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Ein spektrales Fenster in die Zelle
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Die Pharmakaentwicklung — von der chemischen Synthese
uber vorklinische und klinische Untersuchungen bis hin zur
Zulassung — ist ein zeitaufwindiger und kostenintensiver
Prozess. Die Berticksichtigung rationaler Prinzipien bei der
Wirkstoffentwicklung konnte dabei erheblich zur Kosten-
senkung beitragen und insbesondere die Dauer von vorkli-
nischen Untersuchungen verringern. Solche Strategien er-
fordern jedoch detaillierte Kenntnisse iiber die molekularen
Prozesse des Wirkstofftransfers in die Zelle und der Wech-
selwirkungen mit den Zielmolekiilen. Auch wenn struktur-
biologische Methoden und Modellierungstechniken wichtige
Erkenntnisse iiber molekulare Wechselwirkungen von Wirk-
stoffen und Biomolekiilen liefern konnen, bedarf es doch
dariiber hinaus geeigneter Techniken, mit denen sich die
Prozesse von Wirkstoffen in Zellen gleichzeitig auf moleku-
larer und mikroskopischer Ebene verfolgen lassen.

Bereits vor 20 Jahren wurde vorgeschlagen, diese Liicke
durch die Raman-Spektroskopie zu schliefen, die Informa-
tionen iber die molekulare Struktur liefert und nicht auf
bestimmte Probenanordnungen beschrénkt ist, eine wichtige
Voraussetzung fiir In-situ-Untersuchungen. Daher riickten
mit der Entwicklung der konfokalen Raman-Spektroskopie
und der Moglichkeit, Molekiile mit mikroskopischer Auflo-
sung zu detektieren (Raman-Mikroskopie), zelluldre Systeme
und speziell medizinische Anwendungen in den Mittelpunkt
der Forschung. Dabei haben die grundlegenden Arbeiten von
Puppels et al.! eine groBe Zahl von Untersuchungen an
einzelnen Zellen und Gewebe motiviert, die oft auf dia-
gnostische Anwendungen der Raman-Mikroskopie abzielten.
Allerdings folgte dem urspriinglichen Enthusiasmus bald eine
gewisse Erniichterung angesichts der intrinsischen Be-
schrinkungen der Raman-Spektroskopie, die in der relativ
niedrigen Empfindlichkeit und Selektivitdt begriindet sind.
Versuche, diese Nachteile durch Nutzung der (Pri-)Reso-
nanz-Raman-Verstdarkung bei Biomolekiilen zu kompensie-
ren, stellten sich als problematisch heraus, da die erforderli-
chen hoheren Anregungsenergien mitunter zu photoindu-
zierten Zersetzungsprozessen fiihrten.”! Als Konsequenz ist
die Anwendung der Raman-Mikroskopie in der Medizin auf
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einige wenige Nischen beschriankt, trotz weiterer methodi-
scher Fortschritte. Kohdrente Anti-Stokes-Raman-Spektro-
skopie (CARS) und stimulierte Raman-Spektroskopie wur-
den z.B. als bildgebende spektroskopische Techniken weiter
entwickelt.®¥! Beide Methoden zeichnen sich durch eine
deutlich erhohte Empfindlichkeit aus und sind sehr vielver-
sprechend fiir In-situ-Untersuchungen an zelluldren Syste-
men — und damit auch fiir medizinischen Anwendungen.
Allerdings sind beide Methoden technisch sehr anspruchsvoll,
was ihre Nutzungsmoglichkeiten im Routinebetrieb erheblich
einschrankt. Zudem ist die Selektivitdt wie bei der konven-
tionellen Raman-Spektroskopie gering.

