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Titel
Erfindung betreffend cDNA-Herstellung aus Zellen nach Laser-Mikrodissektion

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontaminationsfreien Isolie-
20 rung einzelner Zellen aus fixiertem Gewebe durch Laser-Mikrodissektion und die

anschlieRende analytische und praparative Untersuchung dieser Zellen, insbe-

sondere die cDNA Synthese einzelner Neuronen aus fixierten Hirnschnitten mit

Einzelzell-Sensitivitat.
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Beschreibung und Einleitung des allgemeinen Gebietes der Erfindung

Die Mikrodissektion ist ein Verfahren der Biowissenschaften, mit dem isolierte
oder in einem Gewebe lokalisierte zellulare, supra- und subzellulare Strukturen
abgetrennt werden und somit weiteren analytischen und préparativen Verfahren
zugénglich gemacht werden kénnen. Unter den Mikrodissektionsverfahren spielt
das Laser Capture Microdissection-Verfahren kurz LCM genannt, eine besondere
Rolle. Die Mikrodissektion wird manuell oder durch Mikromanipulation mechanisch
in direktem Kontakt mit der Probe oder kontaktfrei mittels fokussierten Lasern
durchgefuhrt. Die US 5998129 beschreibt ein Lasermikrodissektions-Verfahren, in
dem aus einer auf einem planaren Objekttrager aufgebrachten Gewebeprobe ein
gewinschter Bereich z.B. Zellorganellen oder eine einzelne Zelle per Laserstrahl
vom umgebenden Gewebe ausgeschnitten wird. Die sich noch auf dem Objekttra-
ger befindende isolierte Zelle wird mit einem zusatzlichen Laserimpuls in Richtung
des Laserstrahl mobilisiert und in einem Reaktionsbehélter aufgefangen.

Eines der weiteren analytischen und préparativen Verfahren mit Zellen, die durch
Lasermikrodissektion isoliert wurden ist die Isolierung von Nukleinsauren, DNA,
RNA, insbesondere mRNA. Derzeit gibt es kommerzielle Kits beispielsweise der
Firmen PALM (PALM RNA\Extraction Kit) und Qiagen (Qiagen RNAeasy Micro
Kit), die die Isolierung von mRNA aus Lasermikrodissektierten Zellen erméglicht.
Allerdings liefern die mit diesen Kits durchgefiihrten keine akzeptablen reprodu-

zierbaren Ergebnissen fir isolierte einzelne Zellen.

Kamme Feta | (2003) J Neurosci 23(9) und Tietjen | et al (2003) Neuron 38 benut-
zen das Laser-Mikrodissektionsgerat der Firma Arcturus und beschreiben ein
Verfahren, das zwar in der Anwendung und Ausbeute unkomplizierter als die
kommerziellen Kits ist, aber keine kontaminationsfreie Sammlung einzelner spezi-
fischer Zellen erlaubt. Insbesondere sind bei der Praparation von einzelnen Neu-
ronen aus fixierten Hirnschnitten (z.B. postmortem human) Kontaminationen durch
benachbarte Gliazellen problematisch. Derzeit ist kein Verfahren bekannt, mit
welchem aus einzelnen Zellen nach spezifischer Lasermikrodissektion z.B. mit
dem kontaktfreien PALM System mRNA in guter Qualitéat gewonnen werden kann.
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es die beschriebenen Nachteile im Stand
der Technik zu beheben und ein einfaches und schnelles Verfahren zur direkten
cDNA-Synthese aus isolierten Zellen einer Gewebeprobe nach Lasermikrodissek-

tion bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf geldst durch ein Verfahren zur kombinierten
Lyse und direkten cDNA-Synthese gemaf’ der Ansprtiche.
Das Verfahren beinhaltet folgende Schritte:

1. Bereitstellen von Zellen nach Lasermikrodissektion und Uberfithrung in Reakti-
onsbehaliter

2. Lyse der Zellen nach Schritt 1 und reverse Transkription der RNA aus den Zel-
len nach Schritt 1 in einem Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer und in einem

Reaktionsgefall

Das erfindungsgemale Verfahren hat den Vorteil, dass es kostengiinstig ist und
schnell in wenigen Arbeitsschritten auch von weniger geschultem Laborpersonal
durchgefiihrt wird. Entscheidend ist, dass der aufwendige und riskante Schritt der
RNA Isolation entfallt und statt dessen im selben Reaktionsgefal eine kombinierte
Lyse und direkte cDNA-Synthese durchgefihrt wird, die sichere kontaminations-
freie Ergebnisse liefert. Zur Detektion der cDNA ist eine direkte PCR im selben
Reaktionsgefalt ohne weitere Aufreinigung oder andere zusétzliche Schritte mog-
lich. Die Zusammensetzung des Puffers (aus NP40, Poly-l Carrier und Super
RNAsin, sowie dNTPs und cDNA Syntheseprimer) als Lyse/cDNA-Synthese Re-
aktionspuffer ist besonders auf diese Anforderung abgestimmt. Weitere Schritte,
wie Probenvorbereitung und Farbung, die Durchfiihrung des Inkubationsprotokoll
und Einhaltung der Temperaturvorgaben optimieren die RNA/cDNA Ausbeute.

