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Molekularbiologische Methoden erm�glichen die rationale
Synthese von Biopolymeren wie Proteinen und Antik�rpern,
die zielgerichtet ihren Wirkort erreichen. Die Erforschung
von Zellaufnahme und Gewebeselektivit%t derartiger Ma-
kromolek'le ist eines der wichtigsten Felder der modernen
Wirkstoffentwicklung, z.B. f'r das Design tumorspezifischer
wachstumshemmender Substanzen. Interessanterweise gelten
%hnliche Prinzipien wie f'r die Zellaufnahme auch f'r die
intrazellul%re Verteilung exogener Substanzen.[1] Beispiels-
weise sollte eine Verbindung, die gegen DNA oder DNA
prozessierende Enzyme wirkt, idealerweise ausschließlich im
Zellkern lokalisiert sein. Eine solche korrekte Lokalisierung
verringert unerw'nschte Nebeneffekte, die von einer Wech-
selwirkung mit anderen Zielstrukturen in der Zelle herr'hren
k�nnten. Wir ben�tigen daher Techniken, die Einblick in die
intrazellul%re Verteilung von Wirkstoffen zu geben verm�-
gen. In der Natur werden die Aufnahme und der Transport
von Metallionen streng durch Metallochaperone kontrolliert
und reguliert.[2] Besonders der zellul%re Verkehr von Kup-
ferionen, die z.B. mit der Menkeschen oder Wilsonschen
Krankheit in Verbindung gebracht werden, ist mittlerweile
sehr gut verstanden.[3] Dagegen ist die intrazellul%re Lokali-
sierung exogener Metallkomplexe, vielleicht mit Ausnahme
antitumorwirksamer Platinkomplexe, noch sehr wenig er-
forscht. So wurde 'ber die Entwicklung k'nstlicher Metallo-
chaperone f'r die gerichtete intrazellul%re Verteilung von

Metallkomplexen erst vor wenigen Jahren berichtet.[4,5] F'r
toxische Metallionen w%re die DNA im Zellkern eine be-
sonders empfindliche Zielstruktur, da sie die genetische In-
formation der gesamten Zelle enth%lt.
Der Zellkern von Eukaryoten ist durch die Zellmembran

gesch'tzt. Ihre Poren sind jedoch groß genug, um die passive
Diffusion kleiner Molek'le zu erm�glichen. Alberto und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass 99mTc-Ionen in einem Kon-
jugat mit Pyren als Interkalator selektiv an der zellul%ren
DNA gebunden werden und diese durch Abgabe von Auger-
Elektronen mit kurzer Reichweite spalten k�nnen.[6] Im
Rahmen eines rationalen Ansatzes bietet es sich auch an, die
zellul%re Maschinerie f'r den Transport von Metallionen in
den Zellkern zu nutzen. Zellul%re Lokalisationssignale (nuc-
lear localisation signals, NLS) sind kleine Peptide, die als Teil
gr�ßerer Proteine von dieser Maschinerie in den Zellkern
transportiert werden.[7] Vor allem das SV40-Antigen-NLS
wurde ausgiebig studiert. Es hat die prim%re Aminos%urese-
quenz Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val und wurde in Zellkern-
lokalisierungsstudien zusammen mit einer Vielzahl von
Zielmolek'len, unter anderem Proteinen, DNA, RNA, Pep-
tidnucleins%uren (PNAs) und sogar Goldnanopartikeln ein-
gesetzt.[8]

Wir haben vor kurzem 'ber Biokonjugate aus dem Co-
baltoceniumkation und NLS sowie deren Kernlokalisierung
mit Fluoreszenzmikroskopie berichtet.[9] Eine m�gliche
Kritik an dieser (und %hnlichen) Arbeiten ist, dass der Fluo-
reszenzfarbstoff, der einerseits f'r die Detektion notwendig
ist, auf der anderen Seite die Zellaufnahme und auch die in-
trazellul%re Lokalisierung des Konjugats beeinflusst. Es w%re
sicherlich eleganter, direkt den Metallkomplex innerhalb der
Zelle zu detektieren. Zu diesem Zweck wurde der Einsatz
von Atomabsorptionsspektroskopie (AAS),[10,11] induktiv
gekoppelter Plasmamassenspektrometrie (ICP-MS),[12,13]

R�ntgenfluoreszenz,[14,15] und optischer Fluoreszenzmikro-
skopie f'r nichtradioaktive Metallionen und ihre Komplexe
vorgeschlagen.[16,17] Die letztgenannte Methode ist sicherlich
nicht allgemein anwendbar, setzt sie doch einen fluoreszie-
renden Metallkomplex voraus. Um R�ntgenfluoreszenz mit
der geforderten r%umlichen Aufl�sung messen zu k�nnen,
sind eine leistungsstarke Synchrotonquelle und eine ent-
sprechende Messanordnung notwendig.[15] Dar'ber hinaus
m'ssen die zu untersuchenden Zellen fixiert werden, was
m�glicherweise zu einer unerw'nschten intrazellul%ren Um-
verteilung der Verbindungen f'hren kann, wie f'r die Klasse
der kleinen kationischen Zellaufnahmepeptide (cell pene-
trating peptides, CPPs) gezeigt wurde.[18] Diese Eberlegungen
lassen AAS und ICP-MS als die praktikabelsten und am
breitesten anwendbaren Methoden zur direkten Untersu-
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chung der Verteilung von Metallionen innerhalb lebender
Zellen erscheinen.
Hier beschreiben wir, wie Peptide und PNAs als biologi-