Eine erhohte Selektivitit kann jedoch dann erreicht
werden, wenn es gelingt, geeignete spektrale Fenster zu nut-
zen, in denen charakteristische Banden auftreten, die aus-
schlieBlich von der Zielverbindung stammen. Ein moglicher
Ansatz besteht darin, durch spezifische Isotopenmarkierung
der Zielverbindung Schwingungsbanden in einen relativ
»freien“ Bereich des Spektrums zu verschieben. So kann, wie
Raman-mikroskopische Untersuchungen mit deuterierten
Lipidkomponenten gezeigt haben, der Kontrast zwischen den
Signalen der Zielverbindung und dem Untergrund verstirkt
werden.”! Solche Studien konnen wertvolle Informationen
iber spezifische Prozesse in zelluldren Systemen liefern; al-
lerdings steht die Notwendigkeit der Isotopenmarkierung
einer generellen Anwendbarkeit entgegen. Dennoch unter-
streicht dieser Ansatz die Vorziige von spektralen Fenstern.
Markerbanden natiirlicher Reportergruppen, die in spektra-
len Fenstern auftreten, sind die der Streckschwingungen von
CN- und CO-Liganden von Metallzentren, wie sie in ver-
schiedenen Enzymen, unter anderem in Hydrogenasen, zu
finden sind."! Die Banden werden im Bereich von 1900 bis
2100 cm™! beobachtet, sind IR-spektroskopisch selektiv und
ohne stérende Uberlagerung durch die stiirkeren Banden der
Proteinmatrix detektierbar. Diese Methode wurde zur Un-
tersuchung dieser Enzyme in komplexen biologischen Um-
gebungen wie intakten Membranen eingesetzt.”

In einem kiirzlich vorgestellten Raman-mikroskopischen
Ansatz wurde die CO-Streckschwingungsmode fiir eine Blick
in das Zellinnere genutzt,ls] um die Aufnahme und die Ver-
teilung einer pharmakologisch aktiven Verbindung, eines CO
freisetzenden Komplexes (CORM), zu verfolgen.’! CORMs
sind Metallcarbonylkomplexe, die als CO-Reservoir fungie-
ren und die CO-Liganden photoinduziert durch Bestrahlung
im Nah-UV-Bereich freisetzen. Der besondere Vorteil der
CORMs besteht darin, dass die toxische Wirkung von CO
gegen Biomolekiile mit hoher Selektivitét initiiert werden
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kann, was wiederum auBerordentlich bedeutsam fiir die
Krebstherapie ist. Zur Ausschopfung des Potenzials dieser
Verbindungen miissen jedoch die Bedingungen fiir die Auf-
nahme der CORMs durch die Zelle und den intrazelluldren
Transport zum eigentlichen Zielort optimiert werden, eine
Aufgabe, zu der der von Meister et al.’! entwickelte Raman-
mikroskopische Ansatz beitragen kann.

