s, Hochschule Aalen

Hochschule Reutlingen

b )
el
b

Reutlingen University

SYDDANSK UNIVERSITET

TR

RECHT-KARLS-UNIVERSITAT HEIDELBERG

hochschule mannheim

Schwerpunkt 1: Multidimensionale MikroSkopie

Laser-induzierte Autofluoreszenzmessungen in
Isogenen Tumormodellen :

H. Kuhn, A. Holloschi, C. Mller, M. Rauen, M. Worf, S. Mutyam, S. Blaic
T. Roder, A. von Deimling, J. Mollenhauer, P. Kioschis

Hochschule Mannheim University of Applied Sciences



Entwicklung isogener Glioblastom-Zelllinie

Zelllinien U251-MG

Herstellung und Anwendung isogener Zellmodelle

Ausgangszelllinie
(Krankheitsphanotyp, z.B. Glioblastom)

1 “single-site” Rekombination

Akzeptor-Zelllinie

P
Addition oder Inaktivierung ° ‘g Zuaabe anderer Komponenten
eines Gens / \.\ e ug P
'?/ip ?/{F‘\\,x
Gleiche Integrationsstelle bei .{o-'f
gleichem genetischen Hintergund ——
Ziel-Zelllinie Teocn Kontroll-Zelllinie
mit neuem Zielgen (leere Integrationsstelle)
(z.B. Krankheitsgen)
Funktionelle Genomik Zelllinien mit hoher “Synthetic lethal”
Zielmolekul-ldentifizierung Standardisierung Wirkstoff-Screening

- Autofluoreszenz-Analysen

ZAFH Photon" 3. Aalener Photoniktag 21.Oktober 2011 Prof. Kioschis / HS Mannheim



Entwicklung isogener Glioblastom-Zelllinie

Zelllinien U251-MG

_ » Spezifische Detektion unterschiedlicher Zelltypen
U251-MG Glioblastomlinie .
TP53- durch spektrales Imaging der Autofluoreszenz
PTEN-

_

Isogene Zelllinien

l

Leer-Vektor Tet ON Leer-Vi Tet ON Leer-Vi Tet DN Isogene Tumorzelllinien
TP53 - @ mit induzierbarer Zielgen-Expression
PTEN - (TP53, PTEN: Tumorsuppressoren)

dau

( - ~ __ und unterschiedlichen Tumor-
% '- spezifischen Charakteristika
@ i {ﬁ- J(ﬁ* : e
Selektive ldentifizierung von
Einfluss von TP53 Einfluss von PTEN || Zellen mit unterschiedlichen
auf Tumorphéanotyp auf Tumorphénotyp Tumor-spezifischen Eigenschaften
der Zellen der Zellen

durch tiefenauflosendes bzw.
1‘ ,[ spektrales Imaging

Differenzierung zwischen 1 und 2
(z.B. in Mischkulturen)

Differenzierung zwischen 1 und 3 (z.B. in Mischkulturen)
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Autofluoreszenz Zellulare Fluorophore
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Mitochondrien

Dynamische Struktur
(Fusion, langliche
netzartige Struktur =
normale Zellfunktion
Fission, punktférmig,
vesikular = veranderte
Zellfunktion)
Energiemetabolismus
Signaling

Apoptose

Stérungen - Krankheiten

Rodrigues et al. 2011
Westermann et al., 2010
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Zelluléare Fluorophore
Autofluoreszenz als Bioindikatoren fir

den Zellmetabolismus

= 7,, 4

» NADH und FAD Autofluoreszenz fur Analysen der Morphologie von Mitochrondrien,
Zellmetabolismus, des intrazellularen Redoxzustands, Sauerstoffmangels und
von Storungen der Atmungskette

Mitochondrien

Il E Plasma Membrane I

NAD*

Tricarboxylic .)
C Acetyl Acid Cycle
’ COA '