sche Vektoren zur Zellaufnahme und Kernlokalisierung von
Cobaltkomplexen genutzt werden k�nnen. AAS ist die Me-
thode der Wahl zur direkten Quantifizierung der Aufnahme
und zellul%ren Lokalisierung der Konjugate. Als Metall f'r
diese Studie wurde Cobalt ausgew%hlt, da es nur wenig to-
xisch ist,[19] der nat'rliche Cobalthintergrund gering ist und
außerdem in Form von Cyanocobalamin (Vitamin B12) eine
gut geeignete Vergleichsverbindung zur Verf'gung steht.
Schließlich wurde der Bis(picolyl)amin-Ligand (bpa, 1) ge-
w%hlt, da er stabile Komplexe mit vielen Metallionen bildet,
deren Eigenschaften schon ausf'hrlich dokumentiert
sind.[20,21] Dar'ber hinaus sind Carboxylat-funktionalisierte
bpa-Liganden wie 2 (Ester) und 3 (freie S%ure) sehr gut zu-
g%nglich.[5,22] .
Die Synthese der in dieser Arbeit untersuchten Biokon-

jugate ist in Schema 1 gezeigt. Die Oligomere bpa-NLS (4),

bpa-PNA (5) und bpa-PNA-NLS (6) wurden durch Fmoc-
Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis,
SPPS; Fmoc= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) ausgehend von
der bpa-S%ure 3 hergestellt. Alle neuen Konjugate wurden
mit HPLC an reverser Phase und MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie charakterisiert.[5,9,23] Die Sequenzen der Oli-
gomere sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Zus%tzlich wurde die Wechselwirkung der PNA enthal-

tenden Oligomere 5 und 6 mit dem komplement%ren DNA-
18mer 7 durch UV-Schmelzexperimente charakterisiert.[24]

Die Resultate zeigen wie erwartet eine Duplexbildung von
5·7 (Schmelztemperatur Tm= 29.7 8C) und 6·7 (Tm= 36.1 8C,
siehe auch Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Die
Differenz DTm= 6.3 8C schreiben wir einer anziehenden
elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem positiv ge-

ladenen NLS-Peptid und dem 'berh%ngenden, negativ gela-
denen 5’-Ende der DNA im Duplex 6·7 zu.
Der bpa-Ligand bildet mit vielen zweiwertigen Metallio-

nen stabile Komplexe. Die in dieser Arbeit untersuchten
[Co(bpa)]-Komplexe wurden in situ durch Mischen %quimo-
larer Mengen der bpa-Ligandkonjugate und Co(NO3)2 er-
halten. Um Einblick in die Koordinationsweise und die
Strukturparameter dieser Komplexe zu erhalten, wurde der
CoII-Komplex des bpa-Esters, 2Co, isoliert (siehe auch
Schema 1) und r�ntgenkristallographisch charakterisiert. Die
Molek'lstruktur von 2Co ist in Abbildung 1 gezeigt. 2Co ent-

h%lt im Festk�rper diskrete, einkernige Komplexe mit einem
sechsfach koordinierten Cobaltatom. Die N3O3-Koordinati-
onssph%re desMetallzentrums wird von drei Stickstoffatomen
des bpa-Liganden und drei Sauerstoffatomen zweier Nitrat-
ionen gebildet. Der Winkel zwischen den beiden Ebenen der
Pyridinringe des bpa-Liganden, der facial koordiniert ist,
betr%gt 72.48.

Schema 1. Synthese der verwendeten Verbindungen; siehe Tabelle 1
f'r die Sequenzen der Biokonjugate 4–6. SPPS=Festphasensynthese
(solid phase peptide synthesis), Ahx= w-Aminohexans&ure, NLS=Pro-
Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-NH2, PNA= tgttatcc. Alle Metallkomplexe sind
mit dem tiefgestellten Index „Co“ gekennzeichnet.

Tabelle 1: Die Sequenzen der in dieser Studie verwendeten Verbindun-
gen und Oligomere.[a]

Nr. Abk'rzung Verbindung/Sequenz

1 bpa Bis(picolyl)amin
2 bpa-CH2-(p-C6H4)-C(O)-OMe
3 bpa-CH2-(p-C6H4)-C(O)-OH
4 bpa-NLS bpa-CH2-(p-C6H4)-C(O)-Ahx-Pro-Lys-Lys-Lys-

Arg-Lys-Val-NH2

5 bpa-PNA bpa-CH2-(p-C6H4)-C(O)-Ahx-tgttatcc-Lys-NH2

6 bpa-PNA-NLS bpa-CH2-(p-C6H4)-C(O)-Ahx-tgttatcc-Gly-Gly-
Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-NH2

7 DNA18 5’-TAGGGATAACAGGGTAAT-3’

[a] Kleine Buchstaben (a, c, t, g) kennzeichnen PNA- und große Buch-
staben DNA-Monomere (A, C, G, T). F'r Aminos&uren wurde der 'bliche
Drei-Buchstaben-Code verwendet. Alle Peptidsequenzen wurden vom N-
zum C-Terminus geschrieben (von links nach rechts). Der zu PNA 5 und
6 komplement&re Teil der DNA 7 ist fett gedruckt.

