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Glioblastoma multiforme

» Haufigster bosartiger Hirntumor bei Erwachsenen
- Mittlere Uberlebenszeit nur wenige Monate

» Extreme Malignitat durch inaktive Tumor-Suppressorgene
PTEN und TP53

 Zellen mit mindestens einem aktiven Tumor-Suppressorgen
sind weniger bosartig und reprasentieren moglichen Beginn Y
einer Tumorentwicklung -

PTEN -

* Tumor Modell simuliert unterschiedliche Malignitaten
(Entwicklung an Hochschule Mannheim)

Ziel:
Spektroskopische Charakterisierung und Unterscheidung von
Tumorzellen mit unterschiedlichen Malignitatsstufen.
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Tumor Modell

Wildtyp: U-251 MG, Nr. 09063001 ECACC (European Collection of Cell Cultures)

Zelllinie ,PTEN"
— ﬁ >  Zelllinie ,Kontrolle*
Explantat
Zelllinie , TP53"
© http://hirntumor. biz Glioblastom Tumor Modell:
Glioblastoma multiforme: « Zelllinie Kontrolle entspricht Wildtyp
Tumor-Suppressorgene « Zelllinie PTEN erlaubt gesteuerte Expression
PTEN und TP53 inaktiv des Tumor-Suppressorproteins PTEN
‘l, « Zelllinie TP53 erlaubt gesteuerte Expression
des Tumor-Suppressorproteins TP53
Extreme Malignitéat ‘l'

Modell fur unterschiedliche
Malignitaten / Tumorstadien
(PTEN-, PTEN+, TP53-, TP53+)
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Multimodale Spektroskopie
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Absorbance

Multimodale Spektroskopie an Glioblastomzellen
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Multivariate Datenanalyse:
Extrahiere die wesentlichen Informationen

gemessen berechnet
1600 nm: Reflectance 280 nm: Reflectance 1600 nm 280 nm

Absorbance ¥4 TR IS . .
2% ¥

Etwaslniormation NutZ“Che °"5I ﬁ., o S

i ‘&?,‘*r,\?., o I
redundante Information LW o

Information  **

0.15I ¥
Absorbance S o
Etwas Information Etwas Information
+ +

1.aI i."
keine Information nicht-spezifische
Information

~70

I30
1600 nm 280 nm

Separierung Streuung und Absorption (ASS Tablette)

MCR
ALS

Herausheben einer Losung durch entsprechende Nebenbedingungen

M A M M

N

Reinspektrenmatix

%D” - (reine Komponenten)
N S N N
Datenmatrix Konzentrationsmatrix Fehlermatrix
(Spektren) {Konzentrationsprofile) (Rauschen, unerklart)
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Probenpraparation

Zellkultur Praparation

* Soll: 100 Zellen/mm? auf Quarz Objekttrager » 4% Paraformaldehyde in PBS-

 Kulturmedium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium Puffer (Phosphate Buffered Saline),
(DMEM) + 10% fetales Kalberserum (FCS) 15 Min.

» Hygromycin B (zur Selektion) » Spilen mit dest. Wasser

«37 C,5% CO,  Trocknen

» Doxycyclin zur Induktion (,Tetracyclin-on System®)

Hellfeld Y Lunkelfeld

Glioblastoma multiforme fixiert mit Paraformaldehyd

PHOTON"



Mikrospektralphotometrie UV / VIS

Systeme Zeiss Universalmikroskopspektralphotometer (UMSP)
und Mikroskopspektralphotometer (MPM)

Zeiss UMSP Zeiss MPM

PHOTON"



Aufnahme UV / VIS - Spektren

* Probenset: 10 Zellen je Zelllinie im Zellkern
» Wellenlangenbereich: 230-700nm (in Transmission)
 Objektiv Ultrafluar 32x, Messfeldblende 0,25mm, Xenonbogenlampe

0.65

0.55

0.45 1 Detektor

—_— 5— Messfeldblende
230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 |
Wellenldnge [nm] —.><.:'>®

10.35 i

10.25 |\

0.15

Absorbance

0.05 -

-0.05

Oben:
Beispielspektren der Leuchtfeldblende Lichtquelle
Zelllinie TP53 ohne _ ___ Mikroskopobjektiv
Spektrenvorverarbeitung. s

— Probe

Links: Messung im Zellkern.

Rechts: Schema Messaufbau
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Multivariate Datenanalyse, alle Proben, A =230 - 700 nm
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Fazit

 Die markerfreie Charakterisierung von fixierten Glioblastomzellen auf der Basis
von lateral hochaufgel6ster UV/VIS-Spektroskopie mit Hilfe multivariater Auswerte-
verfahren stellt einen Ansatz dar zur Unterscheidung unterschiedlich maligner
Zelllinien.

» Spektrale Informationen tGber Absorption und Streuung verbessern die Unter-
scheidung der Zell-Linien.

* Die spezifische Detektion unterschiedlich maligner Zellen kdnnte zu einer erheblich
verbesserten Diagnostik und einer préaziseren Therapie am Patienten fuhren.
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Vision: Point-of-Care Testing von Glioblastomzellen
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