Als Zellen werden intakte Zellen aus Suspension oder Kultur verwendet oder fi-
xierte dehydrierte Schnittpraparate. Durch die Verwendung eines Trocknungsmit-
tels z.B. Silica und den Zusatz eines Molekularsiebes in den Alkohol ist gewéhrlei-
stet, dass die Gewebeprobe in sehr kurzer Zeit trocken genug fiir die Lasermikro-
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dissektion ist. Gleichzeitig minimiert die vollstandige Dehydrierung Materialverluste
durch RNAse Aktivitat.

Vorteilhafterweise finden Lyse und cDNA-Synthese direkt im selben Reaktions-
gefal3, sogar im selben Reaktionspuffer (Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer)
statt. Eine gesonderte RNA Isolation ist nicht notwendig. Alternativ wird vor der
cDNA-Synthese ein DNAse Verdau durchgefihrt. Der erfindungsgemafe Ly-
se/cDNA-Synthese Reaktionspuffer beeinflusst eine anschliessende direkte qua-
litative PCR Amplifikation nicht, sodass auch diese im selben Reaktionsgefal
durchgefuhrt wird. Fir die Durchfiihrung einer quantitativen Real-time PCR Analy-
se wird alternativ ein Reinigungsschritt zwischengeschaltet, da die cDNA Reakii-
onskomponenten bekanntermalien die Kinetik einer PCR Amplifikation stéren.
Derartige Reinigungsschritte sind dem Fachmann bekannt und kénnen dem Stand
der Technik z.B. aus Liss, Nuc Acids Research, 2002 enthommen werden.

Ausfiihrungsbeispiele

1. Bereitstellen von Zellen nach Laser-Mikrodissektion und Uberfiihrung in

Reaktionsbehilter

Das.Bereitstellen einzelner fixierter Zellen oder einer einzelnen fixierten Zelle nach
Laser-Mikrodissektion beinhaltet die Praparation einer geeigneten Gewebeprobe.
Die Gewebeprobe stammt aus Organen und Geweben von Wirbeltieren, also Tie-
ren und Menschen, die durch herkémmliche Verfahren wie Biopsie oder Prapara-
tion gewonnen werden, beispielsweise ist die Gewebeprobe eine Gehirnprobe ei-
nes Wirbeltieres, durch Praparation und Cryostat-Schneiden gewonnen. Dazu
wird dem Wirbeltier z.B. einer Maus unter sterilen Bedingungen und auf Eis das
Gehirn entnommen und Frontalcortex und caudales Kleinhirn entfernt. Das Mit-
telhirn wird auf einem Objekttisch mit Einbettmedium (z.B. tissue freezing medium
der Firma Jung) versetzt und bei -20°C auf einer Schnellgefrierleiste (-45°C) ein-
gefroren. Nach ca. 20 min werden bei einer Cryostattemperatur von -19°C
Schnitte einer Schnitidicke von 12 ym gewonnen. Diese Schnitte werden an-
schlieBend auf einen sterilen Objektirager gebracht (z.B. PALM, PEN 1mm Glas).
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Die Fixierung und Farbung der Gewebeprobe erfolgt z.B. durch Farbung der
Schnitte mit Cresylviolett (z.B. Cresyl Violet acetate Staining Dye von Sigma, C
5042). Alternativ zu den gangigen Cresylviolett Farbeprotokollen wird eine sehr
schnelle Farbung in einer 100 %igen alkoholischen Cresylviolettlésung bevorzugt.
Daran schlief3t sich ein dem Fachmann bekanntes, jedoch verklrztes Verfahren
mit Alkoholreihe an, wobei die Schnitte nach folgendem Schema inkubiert werden:

1. 75% Ethanol (-20°C vorgekuihlt) Dauer: 2 min
2. Cresylviolett,

einige Tropfen durch sterile Spritze mit Filter Dauer: 30 sec
3. 75% Ethanol Dauer: 1-5 sec
4. 100% Ethanol Dauer: 1-5 sec
5. 100% Ethanol auf einem Molekularsieb Dauer: 1min

Alternativ werden auch andere, dem Fachmann bekannte Farbeverfahren durch-
gefiihrt. Vorteilhaft zur Erzielung einer moglichst vollstéandigen Dehydrierung der
Gewebeprobe ist die Verwendung eines Molekularsiebes, beispielsweise das
Molekularsieb der Firma VWR Merck Periform 0,3nm und 2mm, Artikelnummer
1.057.041.000, im 100% Ethanol.