Abbildung 1. Molk'lstruktur von 2Co. Die Wasserstoffatome sind nicht
abgebildet. Ausgew&hlte Bindungsl&ngen [M] und -winkel [8]: Co(1)–
N(1) 2.074(6), Co(1)–N(8) 2.197(5), Co(1)–N(15) 2.109(5), Co(1)–
O(31) 2.140(6), Co(1)–O(41) 2.120(5), Co(1)–O(42) 2.208(5), N(1)-
Co(1)-N(15) 111.7(2), N(8)-Co(1)-N(1) 77.6(2), N(8)-Co(1)-N(15)
76.54(19), N(8)-Co(1)-O(41) 85.87(18), N(8)-Co(1)-O(31) 157.7(2),
N(8)-Co(1)-O(42) 108.20(18), O(31)-Co(1)-O(42) 89.69(19), O(41)-
Co(1)-O(42) 59.22(19).

Zuschriften

970 www.angewandte.de � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2008, 120, 969 –973

http://www.angewandte.de


Die Zellaufnahmeexperimente der Cobalt-Konjugate
wurden an HT-29-Dickdarm-Karzinomzellen nach einer In-
kubationszeit von 6 und 24 Stunden mit 50 mm L�sungen der
Verbindungen durchgef'hrt (Abbildung 2a). Der Gehalt der
Verbindungen in den Zellen und Zellkernen wurde durch
Messung der absoluten Cobaltmengen an ganzen Zellen oder
isolierten Zellkernen durch Atomabsorptionsspektroskopie
bestimmt. Der Cobaltgehalt ganzer Zellen wurde auf den
Gesamtproteingehalt der Zellen normalisiert (pmol Cobalt
pro mg Zellprotein, Abbildung 2a). In diesen Zellaufnahme-
studien wurde Cyanocobalamin (Vitamin B12, 8) als stabile,
nichttoxische Referenzsubstanz eingesetzt. In separaten Ex-
perimenten wurden die Zellkerne durch Dichtegradienten-
zentrifugation abgetrennt, und der Cobaltgehalt der Kerne
wurde ebenfalls durch AAS nach 24 Stunden bestimmt. In
diesem Fall wurde die Cobaltmenge auf den Proteingehalt der
Zellkerne normalisiert (pmol Cobalt pro mg Zellkernprotein,
Abbildung 2b). In Abh%ngigkeit von der Zellpr%paration
schwankt das Verh%ltnis von Kern- zu Zellproteingehalt.
Obwohl das Verh%ltnis von Cobalt zu Proteinen in jeder
Bestimmung zuverl%ssig bestimmbar und gut reproduzierbar
war, kann kein allgemein g'ltiger Konversionsfaktor zwi-
schen dem Cobaltgehalt in den Abbildungen 2a und 2b an-
gegeben werden. Gr�ßenordnungsm%ßig betr%gt die Menge
an Proteinen im Zellkern etwa 10–20% der gesamten Pro-
teinmasse einer Zelle.
Das Detektionslimit von Cobalt in unseren AAS-Expe-

rimenten betr%gt 0.014 mm (0.82 mgL�1) f'r eine typische
Zellsuspension, wie sie in unseren Zellaufnahmestudien ein-

gesetzt wurde, und 0.023 mm (1.35 mgL�1) f'r eine Suspension
der Zellkerne. Die Ergebnisse in Abbildung 2 entsprechen
jeweils dem Mittelwert zweier unabh%ngiger Experimente,
die an unterschiedlichen Tagen mit jeweils frisch zubereiteten
L�sungen der Verbindungen an unterschiedlichen Zellgene-
rationen durchgef'hrt wurden. Das h�here Detektionslimit
f'r Cobalt in den Kernfraktionen ist auf einen h�heren sys-
tematischen Hintergrund in allen Messungen zur'ckzuf'h-
ren, der wahrscheinlich von dem relativ hohen Phosphatge-
halt der DNA herr'hrt, der naturgem%ß nur in den Zell-
kernpr%parationen gefunden wird.
Als metallorganische Referenzverbindung ist 8 sicher

