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High Content Analyse - Anwendungen in der Pharmazeu  tischen Biologie
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Viele der heutzutage pharmazeutisch genutzten
Substanzen sind biogenen Ursprungs (Abbil-

dung 1), d.h. sie lassen sich von Naturstoffen

OH
ableiten [1]. Bei diesen biogenen Arzneistoffen Salicin
handelt es sich um Verbindungen, die aus l
Bakterien, Pilzen, Pflanzen und auch Tieren ge- DYDHO o
wonnen werden. Dartber hinaus finden Natur- _ I : T 3
stoffe auch in Form von Substanzgemischen ' .].?! "‘1_"-. IE NS Acetylsalicylsaure
(= Extrakte) eine haufige Anwendung. Abbildung 1: Acetylsalicylsaure, bekannt

als Aspirin® - wahrscheinlich prominentestes
Mit diesen Naturstoffen, den von ihnen Beispiel fir einen Arzneistoff dessen
Grundstruktur urspriinglich aus einer Pflanze
isoliert wurde. Acetylsalicylsaure ist ein
befasst sich die sogenannte Pharmazeutische  chemisches Derivat von Salicin, einem

. . . . ) i sekundaren Pflanzenstoff aus der Weide
Biologie. Hierbei handelt es sich um ein sehr  (salix sp.).

abgeleiteten Strukturen und ihren Gemischen

diverses, interdisziplinares Forschungsgebiet,

das Teilgebiete wie Ethnobotanik, Naturstoffchemie inklusive der Naturstoffanalytik, aber auch
Pharmakologie, Molekularbiologie und Zellbiologie miteinander vereint.

Die Ethnobotanik beschéftigt sich mit der traditionellen Anwendung von Arznei- und Nutzpflanzen,
deren Okologie, Sammlung oder auch Anbau.

In der Naturstoffchemie geht es zum einen um die Isolierung von einzelnen Inhaltsstoffen und
deren Strukturaufklarung. Ein weiterer wesentlicher Aspekt ist die chemische Synthese der
isolierten Strukturen und die Herstellung von Derivaten.

Die Naturstoffanalytik beinhaltet die Quantifizierung und Charakterisierung von Naturstoffen und
ihren Gemischen, die Herstellung von Naturstoff-Extrakten und die Analytik der Extrakte
insbesondere in Hinblick auf ihre Qualitatskontrolle. Darlber hinaus missen Extrakte, sowie
isolierte Einzelverbindungen oder synthetisierte Derivate, pharmakologisch charakterisiert und
Aussagen Uber ihre Toxizitdt getroffen werden. Hierbei kommen Methoden aus der
Pharmakologie, Toxikologie, Molekularbiologie und Zellbiologie zum Einsatz.

Zellkulturmodelle mit Zellen humanen Ursprungs sind deshalb auf diesem Gebiet, wie in fast allen
Forschungsbereichen der Life Sciences, unverzichtbar geworden. Bei der Generierung von Daten
aus Zellkulturmodellen gewinnen Imaging-Verfahren zunehmend an Bedeutung. Durch die
Verwendung von Fluoreszenzfarbungen in Kombination mit automatisierter mikroskopischer
Bildaufnahme und -auswertung lassen sich eine Vielzahl von zellularen Parametern gleichzeitig

bestimmen. Diese Technik wird als so genannte ,High Content Analyse“ bezeichnet [2]. Im
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Gegensatz zu Hochdurchsatzanalysen (,High Throughput Analyse®), bei der meist fiir eine Probe
nur ein einziger oder sehr wenige Parameter ermittelt werden, ist es das Ziel der High Content
Analyse, mdglichst viele Parameter einer Probe (bzw. eines Bildes) gleichzeitig zu bestimmen.
Durch das Erfassen der gré3tmaoglichen Menge an Informationen aus nur einer Aufnahme, werden
auch geringe Veranderungen nicht Ubersehen. Dariiber hinaus sind Prozesse entlang einer
Zeitachse erheblich besser zu charakterisieren. Dies ist die beste Voraussetzung selbst komplexe
Zusammenhange, die nicht auf den ersten Blick ersichtlich sind, aufzuklaren [3]. Voraussetzung ist
natdrlich immer die Aufnahme mdglichst hochwertiger Bilder, welche auch optimal ausgewertet
werden kdnnen. In der pharmazeutischen Forschung ist die High Content Analyse inzwischen eine
der wesentlichen Saulen der Wirkstoffsuche und Toxizitatsbestimmung, die die Zeit von den ersten
Experimenten zu klinischen Tests deutlich verkiirzt und die Anzahl der notwendigen Tierversuche

verringern hilft [2].