Nach der letzten Alkoholreihe werden die Schnitte in einer Box mit Trocknungs-
mittel z.B. Silica Gel getrocknet. Die Box mit Silica-Gel (Silica Gel with moisture
indicator; Merck, 1kg Best.No. 1.01925.1000) und das 100% Ethanol-
Reaktionsgefal wird zum langeren Lagern mit Parafilm abgedichtet.

Die Lasermikrodissektion einer einzelnen oder einzelner Zellen aus dem Gewebe-
schnitt wird nach Herstellerangaben z.B. PALM mit sterilen Geraten durchgefiihrt.
Dazu werden beispielsweise der Laser und alle Gerate z.B. Pipetten, Zentrifuge,
Vortex, Tisch zuerst mit RNase Zap, dann mit RNase freiem Wasser gereinigt. Es
werden einzeine Zellen z.B. aus der Substantia nigra aus der vorbereiteten Ge-
webeprobe z.B. dem dehydrierten Gehirnschnitt ausgeschnitten und in Abhangig-
keit vom Préparat z.B. bei einer Distanz von 2 mm und einer Katapult-Energie von
78% automatisch in einen Behalter oder Deckel (z.B. Adhesive Cap bei Geraten
der Firma PALM) katapultiert. Letzterer hat den Vorteil, dass kein Puffer vorgelegt
werden muss. Alternativ wird der sterile Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer

aber auch in einem konventionellen Deckel zum Katapulting vorgelegt.



10

15

WO 2005/116245 PCT/DE2005/000979

2. Lyse der Zellen nach Schritt 1 und reverse Transkription der RNA aus den
Zellen nach Schritt 1 in einem Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer und in ei-

nem Reaktionsgefaly

Die Zelle wird nach der Lasermikrodissektion im Behalter bzw. Deckel des Cap mit
4,51l Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer versetzt, vorzugsweise wird dazu ein
unter RNAse freien Bedingungen steril frisch angesetzter Puffer folgender Zu-

sammensetzung verwendet:

Lyse/cDNA-Synthese Reakti- Menge | Endkonz.
onspuffer 1x

5x first strand buffer (Invitrogen) 1,00ul 1x
10x RT-Puffer (s.u.) 0,50ul 1X
DTT (Invitrogen; 0,1M) 0,50ui 10mM
Poly-I Carrier RNA (Sigma) 1ug/mg 0,50l 500ng
Super-RNAsin (20 u/pl Ambion) 0,50ul 10u
Nonidet P40 (1:10 verdinnt; 0,25ul 0,5%
RNase-frei, Roche Diagnostics)

H20 1,250l

10x RT-Puffer Konz. Endkonz
dNTPs (20mM each, Amersham 5mM 0.5mM
Pharmacia Biotech)

random hexamer primer (1mM, 50uM 5uM
Roche Diagnostics)

Tris HCI pH 8, 100 mM 10 mM 1mM

Als cDNA-Syntheseprimer werden beispielsweise random hexamer primer einge-
setzt. Als RNA-Carrier wird beispielsweise Poly- Carrier RNA verwendet. Dem
Fachmann sind weitere Alternativen zu diesen Substanzen, die mit gleichem Ef-

fekt eingesetzt werden bekannt.
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Auf den Deckel wird unter sterilen Bedingungen z.B. direkt ein PCR-
Reaktionsgefal® aufgesetzt und 1,5 min bei 65°C im Warmeschrank oder beheiz-
tem geschlossenem System inkubiert, wobei das Reaktionsgefa® auf dem Deckel
steht. Anschliefiend kommt die Probe im Deckel kurz auf Eis und wird kurz zen-
trifugiert, um dann erneut kurz auf Eis gestellt zu werden.

Nun wird Reverse Transcriptase beispielsweise Superscript (SuperScript || Rever-
se Transcriptase RNase H" der Firma Invitrogen 100U/Reaktion) hinzugeflgt und
der Ansatz bei 37-38°C 2h inkubiert (Thermomixer Comfort Eppendorf; 38°C, In-

terval Mix). Vorzugsweise werden 0,5 pl Reverse Transcriptase eingesetzt.

Im Anschluss an die Lyse der Zellen und der reversen Transkription der RNA zu
cDNA erfolgt die Detektion und Charakterisierung der cDNA durch Expressions-
analyse, dazu wird direkt eine qualitative (z.B. Multiplex) PCR durchgefiihrt. Alter-
nativ wird der Ansatz auch sofort zur globalen PCR Amplifikation und anschlie-
ssenden Microarray Analyse eingesetzt. Flr quantitative Genexpressionsanalyse
wird ein Aufreinigungsschritt der Einzelzell cDNA (Liss, Nuc Acids Research,
2002) empfohlen.