\ %‘ Inner Mitochondrial Membrane }4/

KC Reinert et al., 2007; Rodrigues et al. 2011; Westermann et al., 2010

Pyruvate

NAD* =—

e ATP =




Proliferation

Validierung der

Migration 2
Zellmodelle Expression X2/ 77
- =7
- 7*’ 7

Zellmodell-Validierung: (Homogene) Expression der Zielgene im Modell
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Ctrl Ctrl PTEN PTEN Ctrl Ctrl  TP53 TP53
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Proliferationsanalysen (Zellzahl; Zellvitalitat) Scratch Assays (Proliferation)

O .. -

C D PTEN-I TP53-1
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Western Blot Analysen

Immuncytochemische Analysen



Spektrales Imaging
der Autofluoreszenz

Tumor-Zellmodelle

@ Eye (8 CCD-Camera

() Beamsplitter (@) xy-Scanner (@) Microscope

LaVision BioTec TriM Scope / Ti:Sa-Laser
beam-multiplexer / xy-beamscanner

Selektion von Einzelzellen (ca. 10 Zellen / Messung)

Anregungswellenlangen: 750nm, 800 nm, 850nm
und 880 nm

» Scanbereich von 75pum x 150pum

* subzellulare Aufldsung

Autofluoreszenz-Emissionsspektren / Auflésung

2nm (zwischen 367nm bis 627 nm)



Tumor-Zellmodelle:
Kultivierungs- und MelRablauf
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Spektrales Imaging

Tumor-Zellmodelle der Autofluoreszenz

Stunden nach Induktion
U251MG Oh 16h 39h 64h 88h
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20 478 20 478 20 20 20 478
H H 478 ] 478 w
2 458 2 458 H) 458 2 458 3 458
= = = = =
o] = [ =
@15 g IR T H e g2 18
£ 2 2 ’ £ z
= =10 £ \ = 10 =
- w 10 \ ™ -
- = - % - b
Qs ° s @ osd | W ° 0.5 S 05
b b " \«\_\ S F

PTEN

w20 478 w20 w20 478 20 478 (L]
2 458 2 478 2 H 458 & a78
£ = 458 z 458 = g Y
0] %) ] =
& 15 E 15 £ 15 ¥ o1s £ 15
2 2 H] 1 -
= = = = =
£ = £ E £
1.0 M1

b 10 10 10 . M
- - - - &
=] Q a -]
w05 Mos ™ os w 0F w05

0ot ! 0.0 0.0 0.0 0.0

400 450 500 50 600 &0 400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650 e 40 s00 50 S0
nm emission nm emlssion nm emission nm emlisslion nm emission




Isogenes Multivariate Datenanalyse

Score Plot PC 1

Glioblastom-Modell Anregung 750

Samples/Scores Plot of data

L L L L L L L
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© Kessler et.al.: Prozessanalytik, Hochschule Reutlingen-Reutlingen University
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Isogenes

Synchroni

Glioblastom-Modell Analyse M

Zellzyklus

DNAINTEGRIOTY
GE ﬂﬂﬂﬂﬂ
START
5-Phase
End DNA synthesis Onzet DNA synthesis

Phasen- Synchronisation
(Vereinheitlichung der Zellpopulation)

1) Serumentzug: Arretierung G, — Phase
2) Serumzugabe: Synchronisierte Proliferation bis zu 60h

sation
itochondrien

Mitochondriale Dynamik

Fission
Metabolic
capacity
Multiple High
heterogeneous

Biogenesis @ﬁochondﬂa Low
Interconnected O \

&

mitochondrial network

: Oi Z"I'urnover

Biogenese von Mitochondrien

» Wachstum, Teilung und Mitophagie
(turnover).

fusion / fission: Generierung von
heterogenen Mitochondrien oder von
mitochondrialen Netzwerken in
Abhangigkeit der pyhsiologischen
Bedingungen.

