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Abstract: Wir pr-sentieren eine umfassende Studie gber neu-
artige, hocheffiziente und bioabbaubare molekulare Trans-
porter. Hierzu entwarfen wir verschiedene kubisch-oktamere
Silsesquioxane („cube-octameric silsesquioxane“, COSS) und
untersuchten deren Zellaufnahme mit Konfokalmikroskopie
und Duchflusszytometrie. Fgr ein mit kompakt angeordneten
Guanidinogruppen funktionalisiertes COSS wurde bereits bei
nanomolaren Konzentrationen eine schnelle Aufnahme in le-
bende HeLa-Zellen beobachtet. Diese effiziente Aufnahme
wurde ebenfalls in Bakterien, Hefen und Archaeen festgestellt.
Der COSS-basierte Transporter war deutlich effizienter als
zellpenetrierende Peptide und zeigte geringe Toxizit-t. Mit
seiner Hilfe wurde der kovalent gekuppelte zytotoxische
Wirkstoff Doxorubicin in lebende Tumorzellen transportiert.
Da die Zellaufnahme eines fluoreszenzmarkierten Transpor-
ters in Gegenwart von Serum erhalten blieb, kçnnte das System
auch als Wirkstofftransporter fgr In-vivo-Anwendungen in-
teressant sein.

Seit Linus Paulings bahnbrechender Publikation in der
Zeitschrift Science[1] im Jahre 1949 wurden beeindruckende
Fortschritte in der molekularen Medizin und in angrenzenden
Disziplinen erzielt. Heutzutage ist eine Vielzahl wirksamer
und selektiver Wirkstoffe verfggbar. Damit ist eine effiziente
Strategie, diese therapeutischen Verbindungen in die Zelle,
insbesondere in den Zellkern zu transportieren, ebenso
wichtig geworden wie die Gestaltung und Optimierung des
Pharmakophors an sich. In Anbetracht der Tatsache, dass
viele der neuen, vielversprechenden Wirkstoffkandidaten wie
Peptide und Proteine wasserlçslich sind, ist der Transport
gber die Zellmembran limitierend fgr ihre medizinische An-
wendung. Daher ist die Entwicklung von Verfahren zum

Wirkstofftransport zu einem wichtigen Feld der biomedizi-
nischen Forschung avanciert. Im Jahr 1994 wurde das erste
zellpenetrierende Peptid („cell-penetrating peptide“, CPP)
als Vehikel fgr den intrazellul-ren Transport beschrieben.[2]

Seitdem wurden CPPs eingehend untersucht und verbes-
sert.[3] Dennoch sind einige Eigenschaften wie Toxizit-t, Sta-
bilit-t und Effizienz der zellul-ren Aufnahme weiterhin op-
timierungsbedgrftig. Da die peptidische Struktur der CPPs
den Raum fgr Verbesserungen einschr-nkt, konzentrieren
sich aktuelle Ans-tze auf Nanopartikel oder nichtpeptidische
niedermolekulare Gergste.[4] Diese einfachen, gleichm-ßig
aufgebauten molekularen Strukturen kçnnen leicht modifi-
ziert werden, wodurch zellpenetrierende Molekgle mit kom-
plett neuen Eigenschaften erzeugt werden kçnnen. Im Un-
terschied zu makromolekularen Transportsystemen wie
(Bio)Polymeren, Dendrimeren, Lipid-basierten oder viralen
Systemen, die entweder bereits Einzug in Produkte gefunden
habe oder sich in klinischen Prgfungen befinden,[4c] bedgrfen
die molekularen Transporter der weiteren Optimierung.
Allgemeine Strategien zur Verbesserung der Zellaufnahme
beinhalten die Reduktion der konformativen Freiheitsgrade
durch Cyclisierung zellpenetrierender Peptide oder die Ver-
wendung von Gergstmolekglen, die die Kontrolle der r-um-
lichen Anordnung der Zellaufnahme-vermittelnden funktio-
nellen Gruppen ermçglichen.[3a, 4d, 5] Interessanterweise wurde
beobachtet, dass der Abstand der geladenen Gruppen vom
Gergst die Effizienz der Zellaufnahme mit beeinflusst.[3c,d, 5c,6]

Wir w-hlten das kubisch-oktamere Silsesquioxangergst
als Ausgangspunkt fgr die Entwicklung neuartiger zellpene-
trierender Verbindungen. COSS sind hochgeordnete orga-
nisch-anorganische Hybridmolekgle mit einem k-figartigen
anorganischen Kern aus abwechselnden Sauerstoff- und Sili-
ciumatomen, der mit 8 organischen Resten funktionalisiert
ist. Diese Struktur, in der geladene Gruppen am kompakten
Kern (0.7 nm)[7] angebunden sind, ermçglicht das Design
eines geladenen, starren und symmetrischen Konstrukts. Im
Allgemeinen werden COSS in verschiedenen medizinischen
Anwendungen, z.B. Gewebekonstruktion oder Oligomeri-
sierung biologisch aktiver Liganden wie Peptide und Koh-
lenhydrate verwendet.[7,8] Sie werden als ungiftig eingestuft,
und die hydrolytische Zersetzung des anorganischen Kerns
unter physiologischen Bedingungen wurde sorgf-ltig unter-
sucht.[7]