Ziel der Studie war es, Aufnahme und Verteilung von
[Mn(CO);(tpm)]Cl  (tpm = Tris(pyrazol-2-yl)methan) in
menschlichen HT29-Darmkrebszellen zu verfolgen. Die
Verbindung weist eine Raman-aktive CO-Streckschwingung
bei 1963 cm™! auf. Trotz ihrer niedrigen relativen Intensitét
kann diese Bande nach Aufnahme von [Mn(CO);(tpm)]Cl in
einzelnen Zellen detektiert werden, da die weitaus starkeren
Raman-Banden der iibrigen Zellkomponenten mehr als
250 cm™' entfernt auftreten (Abbildung 1). Die Spektren
wurden mit einem konfokalen Raman-Spektrometer aufge-
nommen, wobei die verwendete Anregungsenergie von
532 nm niedrig genug war, um eine Photodissoziation der
CO-Liganden zu vermeiden. Im bildgebenden Modus wurden
unter Verwendung eines motorisierten Prézisionstisches ein-
zelne Zellen mit dem Laserfokus abgetastet, indem von je-
dem Rasterpunkt ein komplettes Spektrum aufgenommen
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Abbildung 1. a) Raman-Spektrum einer HT29-Zelle nach Inkubation
mit [Mn(CO);(tpm)]Cl; b) Intensititsverteilung der CH-Streckschwin-
gungen (rechts; weif}) und CO-Streckschwingung (links; rot); c) eine
Uberlagerung der Bilder in (b); Wiedergabe mit freundlicher Genehmi-
gung von K. Meister.
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wurde. Dadurch konnten gleichzeitig Bilder anhand unter-
schiedlicher Raman-Banden erhalten werden (Abbildung 1).
Die Autoren nutzten dabei die CO-Streckschwingung des
[Mn(CO);(tpm)]Cl und die Umhiillende der CH-Streck-
schwingungen aller Zellbestandteile. Die Intensitétsvertei-
lung der CH-Streckschwingungen ergibt daher ein Bild der
Konturen der Zelle und ihrer Organellen, was sehr gut mit
einem konventionell-mikroskopischen Bild iibereinstimmt.
Die Intensitdt der CO-Streckschwingung spiegelt die Vertei-
lung des Carbonylkomplexes in der Zelle wider. Die Kom-
bination beider Bilder zeigt besonders hohe Konzentrationen
des Komplexes am Zellkern. Dieser Befund ldsst darauf
schlieBen, dass die photoinduzierte cytotoxische Aktivitit
von [Mn(CO);(tpm)]CI'” aus dem Angriff von CO speziell
auf den Zellkern resultiert. Zusétzlich zur lateralen Auflo-
sung konnte auch ein Profil der [Mn(CO);(tpm)]Cl-Vertei-
lung in z-Richtung erhalten werden, was besonders fiir mog-
liche Gewebeuntersuchungen von Interesse ist.

Der hier vorgestellte Ansatz erdffnet interessante Per-
spektiven fiir kiinftige Untersuchungen. So kénnte man ver-
suchen, noch umfassender die Vorteile der Schwingungs-
spektroskopie zu nutzen und aus der Analyse moglicher
spektraler Anderungen der CO-Streckschwingungsmode auf
spezifische Wechselwirkungen des Komplexes mit Zielmole-
kiilen zu schlieBen. Von besonderer Bedeutung ist der Ver-
such, zwischen dem ungebundenen und dem an Biopolymere
gebundenen [Mn(CO);(tpm)]Cl zu unterscheiden. Verglei-
chende In-vitro-Untersuchungen mit gereinigten Proteinen
und DNA koénnten so dazu beitragen, die zelluldren Ziel-
molekiile zu identifizieren. Zudem scheint der Raman-mi-
kroskopische Ansatz auch geeignet, die photoinduzierte CO-
Freisetzung mit mikroskopischer Auslosung zu verfolgen und
Reaktionsprodukte zu bestimmen. Diese Ziele erfordern
vermutlich weitere Maflnahmen zur Verbesserung des Signal/
Rausch-Verhiltnisses. Angesichts der zu erwartenden Er-
gebnisse, die wertvolle Hinweise zur Entwicklung verbesser-
ter CORMs liefern konnen, sind die Anstrengungen jedoch
gerechtfertigt. Im weiteren Sinne ist auch — unabhéngig von
etwaiger pharmakologischer Aktivitit — die ausschlief3liche
Fokussierung auf die Reporterfunktion der metallgebunde-
nen CO-Gruppe interessant, wenn es gelingt, andere Ver-
bindungen und keineswegs nur Wirkstoffe mit einer Metall-
carbonyl-Einheit zu verkniipfen und in Zellen einzufiihren.
Die Prozesse derart markierter Verbindungen in Zellen
konnen dann Raman-mikroskopisch mit einer rdumlichen
Auflosung untersucht werden, die deutlich hoher ist als jene
der TR-Mikroskopie.""! Solche Untersuchungen kénnen ganz
generell zur Aufkldrung zelluldrer Prozesse in der Grundla-
gen- oder anwendungsorientierten Forschung beitragen.
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