besser geeignet als einfache Metallsalze. In der Tat wird Co-
(NO3)2 von den HT-29-Zellen in wesentlich gr�ßerer Menge
als alle anderen untersuchten Verbindungen aufgenommen,
m�glicherweise nach Bindung an Transferrin oder 'ber die
Aufnahme durch Ionenkan%le (keine Daten gezeigt). Diese
beiden Mechanismen stehen unseren Metall-Biokonjugaten
jedoch nicht zur Verf'gung. Wie Abbildung 2 zeigt, verdop-
pelt sich die Menge von Cobalt in den Zellen zwischen 6 und
24 Stunden in etwa, unabh%ngig von der Natur der einge-
setzten Cobaltverbindungen. Interessanterweise werden alle
bpa enthaltenden Verbindungen in deutlich h�heren Mengen
als Vitamin B12 in die Zellen aufgenommen. Die zellul%re
Aufnahme der [Co(bpa)]-Komplexe steigt in der Reihenfolge
2Co< 4Co< 5Co� 6Co. Die absoluten Unterschiede treten bei
Aufnahme in die Zellkerne noch deutlicher hervor: So ist die
Konzentration von 5Co in den Zellkernen etwa 14-mal h�her
als die von 2Co, in der gesamten Zelle hingegen nur etwa 4-
mal.
Aus bekannten Zellparametern wie dem mittleren Pro-

teingehalt der Zellen und dem mittleren Zellvolumen kann
die intrazellul%re molare Konzentration der Testverbindun-
gen aus dem bestimmten Metallgehalt (pmol Metall pro mg
Protein) berechnet werden.[25] F'r die Verbindungen mit den
h�chsten Aufnahmeraten (5Co und 6Co nach 24 h) werden in-
trazellul%re Konzentrationen von > 70 mm gefunden, wohin-
gegen nur ca. 6 mm bei den Verbindungen mit der niedrigsten
Zellaufnahme nach 6 h erreicht werden (2Co nach 6 h). Auch
alle anderen Verbindungen erreichen intrazellul%re Konzen-
trationen < 50 mm, die somit geringer sind als die extrazellu-
l%re Konzentration w%hrend der Inkubationszeit. Die Tatsa-
che, dass die Konjugate 5Co und 6Co in Konzentrationen
> 50 mm in den Zellen angereichert werden, k�nnte ein Hin-
weis auf einen aktiven Zellaufnahmeprozess sein. Dieser
Befund ist insofern von Interesse, als die intrazellul%ren
Konzentrationen selbst sehr aktiver Wirkstoffe, z.B. Cispla-
tin, 'blicherweise deutlich unterhalb der extrazellul%ren
Konzentration liegen.[13,26] Wie wir bereits fr'her berichteten,
wird die Zellaufnahme von metallhaltigen Wirkstoffen er-
heblich durch die Eigenschaften des Liganden und die
Ladung des Zentralatoms beeinflusst.[27] Wir interpretieren
die relativ niedrige Aufnahme der hier untersuchten Verbin-
dungen als eine Folge der hydrophilen Natur der Peptide.
Andererseits kann erwartet werden, dass die Cobaltkomplexe
nach Verdr%ngung der Nitratliganden durch Wasser positiv
geladen vorliegen. Interessanterweise erh�ht die Gegenwart
von PNA die Aufnahme der Konjugate erheblich. Dies ist
erstaunlich, da in fr'heren Arbeiten generell eine relativ

Abbildung 2. a) Zellaufnahme in HT-29-Zellen nach 6 und 24 h Inkuba-
tion mit 50 mm L?sungen von 2Co, 4Co, 5Co, 6Co und 8Co ; b) Aufnahme in
die Kerne der HT-29-Zellen nach 24 h Inkubation mit 50 mm L?sungen
von 2Co, 4Co, 5Co und 6Co. Zu beachten ist die unterschiedliche Einheit
der y-Achse, die auf die Masse der Zellproteine in (a), jedoch auf den
Zellkernproteingehalt in (b) normiert ist. Siehe Text und Experimentelles
f'r eine detaillierte Beschreibung.
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schlechte Aufnahme von PNA-Oligomeren in S%ugerzellen
beobachtet wurde, und wird noch zu diskutieren sein.
Um auszuschließen, dass die beobachtete erh�hte Auf-

nahme von zelltoxischen Eigenschaften der Konjugate her-
r'hren, wurde die Cytotoxit%t von 2Co und 4Co bestimmt.
Selbst bei Konzentrationen bis zu 100 mm wurden keine to-
xischen Effekte beobachtet (Daten nicht gezeigt). Damit
kann eine Sch%digung der Zell- oder Kernmembranen durch
apoptotische oder nekrotische Prozesse und damit einherge-
hend eine erh�hte Aufnahme der Metallkomplexe in die
Zellen und Zellkerne ausgeschlossen werden.
Aus den oben beschriebenen Experimenten ziehen wir

eine Reihe von Schlussfolgerungen: Die Atomabsorptions-
spektroskopie ist als metallselektive Detektionsmethode f'r
derartige Untersuchungen gut geeignet und ausreichend
empfindlich. Typische experimentelleWerte lagen im Bereich
von 0.2 bis 0.6 mm Co und damit wenigstens 10-mal h�her als
das Detektionslimit der Methode. Die eingesetzten Biokon-
jugate f'hren zu signifikant verschiedenen Metallkonzentra-
tionen. Wir werten dies als Hinweis darauf, dass die Peptide
zumindest w%hrend der Zeit der Zellaufnahme an die Co-
baltionen koordiniert bleiben. Im direkten Vergleich zeigen
die NLS-Konjugate eine deutlich bessere Aufnahme als das
unsubstituierte [Co(bpa)]. Dies ist ein unerwarteter Befund,
da das NLS-Peptid alleine kein guter Vektor f'r die Zell-
aufnahme von Biokonjugaten ist.[28] Andererseits haben wir
bereits demonstriert, dass ein kovalent an den N-Terminus
von NLS gebundener, kationischer metallorganischer Kom-
plex zu einer erheblich verbesserten Aufnahme dieser NLS-
Konjugate f'hrt.[9] Zus%tzlich zeigen wir hier nun, dass die
Eigenschaft der Kernlokalisierung von NLS-Peptiden durch
den kovalent gebundenen Metallkomplex nicht wesentlich
beeinflusst wird.
Es mag weiterhin erstaunen, dass die PNA-Konjugate