Die zellpenetrierenden Eigenschaften eines mit sieben
Ammoniumgruppen funktionalisierten COSS wurden bereits
beschrieben.[7, 9] In frgheren Studien haben wir gezeigt, dass
diese Molekgle den Transport eines funktionellen Peptids in
lebende HeLa-Zellen ermçglichen.[10] Zur Verbesserung
dieses Systems synthetisierten wir eine Reihe neuer COSS-
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basierter molekularer Transporter und untersuchten die
Aufnahmeeffizienz eines kovalent angebunden zytotoxischen
Wirkstoffs.

Die Verbindungen 2–7 wurden in einer zweistufigen
Synthese hergestellt (Schema 1). Dazu wurden das kosten-
ggnstig kommerziell erh-ltliche Oktaammonium-COSS-Hy-
drochlorid 1 mit unterschiedlichen Gruppen funktionalisiert:
a) Guanidinogruppen, die unter physiologischen Bedingun-

gen positiv geladen sind, oder b) permanent positiv geladene
quart-re Amine. Zus-tzlich untersuchten wir den Einfluss der
L-nge der Linker auf die Aufnahmeeffizienz. Um die Ver-
bindungen in Zellversuchen verfolgen zu kçnnen, brachten
wir in einer stçchiometrisch kontrollierten Reaktion an einer
Ecke von COSS 1 den Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrho-
damin (TAMRA) an, was zuder Verbindung TAMRA-ami-
noCOSS (2) fghrte. Im Anschluss wurden die sieben Ami-
nofunktionalit-ten von 2 entweder durch N-Methylierung in
quart-re Amine gberfghrt (TAMRA-quartCOSS, 3), oder
guadinyliert (TAMRA-GuCOSS, 4). Alternativ wurden ver-
schiedene Linker zwischen dem anorganischen Siloxankern
und den geladenen Gruppen installiert. Dazu wurden 4-
Aminobutan-, 4-Trimethylaminobutan- oder 4-Guanidino-
butans-ure gber eine Amidbindung gekuppelt, was in den
Verbindungen TAMRA-aminoCOSS-L (5), TAMRA-quart-
COSS-L (6) und TAMRA-GuCOSS-L (7) resultierte
(Schema 1). Um die Toxizit-t des molekularen Transporters
zu untersuchen, synthetisierten wir die Verbindung amino-
GuCOSS (8) ohne Fluoreszenzmarkierung (siehe die Hin-
tergrundinformationen, SI 5.2). Fgr die Untersuchung der
Bioabbaubarkeit des Transportmolekgls stellten wir die Ver-
bindung Fluorescein-TAMRA-GuCOSS (9) her (Abbil-
dung 3a). Die Integrit-t der k-figartigen Struktur des Silo-
xankerns wurde durch NMR-Spektroskopie best-tigt (Ver-
bindungen 2–7; SI 5.3).

Die fluoreszenzmarkierten Derivate 2–7 wurden auf ihre
zellpenetrierenden Eigenschaften untersucht. Um die Zell-
aufnahme qualitativ zu analysieren, fghrten wir Konfokal-
mikroskopiestudien mit lebenden Zellen durch. Dazu inku-
bierten wir HeLa-Zellen mit den Verbindungen 2–7 in einer
Konzentration von 20 mm fgr 30 Minuten in serumfreien

Medium („DulbeccoQs modified eagle medium“, DMEM). Im
Anschluss wurden die Zellen dreimal mit phosphatgepuffer-
ter Salzlçsung („phosphate buffered saline“, PBS) gewaschen
und anschließend in DMEM mit fetalem K-lberserum („fetal
bovine serum“, FBS) mikroskopiert. Bei 2–4 mit kgrzeren
Linkern wurden eine verst-rkte Zellaufnahme und eine An-
reicherung im Zellkern sowie im Nukleolus und im Zyto-
plasma beobachtet (Abbildungen 1a und S1). Dagegen

wurde bei den Derivaten mit l-ngeren Linkern eine vermin-
derte zellul-re Aufnahme und eine Anreicherung im Zyto-
plasma beobachtet (5–7, Abbildung S1). Aufgrund der star-
ken Anreicherung der molekularen Transporter 2–4 im
Zellkern sind diese besonders im Hinblick auf den Transport
von Wirkstoffen von Interesse, die in diesem Kompartiment
wirken.