Zytotoxizitat

Samtliche Naturstoffextrakte bzw. isolierten oder synthetisierte Verbindungen werden vor ihrer
weiteren Verwendung in anderen Testsystemen auf ihre zytotoxische Aktivitit getestet. Es existiert
eine grofe Anzahl verschiedenster Toxizitdts-Assays, deren Ergebnisse aber allesamt keine
Information Gber Auswirkungen auf Einzelzellebene liefern. Oft setzen sich auch die detektierten
Ergebnisse aus einer Summe mehrerer verschiedener Einzelprozesse zusammen. Hier findet sich
ein typisches Anwendungsgebiet der High Content Analyse: sie liefert Daten Uber mehrere

Parameter gleichzeitig und das alles fir jede einzelne betrachtete Zelle.

a) b)

Kontrolle Cytochalasin A

Aktinintensitat
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Abbildung 2: (a) Caco-2 Zellen (Coloncarcinomzellen) mit blauen Zellkernen (Hoechst
33342), gruinem Aktin (Alexa 488 Phaloidin) und roten Mitochondrien (Mitotracker red). Links
die unbehandelten Kontrollzellen, rechts Zellen die mit 5 uM Cytochalasin A (ein Naturstoff
aus Pilzen, verhindert u.a. die Polymerisation von Aktin) behandelt wurden.

(b) Auswertung des Einfluss von Cytochalasin A auf das Aktingerist der Caco-2 Zellen im
Bild nebenan. Es ist ein deutlicher Anstieg in der Intensitdt der Aktin-Fluoreszenz
festzustellen, welcher auf der strukturellen Verdnderung des Aktingeriists durch die
Behandlung beruht.
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Typische Parameter, die zur Toxizitatsbestimmung herangezogen werden und ganz einfach im
Phasenkontrast betrachtet werden kénnen, sind Verédnderungen bezlglich der Zellzahl und
Morphologie der Zellen. Durch die Verwendung von spezifischen Fluoreszenzmarkern kénnen des
Weiteren typische Zellbestandteile wie beispielsweise der Zellkern, die Mitochondrien und auch
das Aktingerust einer Zelle betrachtet werden (Abbildung 2). Diese Parameter ermdglichen bereits

detaillierte Aussagen tber den Einfluss von Substanzen auf den Zustand der Zelle.

Zellzyklus a)

Kontrolle Cytochalasin A

20 pm

Ein normaler Ablauf des Zellzyklus ist
wichtig fur das Wachstum und die
Teilung von Zellen und unterliegt
einer strengen Regulierung. Der
Zellzyklus von Krebszellen  wird

beispielsweise nicht mehr durch den

Organismus kontrolliert. Die Dauer

eines Zellzyklus ist bei ihnen

Zellzyklus Zellzyklus
gegenuber normalen Zellen -
verandert. Wirkstoffe, die einen ﬁ: E
Einfluss auf  den  Zellzyklus == <
aufweisen,  besitzen  vielfaltiges TN 4N TN 4N
therapeutisches Potential, Abbildung 3: Einfluss von Cytochalasin A auf den

o ) ) Zellzyklus von Caco-2 Zellen. (a) Zu sehen sind die
beispielsweise als Krebs-Medika-  zellkerne (Hoechst 33342) derselben Zellen wie in Abb.
2; links die unbehandelten Kontrollzellen, rechts
behandelt mit 5 uM Cytochalasin A.(b) Auswertung des
Das Stadium des Zellzyklus, in dem Einfluss von Cytochalasin A auf den Zellzyklus der

) ) ) ) Caco-2 Zellen. In der unbehandelten Kontrolle besitzt
die Zellen sich befinden, wird anhand ~ der  GroRteil der  Zellen  einen  doppelten
Chromosomensatz (2N), befindet sich also in der G1-
Phase. Ein kleiner Teil der Zellen besitzt einen
Fluoreszenz der mit einem Fluores- tetraploiden Chromosomensatz (4N, doppelt soviel
. . DNA), befindet sich also zwischen Ende der S-Phase
zenzfarbstoff angefarbten DNA im  ,n4 'Ende der Mitose. Bei den mit Cytochalasin A
Zellkern bestimmt (Abbildung 3). behandelten Zellen sind die Verhéltnisse vollkommen

verschoben.