noch besser als die [Co(bpa-NLS)]-Konjugate von den HT-
29-Zellen internalisiert werden. Die Kombination aus NLS-
Peptid und PNA-Oligomer bringt hingegen keine weitere
Verbesserung gegen'ber PNA alleine. Zumindest im Hin-
blick auf die Zellaufnahme scheinen die Eigenschaften der
Konjugate somit von der PNA, und nicht vom NLS-Peptid,
dominiert zu werden. Bisher stand eine generell niedrige
Zellaufnahme dem Einsatz von PNA-Oligomeren als Anti-
sense-Wirkstoffen entgegen. Zur L�sung dieses Problems
wurde eine Vielzahl von Vorschl%gen gemacht:[28,29] So be-
richteten Kr%mer und Mitarbeiter 'ber eine erh�hte zellul%re
Aufnahme von PNA-Oligomeren, an die N-terminal ein Zn2+-
Terpyridin-Komplex gebunden ist.[17] Diese Resultate wurden
jedoch mit Durchflusscytometrie und Fluoreszenzmikrosko-
pie von organischen Farbstoffen erhalten und k�nnen somit
nur als indirekter, nicht quantitativer Nachweis gelten. In
einer umfassenden Studie untersuchten Nielsen und Mitar-
beiter k'rzlich die Zellaufnahme-Effizienz von PNA-Peptid-
Konjugaten mit einer Vielzahl verschiedener Peptide in
einem Splice-Korrektur-Assay.[28] Dieser Assay ist sicherlich
am besten zur Bewertung der Antisense-Aktivit%t derartiger
Konjugate geeignet, da hierbei direkt ein biologischer Effekt
quantitativ ausgelesen wird. Andererseits h%ngt in diesem
System der beobachtete Antisense-Effekt außer von der
Zellaufnahme der PNA-Peptidkonjugate noch von einer

Vielzahl weiterer Faktoren ab, z.B. RNA-Bindung und all-
gemein der Antwort der zellul%ren Maschinerie. Auch mit
diesem System kann daher nicht direkt auf die Zahl der in
einer Zelle internalisierten Konjugatmolek'le geschlossen
werden.
Wir beobachten weiterhin erhebliche Unterschiede in der

Kernlokalisierung der untersuchten Konjugate. Unsere
Daten zeigen, dass ein erh�hter Transport von Metallen in
den Zellkernen durch die Wahl geeigneter Peptide als Vek-
toren m�glich ist. W%hrend die Verh%ltnisse von 4Co/6Co und
5Co/6Co in Zellen und Zellkernen in etwa %hnlich sind, stellt
sich die Situation f'r das nichtpeptidische [Co(bpa)] erheb-
lich anders dar: Das Verh%ltnis 2Co/6Co betr%gt in den ganzen
Zellen 23%, jedoch nur 7% in den Zellkernen. Die Bildung
eines Biokonjugates aus diesem Komplex mit PNA und/oder
NLS f'hrt also eindeutig zu einer erh�hten Kernlokalisie-
rung. Dieser Befund ist in Einklang mit neueren Studien, bei
denen eine Kernlokalisierung von NLS-Konjugaten mit Co-
baltoceniumkationen, Nucleotiden und Platinverbindungen
gefunden wurde.[9,30] Bei der Kernaufnahme wird kein we-
sentlicher Unterschied zwischen den DNA-Konjugaten 5Co
und 6Co beobachtet, jedoch zeigen beide eine h�here Tendenz
zur Kernlokalisierung als das NLS-Konjugat 4Co. Beachtet
werden sollte schließlich, dass nur ein relativ geringer Anteil
(< 10%) der gesamten Menge an Konjugaten den Zellkern
erreicht. Dies ist jedoch in Ebereinstimmung mit den Be-
funden f'r andere Metallkomplexe wie Cisplatin, von denen
auch nur ca. 5% in den Kernen der behandelten Zellen ge-
funden werden.
Wir haben den Einsatz von Peptiden und Peptidnuclein-

s%ure-Oligomeren als Vektoren f'r die Zellaufnahme und
den Kerntransport von Metallkomplexen untersucht. Die
Atomabsorptionsspektroskopie bew%hrt sich in diesen Ex-
perimenten als empfindliche, metallspezifische Detektions-
methode. Im Vergleich mit in fr'heren Studien eingesetzten,
indirekten Methoden wie Fluoreszenzmikroskopie oder
Splice-Korrektur-Assays erweist sich die AAS als eine Me-
thode, mit der die intrazellul%re Konzentration der Konjugate
direkt und akkurat bestimmt werden kann. Sie eignet sich
somit hervorragend zur Bestimmung der Aufnahmeeffizienz
jedweder metallhaltiger Biokonjugate und wird von uns in
dieser Arbeit zum ersten Mal zur Untersuchung der zellul%-
ren Aufnahme von Peptiden und PNA-Oligomeren einge-
setzt. Wir finden f'r die besten Systeme in dieser Studie eine
Akkumulation von 'ber 150% gegen'ber dem Zellkultur-
medium.
Wir haben bereits 'ber den Einsatz von Metall-bpa-