Da bei dem guadinylierten Transporter TAMARA-
GuCOSS (4) die hçchste Aufnahme in HeLa-Zellen beob-
achtetet werden konnte, wurde dieser im Hinblick auf seine
F-higkeit, Zellen aus allen drei Dom-nen des Lebens zu pe-
netrieren, untersucht. Die fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen weisen darauf hin, dass 4 sowohl in eukaryotische als
auch prokaryotische Zellen wie Hefen (S. cerevisiae), S-u-
gerzellen (HeLa) sowie Bakterien (E. coli) und Archaeen (S.
islandicus, S. tokodaii, Halobacterium salinarum) aufgenom-
men wird (Abbildung 1b–d, S2). Diese Beobachtungen sind
im Hinblick auf die spezielle Zusammensetzung der Zell-
membranen von Archaeen von besonderem Interesse.[11] Da
guadinylierte COSS fgr den Transport von Antibiotika in-
teressant sein kçnnten, untersuchten wir die Aufnahme in E.
coli im Detail (Abbildung S2c).

Um die Aufnahme in eukaryotische Zellen zu quantifi-
zieren, fghrten wir umfangreiche durchflusszytometrische
Studien mit den COSS-Derivaten 2–7 und den TAMRA-
markierten zellpenetrierenden Peptiden TAT (10), Penetratin
(11), Heptaarginin (12) und Dekaarginin (13) durch.[12] Dazu
inkubierten wir HeLa-Zellen mit diesen Verbindungen fgr bis
zu 60 Minuten bei einer Endkonzentration von 20 mm bei

Schema 1. Synthese der fluoreszenzmarkierten zellpenetrierenden
COSS-Derivate 2–7 mit kationischen funktionellen Gruppen in unter-
schiedlichem Abstand vom anorganischen Kern. Gegenionen wurden
der 3bersichtlichkeit halber nicht abgebildet. Die Aminos-uresequen-
zen der CPPs sind in SI 5.2 abgebildet.

Abbildung 1. Zellul-re Aufnahme von TAMRA-GuCOSS (4). a) Konfo-
kalmikroskopische Aufnahmen von lebenden HeLa-Zellen, inkubiert
mit 4 bei 37 88C. b–d) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 4
mit b) Gram-negativen Bakterien (Escherichia coli), bei 37 88C inkubiert,
c) Hefen (Saccharomyces cerevisiae), bei 37 88C inkubiert, und d) Archae-
en (Sulfolobus islandicus), bei 80 88C inkubiert.
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37 88C in serumfreiem DMEM. Um oberfl-chengebundene
Transportmolekgle zu entfernen, wurden die Zellen nach der
Inkubation mit Trypsin behandelt (SI 5.1). Die Versuche
wurden in Triplikaten durchgefghrt, und alle Ergebnisse
wurden in drei unabh-ngigen Messungen best-tigt (Abbil-
dung S3a–g), wobei der molekulare Transporter 4 als der ef-
fizienteste identifiziert wurde. Das Fluoreszenzsignal von
Zellen, die mit 4 inkubiert wurden, war dabei etwa 155mal
st-rker als das der mit dem TAT-Peptid 10 inkubierten Zellen.
Interessanterweise wurde fgr 4 mit sieben Guanidinogruppen
eine 78-fach st-rkere Zellaufnahme als im Fall von Hepta-
arginin 12 beobachtet (Abbildung 2a). Im Einklang mit un-

seren Mikroskopiestudien zeigten COSS-Derivate mit kgr-
zeren Linkern zwischen dem Kern und den positiv geladenen
funktionellen Gruppen eine hçhere Fluoreszenzintensit-t
(Abbildung S4). Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls
fgr HEK293- und CHO-Zellen erhalten (Abbildung S5a–c).
Diese deutlich erhçhte Zellaufnahme von 4 kann mit der
kompakten Anordnung auf einem starren Strukturgergst und
der damit verbundenen hçheren Dichte der die Aufnahme
vermittelnden Gruppen erkl-rt werden. Tats-chlich ist die
Cyclisierung von zellpenetrierenden Peptiden, die zu einer

gespannten und damit starreren Struktur fghrt, eine effiziente
Strategie, um die Zellaufnahme zu verbessern.[5c]

