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Schwerpunkt 1: Multidimensionale Mikroskopie

Entwicklung isogener Glioblastom-Zellmodelle fur
Autofluoreszenz-Analysen |
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ZNS Tumoren Glioblastoma multiforme & 5

Tumoren des Nervensystems

Neuroepitheliale Tumoren

maligne Gliome 56%
Astrozytome 20%
Ependymome 6%
Oligodendrogliome 5%
embryonale Tumoren 6%
andere 6%
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Glioblastom multiforme Molekulargenetische

Veranderungen

Differentiated astrocytes or precursor cells

pS3 mutation [*&5 percent) EGFF
POGF-& , POGFR- amplification [—40 percent)
overexpression (&0 percent) overexpression (-50 percent]
o | ] iy e
Low grade astrocytoma amplification (<10 percent)

overexpression [—S0 percent)
LOH 132q (-5S0 percent)

RE alteration (-23 percent) ple deletion (Z0-40 percent))

dnaplastic astrocytoma LOH 10p and 104
PTEM rnutation [—-Z0 percent])
LOH 10qg
FTEM rutation (S percent)
DCC loss of expression (S0 percent]) RE alteration
PDGFR—= amplification (<10 percent) ¥
Secondary glioblastoma Frirmary glioblastorma de nowo

LOH: La=s of heterozywgosity

EE : retinoblaztorma gens

FL[:GF : Flatelet—-derived growth factor

FOGFE : Platelet—-derived growth tactor receptor
DCC : Deleted in Calon Cancer gens



Glioblastom-Zelllinie Entwicklung isogener

U373-MG Zelllinien

U373-MG
TP33 -
PTEN -

Isogene Zelllinien

I l l

Leer-Vektor Tet ON Leer-Vektor Tet ON Leer-Vektor Tet ON
TP53 - TP53+ TP53 -
PTEN - PTEN - PTEN +
—— —— —__

——

A Einfluss von TP53 Einfluss von PTEN
auf Tumorphénotyp auf Tumorphénotyp
der Zellen der Zellen
Differenzierung zwischen 1 und 2
(z.B. in Mischkulturen)

Differenzierung zwischen 1 und 3 (z.B. in Mischkulturen)
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Isogenes Proliferationsanalysen

Glioblastom-Modell

Growth curve [PI] P53 and P53-1 [PI]
5000 - 4500 -
= S £ 4000
~ c
] 49000 & 3500 -
© PAR ©
g 001 = rOnN 8 3000 | .
o 3000 —P53 $ —P53 |
o T o
@ PTEN 2 2500 -
g 2500 - =
=} =
iC 2000 iL 2000
1500 . . . | 1500 . : . |
0 20 40 60 80 0 20 40 80 80
h h

PTEN and PTEN-I [PI]

4500 -
4000

3500 -

PTEN

3000 - —PTEN |

2500
2000

1500 T T T 1

Fluorescence 620 nm
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Proliferationsanalysen g
Glioblastom-Modell i

Isogenes

Proliferationsassay

* U373 MG KONTR und U373 MG PAR haben ein signifikant schnelleres Wachstum

Stationare Phase nach 3-4 Tagen nach der Aussaat

e U373 MG PTEN und U373 MG TP53 wachsen langsamer

Stationare Phase nach 7 Tagen Inkubation (nach Aussaat)
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Isogenes

Glioblastom-Modell Scratch-Assay

Migration in % of Kont

120 -
101 02 100
100
90
82
80 - 77
63
60
60 -
40 -
20 -
O = T T T T T T T
PAR PAR-I Kont Kont-I P53 P53-| PTEN PTEN-I
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Autofluoreszenz Zellulare Fluorophore

Fluorophore | Vorkommen Anregungs- Emissions- Fluoreszenz-
maxima (nm) maxima (hm) | lebensdauer

Kollagen Extrazellular / 300-340 420-4600 langlebig
submuskos

Elastin Extrazellular / 350, 410, 450 420, 500, 520 langlebig
submuskos

NADH /NADPH Intrazellular / ubiquitar 340 450-470 0,4ns/2ns

FAD Intrazellular / ubiquitar 370, 450 530 2,3ns

FMN Intrazellular / ubiquitar 450nm 525nm 4,7ns

Porphyrine Intrazellular / ubiquitar 405 630 ns



Autofluoreszenz Zellulare Fluorophore

l l Plasma Membrane
/— Cuter Mitochondrial Membrane ﬁ

ADF

Tricarboxylic
Acid Cycle

Inner Mitochondrial Membrane :///

KC Reinert et al., Journal of Neuroscience Research 85:3221-3232 (2007)
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Autofluoreszenz-Analyse Spektrales Imaging