Komplexen zur Spaltung von DNA berichtet.[20] Zusammen
mit den hier vorgestellten Ergebnissen sollte es m�glich sein,
solche Metallkomplexe, f'r die eine biologische Aktivit%t
(z.B. DNA-Spaltung ex vivo) nachgewiesen wurde, selektiv in
den Kern von lebenden Zellen zu steuern, wo sie dann ihre
Aktivit%t auch gegen'ber zellul%rer DNA in vivo aus'ben
k�nnten.

Experimentelles
Ausf'hrliche experimentelle Daten sind in den Hintergrundinfor-
mationen dokumentiert.

Zuschriften
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4 : C66H107N19O9,M = 1310.68 gmol�1, MS (ESI-pos.): m/z = 655.7
[M+2H]2+, 437.26 [M+3H]3+; 5 : C118H151N47O30,M = 2707.76 gmol�1,
MS (MALDI): m/z = 2707.1 [M+H]+; 6 : C156H221N61O38, M =

3558.81 gmol�1, MS (MALDI): m/z = 3558.2 [M+H]+.
R�ntgenstrukturanalyse: Kristalldaten f'r 2Co : Rosarote Kris-

talle von 2Co, C21H21CoN5O8, M = 530.36 gmol�1, 0.12 O 0.12 O
0.06 mm3, a = 9.8665(6), b = 14.2680(7), c = 16.7896(8) P, b =
106.13(1)8, V= 2270.5(2) P3, MoKa-Strahlung (l = 0.71073 P), m-
(MoKa)= 6.45 mm�1, 1 = 1.551 gcm�3, monoklin, Raumgruppe P21/c,
Z = 4, T= 100(2) K, 11041 Reflexe gemessen, 3386 davon unabh%n-
gig (Rint= 0.043), 3212 beobachtete Reflexe (Fo> 4s(Fo)), 2Vmax=

62.858, R = 0.0897 (Fo> 4s(Fo)), R = 0.0946 (alle Daten), wR = 0.1661
(Fo> 4s(Fo)), 311 Parameter, Verfeinerung gegen F2, ShelXTL-6.14-
Bruker-AXS-Programmpaket. CCDC 648421 enth%lt die ausf'hrli-
chen kristallographischen Daten zu dieser Ver�ffentlichung. Die
Daten sind kostenlos beim Cambridge Crystallographic Data Centre
'ber www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif erh%ltlich..

Aufnahme in HT-29-Zellen und -Zellkerne: Menschliche HT-29-
Dickdarm-Karzinomzellen wurden in EagleSs-MEM-Zellkulturme-
dium (Sigma) unter Zusatz von NaHCO3 (2.2 gL

�1), Natriumpyruvat
(110 mgL�1), Gentamycin (50 mgL�1) und 10% (v/v) f�talem K%l-
berserum nach Standardverfahren kultiviert. F'r die Aufnahmeun-
tersuchungen wurden die Zellen in 75-cm2-Zellkulturgef%ße bei 37 8C
bei einer Atmosph%renzusammensetzung von 5%CO2 und 95%Luft
bis mindestens 70% Konfluenz gez'chtet. Das Medium wurde durch
10 mL Medium mit den frisch vorbereiteten Komplexen in einer
Konzentration von 50 mm ersetzt. Die L�sungen der Metallkomplexe
wurden in situ durchMischen %quimolarer w%ssriger L�sungen von 4–
6 und Co(NO3)2 (je 50 mm) hergestellt. Es wurden 10 mL dieser
L�sung mit 10 mL ME-Medium auf die gew'nschte Konzentration
verd'nnt. Nach weiterer Inkubation 'ber 6 oder 24 h wurden die
Zellen durch Trypsinierung abgel�st, in 10 mL Phosphat-gepufferter
Salzl�sung mit pH 7.4 (PBS) resuspendiert, durch Zentrifugieren
pelletiert (2000 rpm, 5 min) und zweimal mit PBS gewaschen. F'r die
Aufnahmeuntersuchungen wurden die isolierten Pellets in 1.0 mL
bidestillierten Wasser resuspendiert und mithilfe einer Sonotrode
(Bandelin Sonoplus GM 70) lysiert. Der Cobaltgehalt und der Pro-
teingehalt der Lysate wurden mit bekannten Methoden bestimmt.[10]

Die molare Zellkonzentration wurde wie in der Literatur beschrieben
berechnet.[25] Zur Quantifizierung der Aufnahme in die Zellkerne
wurden die Pellets ebenfalls wie beschrieben bearbeitet.[11]