mente.

der Menge und der Intensitat an

Mikrotubuli

Mikrotubuli sind, wie Aktinfilamente, Bestandteil des Zytoskeletts. Sie spielen aufRerdem eine
wichtige Rolle bei Transportvorgangen in der Zelle und bilden in der Mitose die Teilungsspindel
aus. Es ist bereits eine ganze Reihe an Naturstoffen bekannt, die einen Einfluss auf die
Polymerisierung oder Depolymerisierung von Tubulin besitzen und als sogenannte Mitosegifte
wirken. Hierzu zéhlen beispielsweise Colchicin aus der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale)

oder Paclitaxel (Taxol™) aus der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia), welche als Inhibitoren des
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Mikrotubuli Auf- bzw. Abbaus wirken und als Zytostatika verwendet werden. Neue Substanzen mit

Einfluss auf Mikrotubuli sind dementsprechend interessant als mdgliche Antitumor-Mittel

(Abbildung 4).
a)
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Abbildung 4: Einfluss von Tubulysin A und Epothilon B auf die Mikrotubuli der murinen Mikroglia-
Zellline N11. Tubulysin A und Epothilon B sind beides Naturstoffe aus Myxobakterien. Tubulysin A
verhindert die Polymerisierung von Tubulin und somit den Aufbau von Mikrotubuli. Epothilon B
hingegen verhindert die Depolymerisierung von Tubulin, wirkt also Mikrotubuli stabilisierend. (a) N11
Zellen mit blauen Zellkernen (Hoechst, 33342), rotem Aktin (Alexa 568 Phaloidin) und grinem Tubulin
(anti Tubulin Alexa 488). Links die unbehandelten Kontrollzellen, in der Mitte mit Tubulysin A, rechts
mit Epothilon B behandelte Zellen. (b) Zur Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitat von Aktin (X-

Achse) gegen die von Tubulin (Y-Achse) aufgetragen. Die Unterschiede zwischen dem Einfluss von
Tubulysin A und Epothilon B sind deutlich zu sehen.

Motilitat von Zellen

Gerade Immunzellen, aber auch Epithel- und Endothelzellen, zeigen eine ausgeprégte Fahigkeit
zur Bewegung. Der Einfluss von Substanzen auf die Bewegungsfahigkeit von Zellen lasst sich mit
Hilfe von Imaging-Verfahren leicht bestimmen. Hierbei gibt es zwei verschiedene Assay-Varianten.
Einerseits kann eine Zeitreihe der Zellen anhand aufeinander folgender Bilder aufgenommen
werden und der von den Zellen zurtickgelegte Weg erfasst werden. Hierzu benétigt man allerdings
eine Inkubationseinheit am Mikroskop. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dass die Zellen auf
einen geschlossenen Rasen aus fluoreszierenden Latexkigelchen ausgesat werden. Durch ihre

Bewegung hinterlassen die Zellen kleine Pfade in diesem Rasen, welche analysiert werden
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kénnen (Abbildung 5). Diese Methode hat den Vorteil, dass der Assay an sich im
Inkubationsschrank ablauft und man nur ein Endbild der Pfade aufnimmt. Allerdings wird nicht

sichtbar, ob eine Zelle eventuell zweimal denselben Weg genommen hat.

Neben den vorgestellten Beispielen gibt es natirlich noch eine
weitere gro3e Anzahl an Parametern, die gut mittels High
Content Analyse untersucht werden koénnen. Der Vortell
gegeniber herkdbmmlichen Assays liegt zum einen darin, dass
man Resultate auf Einzelzellebene erhalt. Zum Anderen liefert

jedes einzelne Experiment bereits eine grof3e Menge an Daten.

Und aufgrund dieser Datenfulle zeichnen sich die so erhaltenen

Informationen als sehr verlasslich aus. D e ;
Abbildung  5: Zellen  der
murinen Mikroglia-Zellline BV2
Biologie eine hervorragende Methodik dar, um Aussagen zur ~ Wurden auf einen Rasen von
fluoreszierenden Latexkugel-
Toxizitat, aber auch zu anderen Einflissen von Naturstoffen auf chen ausgesat und haben ihre

Spuren hinterlassen.

Die High Content Analyse stellt somit fir die Pharmazeutische

Zellen treffen zu konnen [4].
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