Spektrales Imaging — Pushbroomimaging

Messung der Autofluoreszenz
U373 MG PTEN (Ex 800 nm)

Spektral aufgeléste Emissionsbilder



Autofluoreszenz-Analyse Spektrales Imaging

Messung der Wellenlangen-abhangigen Autofluoreszenz
U373 MG PTEN (Ex 800 nm)




Autofluoreszenz-Analyse Spektrales Imaging

Datenanalyse

Datenanalyse

_ 1o _ 1so _
[S [S [S
£ w0 E E 1
£ £ £

S 16
£E - E 120 £E
b ] = "4
£ £ 100 £ 5
£ # £
= 50 = B = 10
5 5 5
c c c

A0 ]
E £ £
B0 E B &
g o g g o
g p g 2 g

10 2
g g g
[ o [ [

350 400 450 500 550 00 50 350 400 450 500 550 00 50 350 400 450 500 550 00 50

wellenlange [nm) wellenlange [nm) Wellenldnge (nm)



Autofluoreszenz-Analyse

Spektrales Imaging

Datenanalyse

70,000

60,000

50,000

40,000

30,000

Intensitét

20,000

10,000

0,000

Zelle: Anregung 750nm

367 387 407 427 447 4AgT 487 507 527

547 587 587 607 627
nm Emission

—P83 ——P353-

Intensitat

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

0,000

367 387 407 427 447

Zelle: Anregung 850nm

467 487 507 8527 547 567 587 607 627
nm Emission

—P&83 ——P&3

120,000

100,000

80,000

60,000

Intensitat

40,000

20,000

0,000

Zelle: Anregung 800nm

367 387 407 427 447 467 487 50T 527 547 BT B8T BOT 827
nm Emission

—P53 —— P53l

Intensitat

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

0,000

Zelle: Anregung 830nm

367 387 407 427 44T 467 487 507 527 547 567 587 607 627
nm Emission
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Autofluoreszenz-Analyse

Spektrales Imaging
Datenanalyse

Kern: Anregung 750nm Kern: Anregung 800nm
70,000 70,000
0,000 60,000 A /\,
50,000 50,000 /\/ \\
% 40,000 B 40,000
3 g \\
[
E 30,000 £ 30,000 -
20,000 20,000 A
10,000 10,000
0,000 : : ' ' ' ' ' , ' . 0,000 T : . . : . : : . : .
367 387 407 427 447 467 487 507 527 547 567 587 607 627 367 387 407 427 447 467 487 507 527 547 567 587 60T 627
nm Emission nm Emission
Kern: Anregung 850nm Kern: Anregung 880nm
16,000 12,000
14,000
10,000 4
12,000
5,000
.. 10,000 .
2 8,000 g 5000 -
[ o
E E
= 6,000 =
4000 A
4,000 JL»/WV\\/(\'
2,000 ==
2,000 e
0,000 : : : : : : : : : : 0,000 . : : : - . ‘ : . ‘ .
367 387 407 427 447 4BT 487 507 527 54T 567 68T 607 627 367 387 407 427 447 467 487 507 527 547 567 587 60T 627
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Isogenes Synchronisation

Glioblastom-Modell

Zellzyklus

Phasen- Synchronisation

der Zellen
(Vereinheitlichung der

Zellpopulation)

Nhafasis
M

DA INTEGRITY | { G 1) Serumentzug:
c kA Arretierung G, — Phase
: START
2) Serumzugabe:
Synchronisierte Proliferation
\ bis zu 60h
End DNA synthesis Onzet DNA synthesis

ZAFH Photon Aalen 23.April 2009 Prof. Kioschis / HS Mannheim



ZAFH Photon Aalen 23.April 2009

__hochschule mannheim

HS Mannheim
Andreas Holloschi

Hella Kuhn

Carolin Muller

Manuell Ammerschlager
Kerstin Bieser

HS Aalen

Herbert Schneckenburger
Petra Weber

Michael Wagner

DKFZ

Stephanie Blaich

Jan Mollenhauer
Annemarie Poustka t

LaVision Biotech GmbH

Heinrich Spiecker

Acknowledgement

Prof. Kioschis / HS Mannheim

HS Reutlingen
Rudolf Kessler
Karsten Rebner
Edwin Ostertag

Universitat Heidelberg
Andreas von Deimling

Universitat Ulm
Rainer Wittig

University of Southern Denmark
Jan Mollenhauer
Steffen Schmidt




Autofluoreszenz-Analyse Spektrales Imaging
Datenanalyse

Parentallinie U373-MG (aktives GFP)
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