Cytotoxizit%tsexperimente: Die Effekte der Zellwachstumshem-
mung wurden wie bereits beschrieben untersucht und ausgewertet.[25]

Eingegangen am 30. August 2007,
ver%nderte Fassung am 9. Oktober 2007
Online ver�ffentlicht am 18. Dezember 2007

.Stichw�rter: Cobalt · Medizinische Chemie · N-Liganden ·
Peptide · Peptidnucleins&uren

[1] G. Schatz, B. Dobberstein, Science 1996, 271, 1519.
[2] T. V. OSHalloran, V. C. Culotta, J. Biol. Chem. 2000, 275, 25057;
A. C. Rosenzweig, Acc. Chem. Res. 2001, 34, 119; A. C. Rosen-
zweig, Chem. Biol. 2002, 9, 673; S. Tottey, D. R. Harvie, N. J.
Robinson, Acc. Chem. Res. 2005, 38, 775.

[3] E. Gaggelli, H. Kozlowski, D. Valensin, G. Valensin, Chem. Rev.
2006, 106, 1995; T. Wang, Z. Guo, Curr. Med. Chem. 2006, 13,
525; P. Zatta, A. Frank, Brain Res. Rev. 2007, 54, 19.

[4] Y. Lu, S. M. Berry, T. D. Pfister, Chem. Rev. 2001, 101, 3047.
[5] S. I. Kirin, P. D'bon, T. Weyherm'ller, E. Bill, N. Metzler-Nolte,

Inorg. Chem. 2005, 44, 5405.
[6] P. H%fliger, N. Agorastos, A. Renard, G. Giambonini-Brugnoli,
C. Marty, R. Alberto, Bioconjugate Chem. 2005, 16, 582; P.

H%fliger, N. Agorastos, B. Spingler, O. Georgiev, G. Viola, R.
Alberto, ChemBioChem 2005, 6, 414.

[7] D. G�rlich, I. W. Mattaj, Science 1996, 271, 1513; E. Conti, M.
Uy, L. Leighton, G. Blobel, J. Kuriyan, Cell 1998, 94, 193; D.
G�rlich, U. Kutay, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 1999, 15, 607.

[8] L. J. BrandUn, A. J. Mohamed, C. I. E. Smith, Nat. Biotechnol.
1999, 17, 784; S. Nakielny, G. Dreyfuss, Cell 1999, 99, 677; M. A.
Zanta, P. Belguise-Valladier, J.-P. Behr, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1999, 96, 91; R. Cartier, R. Reszka,Gene Ther. 2002, 9, 157;
A. G. Tkachenko, H. Xie, D. Coleman,W. Glomm, J. Ryan,M. F.
Anderson, S. Franzen, D. L. Feldheim, J. Am. Chem. Soc. 2003,
125, 4700.

[9] F. Noor, A. W'stholz, R. Kinscherf, N. Metzler-Nolte, Angew.
Chem. 2005, 117, 2481; Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 2429.

[10] I. Ott, B. Kircher, R. Gust, J. Inorg. Biochem. 2004, 98, 485.
[11] I. Ott, K. Schmidt, B. Kircher, P. Schumacher, T. Wiglenda, R.

Gust, J. Med. Chem. 2005, 48, 622.
[12] J. S. Becker, M. Zoriy, J. S. Becker, J. Dobrowolska, A. Matusch,

J. Anal. At. Spectrom. 2007, 22, 736.
[13] A. R. Ghezzi, M. Aceto, C. Cassino, E. Gabano, D. Osella, J.

Inorg. Biochem. 2004, 98, 73.
[14] J. B. Waern, H. H. Harris, B. Lai, Z. Cai, M. M. Harding, C. T.

Dillon, J. Biol. Inorg. Chem. 2005, 10, 443; K. S. Campbell, A. J.
Foster, C. T. Dillon, M. M. Harding, J. Inorg. Biochem. 2006, 100,
1194.

[15] C. J. Fahrni, Curr. Opin. Chem. Biol. 2007, 11, 121.
[16] A. R. Cowley, J. Davis, J. R. Dilworth, P. S. Donnelly, R. Dobson,

A. Nightingale, J. M. Peach, B. Shore, D. Kerr, L. Seymour,
Chem. Commun. 2005, 845.

[17] A. Fussl, A. Schleifenbaum, M. Goeritz, A. Riddell, C. Schultz,
R. Kr%mer, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 5986.

[18] J. P. Richard, K. Melikov, E. Vives, C. Ramos, B. Verbeure, M. J.
Gait, L. V. Chernomordik, B. Lebleu, J. Biol. Chem. 2002, 278,
585; M. Lundberg, M. Johansson, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2002, 291, 367.

[19] M. Bragadin, A. Toninello, M. Mancon, S. Manente, J. Biol.
Inorg. Chem. 2007, 12, 631.

[20] S. I. Kirin, C. M. Happel, S. Hrubanova, T. Weyherm'ller, C.
Klein, N. Metzler-Nolte, Dalton Trans. 2004, 1201.

