination der Zielgene sind
die Anwendungsmaglichkeiten nahezu unbegrenzt, da eine Anpassung nicht nur auf verschie-

dene Zelllinien, sondern auch auf unterschiedliche Spezies erfolgen kann.
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7. Anhang

7.1 Eidesstattliche Versicherung

,»Ich, John Thiede, versichere an Eides statt durch meine eigenhéndige Unterschrift, dass ich die
vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Transkriptomanalyse distinkter Interneurone des Hip-
pocampus der Ratte per dPCR* selbststdndig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst
und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer Auto-
ren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu
Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und
Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir verantwortet.

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen generierten Daten,
Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen eigenen Beitrag
sowie die Beitrdge anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe (siehe Anteilserklarung).
Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt oder verwendet wurden, habe ich korrekt
kenntlich gemacht.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der un-
tenstehenden gemeinsamen Erkl&rung mit dem/der Erstbetreuer/in, angegeben sind. Flr sdmtliche
im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE (In-
ternational Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten.
Ich erklare ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité — Universitatsmedizin
Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in dhnlicher Form
bereits an einer anderen Fakultét eingereicht habe.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer unwah-
ren eidesstattlichen Versicherung (88156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt und be-
wusst.

Datum Unterschrift
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7.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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