Als Positivkontrolle dient z.B. hochverdiinnte Midbrain-RNA oder Referenz-RNA
(z.B. von Clontech oder Ambion), die genauso wie das Probenmaterial behandeit

wird.

Die PCR dient der Amplifikation der gewiinschten Gene aus den isolierten Einzel-
zellen beispielsweise fiir eine Nested PCR. Die Durchfiihrung der PCR-Reaktion
erfolgt unter Standardbedingungen, die Primer, Puffer und Inkubationszeiten sind
dabei so ausgewahlt, dass sie geeignet sind, die gewiinschten Gene in guter

Qualitat zu amplifizieren.

Eine Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft einen Kit zur Lyse von Zellen aus ei-
ner Gewebeprobe nach Mikrodissektion und reverse Transkription der RNA, min-
destens enthaltend

a) steril abgefiiliten Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer

b) reverse Transcriptase
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Auf Grund der Lehre der vorliegenden Erfindung sowie auf Grund des allgemei-
nen Fachwissens in diesem technischen Gebiet ist dem Hersteller des erfindungs-
gemalen Kits bekannt, wie er die einzelnen Komponenten des Kits, z.B. die Puf-
5 fer steril herstellt, formuliert und lagert.
Der Kit enthalt, falls es fur die Kundenfreundlichkeit gewiinscht wird, auch weitere
Materialien zur Dehydrierung der Gewebeprobe, wie 100% Alkohol mit Molekular-
sieb und Silicagel. Zusatzlich ist ein steriles Reaktionsgefalt mit geeignetem Dek-
kel zur Aufnahme der Zellen nach Mikrodissektion enthalten. Steril meint dabei,
10 dass das Reaktionsgefad RNase- und DNase frei ist.
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Anspriiche

. Verfahren zur kombinierten Lyse und cDNA Synthese aus RNA von einzel-

nen Zellen aus einer Gewebeprobe nach Lasermikrodissektion, gekenn-
zeichnet durch die Schritte

1) Bereitstellen von Zellen nach Laser-Mikrodissektion und Uberfiihrung in
Reaktionsbehalter

2) Lyse der Zellen nach Schritt 1) und reverse Transkription der RNA aus
den Zellen nach Schritt 1) in einem Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer

und in einem Reaktionsgefal}

. Verfahren gemaf Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet dass Lyse und re-

verse Transkription in einem sterilen Reaktionsgefal® mit Deckel durchge-

fuhrt werden.

. Verfahren gemaf Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet dass Lyse und re-

verse Transkription in einem sterilen Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer
bestehend aus NP40, Carrier RNA, Super RNAsin, sowie dNTPs und cDNA
Syntheseprimer durchgefiihrt werden.

. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-

kennzeichnet dass zwischen Lyse und cDNA-Herstellung eine DNAse Re-
aktion stattfindet.

. Verfahren gemal einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-

kennzeichnet dass die einzelnen Zellen einer biologischen Probe entstam-

men.

. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-

kennzeichnet dass die biologische Probe Gewebe oder Organ eines Wir-

beltieres ist.
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7. Verfahren gemal einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-
kennzeichnet dass die biologische Probe mit einer alkoholischen Cresyi-

violettldsung gefarbt ist.

8. Verfahren gemafR einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-
kennzeichnet dass die biologische Probe ein dehydrierter Gewebeschnitt

ist.

9. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-
kennzeichnet dass die Dehydrierung in 100% Ethanol mit einem Molekular-
sieb erfolgt.

10.Verfahren gemaR einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch ge-
kennzeichnet dass die dehydrierte biologische Probe mit einem

Trocknungsmittel behandelt werden.

11.Verfahren gemafR Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet dass das

Trocknungsmittel Silica-Gel ist.

12.Kit zur Lyse von Zellen aus einer Gewebeprobe nach Mikrodissektion und
reverse Transkription der RNA bestehend aus
- Lyse/cDNA-Synthese Reaktionspuffer

- reverse Transkriptase

13.Kit gemafl Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet dass der Lyse/cDNA-
Synthese Reaktionspuffer steril ist und aus NP40, Carrier-RNA, Super
RNAsin, sowie dNTPs und cDNA Syntheseprimer besteht.

14.Kit gemaR der Anspriiche 12 und 13 dadurch gekennzeichnet dass er eine
100% Alkohol-Lésung mit Molekularsieb und Silicagel enthalt.

15.Kit gemaR der Anspriiche 12 bis 14 dadurch gekennzeichnet dass er ein

steriles Reaktionsgefal mit Deckel enthalt.
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