[21] J. Glerup, P. A. Goodson, D. J. Hodgson, K. Michelsen, K. M.
Nielsen, H. Weihe, Inorg. Chem. 1992, 31, 4611.

[22] S. I. Kirin, T. Weyherm'ller, K. Merz, N. Metzler-Nolte, Z.
Anorg. Allg. Chem. 2007, 633, 2706.

[23] S. I. Kirin, F. Noor, N. Metzler-Nolte, W. Mier, J. Chem. Educ.
2007, 84, 108; S. Pfander, R. Fiammengo, S. I. Kirin, N. Metzler-
Nolte, A. J%schke, Nucleic Acids Res. 2007, 35, e25.

[24] T. Kersebohm, S. I. Kirin, N. Metzler-Nolte, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2006, 16, 2964; A. Maurer, H.-B. Kraatz, N. Metzler-Nolte,
Eur. J. Inorg. Chem. 2005, 3207; J. C. Verheijen, G. A. van der
Marel, J. H. van Boom, N. Metzler-Nolte, Bioconjugate Chem.
2000, 11, 741.

[25] I. Ott, H. Scheffler, R. Gust, ChemMedChem 2007, 2, 702.
[26] M. Ravera, C. Cassino, E. Monti, M. Gariboldi, D. Osella, J.

Inorg. Biochem. 2005, 99, 2264.
[27] S. Sch%fer, I. Ott, R. Gust, W. S. Sheldrick, Eur. J. Inorg. Chem.

2007, 3034.
[28] N. Bendifallah, F. W. Rasmussen, V. Zachar, P. Ebbesen, P. E.

Nielsen, U. Koppelhus, Bioconjugate Chem. 2006, 17, 750.
[29] U. Koppelhus, P. E. Nielsen, Adv. Drug Delivery Rev. 2003, 55,

267; P. E. Nielsen, Gene Ther. 2005, 12, 956; U. Koppelhus, S. K.
Awasthi, V. Zachar, H. U. Holst, P. Ebbesen, P. E. Nielsen, An-
tisense Nucleic Acid Drug Dev. 2002, 12, 51.

[30] O. Aronov, A. T. Horowitz, A. Gabizon, M. A. Fuertes, J. M.
Perez, D. Gibson, Bioconjugate Chem. 2004, 15, 814; T. Kubo, Z.
Zhelev, B. Rumiana, H. Ohba, K. Doi, M. Fujii, Org. Biomol.
Chem. 2005, 3, 3257.

Angewandte
Chemie

973Angew. Chem. 2008, 120, 969 –973 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1126/science.271.5255.1519
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.R000006200
http://dx.doi.org/10.1021/ar000012p
http://dx.doi.org/10.1016/S1074-5521(02)00156-4
http://dx.doi.org/10.1021/ar0300118
http://dx.doi.org/10.1021/cr040410w
http://dx.doi.org/10.1021/cr040410w
http://dx.doi.org/10.2174/092986706776055742
http://dx.doi.org/10.2174/092986706776055742
http://dx.doi.org/10.1016/j.brainresrev.2006.10.001
http://dx.doi.org/10.1021/cr0000574
http://dx.doi.org/10.1021/ic048343b
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.200400210
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81419-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81666-9
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.96.1.91
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.96.1.91
http://dx.doi.org/10.1038/sj.gt.3301635
http://dx.doi.org/10.1021/ja0296935
http://dx.doi.org/10.1021/ja0296935
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200462519
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200462519
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200462519
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2003.12.008
http://dx.doi.org/10.1021/jm049326z
http://dx.doi.org/10.1039/b701558e
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2003.08.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2003.08.014
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-005-0649-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2006.01.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2006.01.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2007.02.039
http://dx.doi.org/10.1039/b417206j
http://dx.doi.org/10.1021/ja0571139
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M209548200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M209548200
http://dx.doi.org/10.1006/bbrc.2002.6450
http://dx.doi.org/10.1006/bbrc.2002.6450
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-007-0222-1
http://dx.doi.org/10.1007/s00775-007-0222-1
http://dx.doi.org/10.1039/b313634e
http://dx.doi.org/10.1021/ic00048a032
http://dx.doi.org/10.1002/zaac.200700294
http://dx.doi.org/10.1002/zaac.200700294
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkl1110
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2006.02.071
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2006.02.071
http://dx.doi.org/10.1002/ejic.200500316
http://dx.doi.org/10.1021/bc0000740
http://dx.doi.org/10.1021/bc0000740
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200600275
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2005.08.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2005.08.003
http://dx.doi.org/10.1002/ejic.200700206
http://dx.doi.org/10.1002/ejic.200700206
http://dx.doi.org/10.1021/bc050283q
http://dx.doi.org/10.1016/S0169-409X(02)00182-5
http://dx.doi.org/10.1016/S0169-409X(02)00182-5
http://dx.doi.org/10.1038/sj.gt.3302507
http://dx.doi.org/10.1089/108729002760070795
http://dx.doi.org/10.1089/108729002760070795
http://dx.doi.org/10.1021/bc0499331
http://dx.doi.org/10.1039/b507691a
http://dx.doi.org/10.1039/b507691a
http://www.angewandte.de