Fusion

>

Westermann et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2010,
Mitochondrial fusion and fission in cell life and death
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Isogenes Synchronisation

Glioblastom-Modell NADH (geb. / frei)

Verhéltnis von freiem zu gebundenem NADH [exc 750 nm] [Kin 4]
Mittelwerte, normiert
Peak 1 [445-456] = Protein-gebundenes MADH Peak 2 [470-495] = freies MADH
. . Komnt-I: Mittelaerte P e 2P eak 1 Kont, 13 Mittelnerte Peak 2P eak 1
» Synchronisierung = s = i3
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Isogenes Analyse

Glioblastom-Modell NADH (geb. / frei)

Einzelzellanalyse NADH (Verhaltnis geb./frei): Veranderung tber die Kultivierungsdauer
> 100 Zellen

Kont-l [Peak 2 / Peak 1]
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Isogenes Analyse

Glioblastom-Modell NADH (geb. / frei)

Einzelzellanalyse NADH (Verhaltnis geb./frei): Veranderung tber die Kultivierungsdauer
> 100 Zellen

TP53-l [Peak 2/ Peak 1]

126{ OB 16h 39h 64h 88h
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Isogenes Brustkrebs-Zellmodell:
Wundheilungstest
(Proliferation / Migration)

Ubertragung auf
andere Tumormodelle




Isogenes Brustkrebs-Zellmodell: |
Wundheilungstest
(Proliferation / Migration)

Ubertragung auf

andere Tumormodelle

Wachstumsstrecke in % von Kont [24h]
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Isogenes Brustkrebs-Zellmodell: &%

Ubertragung auf Autofluoreszenzmessungen
andere Tumormodelle

werT Mol 0= 45N e = WCET MpodD O o 4EN e =

B E R

o B
Iinbmuty

Intmuty

W

MR 2T 04BN e ! WCE-T B D0 SEN T

T of DnbeTeis
Tl Dol
" " "

Tl Lindieiiee
i n " ]

S T b teee

“h—h—a—h—h—i—l

T AT o i o b

werT Kondd: 0 = 45 = wor-T Miped: O = 4B = worT pETd 0= 4B e = \ wor-r Gen 1 0 R = mor-T Gem 2 0+ 4B MCE-T D 3 0 e mE

& o’ % e Tinbmstm
" oo@ oW h
I;ﬂ & % g’ Dinbmstiom
& g’ % o Xk sl
" @ 3 "
Hal' T oof Lindvieiis
u
W
[ 5
.r-’:lf
& g’ % o Xk sl
W

O A i TR
FEEE I NiFEw —Fmw=am | | — mazam  EatimoEm ] | PR Gae3433

i TR

[ E— e | | T T Ty | EIrs

1. Reihe: Emissionsspektren der parallel gemessenen Zellen — Hohenunterschiede = Intensitatsunterschiede

2. Reihe: normierte Emissionsspektren der parallel gemessenen Zellen — jeder Emissionskurvenpunkt in % der Gesamtsumme der Intensitaten aller
Kurvenpunkte einer Zelle

3. Reihe: Mittelwert der normierten Emissionsspektren aller parallel gemessenen Zellen (= Mittelwerte aus mittlerer Reihe)
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Ubertragung auf Isogenes Brustkrebs-Zellmodell

andere Tumormodelle MVDA der MCF-7 Spektren

MCF-7 normiert Spektren
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RESULT2, X-expl: 47%.23%
K = Kontroll-Zelllinie | = Gen 1 (Kandidatengen)
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B Kultivierung
3D-Tumorspharoide Mikroskopie

Spharoid-Kultivierung (Agarose) Mikroskopische Analyse - ApoTome
MCF-7 / MCF-10A / 72h

80000 40000 20000




Ausblick

» Zellmodell-Entwicklung und genetische Screens:
- Expression von klinisch relevanten Mutationen, neue Krebskandidatengene

* Hochaufldsende subzellulare spektral Analysen im Glioblastom-Zellmodell
- Analyse der Organisation von Proliferation und Metabolismus in Tumorzellen
- Mitochondrien-Analyse: Korrelation Morphologie / metabolischer Zustand in Bezug
zu rekombinant exprimierten Kandidatengenen
- Mischkulturen

» Spektrale Analysen im 3D-Tumormodell
- Kultivierung von Sphéaroiden
- Vitalitatsmessung uUber Proliferationsassays
- 3D spektrale Analysen

« Zielmolekilentwicklung
- Validierung identifizierter Krebskandidatengene