Um zu bestimmen, ob die Zellaufnahme energieabh-ngig
ist, verglichen wir die Fluoreszenzintensit-t von HeLa-Zellen
nach der Inkubation mit 4 bei 37 88C oder bei 4 88C (Abbil-
dung 2d). Da die Aufnahme bei 4 88C nur geringfggig reduziert
war, gehen wir von einem energieunabh-ngigen Aufnahme-
mechanismus aus. Zeitaufgelçste durchflusszytometrische
Untersuchungen zeigten bei 37 88C eine schnelle Aufnahme
mit einer ersten Verschiebung der Population nach einer In-
kubationszeit von einer Minute (Abbildung S6). Um den
minimalen Schwellenwert fgr die Aufnahme zu bestimmen,
wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen
von 4 inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten
bei 37 88C konnte dabei schon bei der niedrigsten Konzentra-
tion (80 nm) eine Verschiebung der Fluoreszenzintensit-t
beobachtet werden, und eine Konzentration von 1 mm wurde
bençtigt, um eine Verschiebung der gesamten Population zu
erreichen (Abbildung S7). Im Unterschied zu zellpenetrie-
renden Peptiden konnte innerhalb des untersuchten Kon-
zentrationsbereichs kein unterer Schwellwert fgr die Zell-
aufnahme identifiziert werden.[13] Da sowohl fgr den anor-
ganische Kern von COSS als auch fgr Guanidinogruppen die
Bildung hçherer Strukturen beobachtet wurde,[7, 14] kçnnte
eine gber einen solchen Mechanismus induzierte erhçhte
lokale Konzentration von 4 (als Folge der Ansammlung an
der Zelloberfl-che) die Zellpenetration auch bei niedrigen
Konzentrationen ermçglichen. Unsere Beobachtungen
deuten auf eine auch bei anderen Polyguanidinen beobach-
tete energieunabh-ngige direkte Membrantranslokalisation
hin.[13]

Generell ist die Aufnahme von zellpenetrierenden Pep-
tiden in Gegenwart von Serum vermindert.[15] Eine solche
Abnahme der Zellg-ngigkeit wurde fgr Polyarginine sowohl
in serumhaltigem Medium als auch in In-vivo-Versuchen
beschrieben. Die Ursache hierfgr liegt vermutlich in deren
Aggregation mit Serumproteinen. Um den Einfluss von
Serum auf die Zellpenetration von 4 zu quantifizieren, un-
tersuchten wir diese in Gegenwart von 10% FBS in DMEM
(Abbildung S8). Im Vergleich zu FBS-freiem Medium lag die
Intensit-t des dabei erhaltenen Fluoreszenzsignals bei
40%.[3c,15a, 16] Diese Toleranz gegengber Serumproteinen in
Kombination mit der schnellen und effizienten Zellaufnahme
macht den molekularen Transporter 4 fgr In-vivo-Anwen-
dungen interessant.

Da viele zellpenetrierenden Verbindungen sich oberhalb
einer bestimmten Konzentration als toxisch herausstellten,
untersuchten wir die Toxizit-t der nicht fluoreszenzmarkier-
ten Verbindung 8 in einem XTT-basierten Lebendzelltest mit
HeLa-Zellen (SI 5.2). Dabei wurde die LC50 zu 84 mm be-
stimmt (Abbildung 3e), was mit der Toxizit-t von Polyargi-
ninen (76 mm), TAT (86.6 % Zellviabilit-t bei 50 mm) und
Penetratin (88.2% Zellviabilit-t bei 50 mm) vergleichbar
ist.[17] Diese niedrige Toxizit-t kann mçglicherweise mit dem
biologischen Abbau des anorganischen Kerns unter physio-
logischen Bedingungen zurgckgefghrt werden, der zur Bil-
dung prim-rer Siloxanen fghrt.[7]

Um den pH-abh-ngigen Abbau von 4 zu untersuchen,
verfolgten wir die Hydrolyse des anorganischen Kerns mittels

Abbildung 2. Durchflusszytometrische Experimente mit HeLa-Zellen.
a) Mittlere Fluoreszenz ausgew-hlter COSS-Derivate und zellpenetrie-
render Peptide. b) repr-sentative Histogramme von TAMRA-GuCOSS
(4) und zellpenetrierenden Peptiden: petrolgrfn: TAT (10), gelbgrfn:
Heptaarginin (12), orange: Penetratin (11), hellblau: Dekaarginin (13),
rot: TAMRA-GuCOSS (4). c) HeLa-Zellen inkubiert mit 4 in An- und
Abwesenheit von 2% FBS in DMEM. d) Zellul-re Aufnahme von 4 in
HeLa-Zellen, Inkubation in serumfreien DMEM ffr 10 Minuten entwe-
der bei 37 88C oder bei 4 88C.
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Umkehrphasen-HPLC. Dafgr inkubierten wir 4 bei pH 6.5 bis
9.0 bei 37 88C in PBS und nahmen gber 12 Stunden HPLC-
Chromatogramme bei einer Wellenl-nge von 554 nm auf
(Absorptionsmaximum von TAMRA). Hydrolyseinterme-
diate und Abbauprodukte wurden dabei durch Bestimmung
der Peakfl-chen quantifiziert. W-hrend die vermehrt Hy-
droxygruppen beinhaltenden Intermediate frgher von der
S-ule eluiert wurden, waren die Retentionszeiten fgr kom-
plett hydrolysierte TAMRA-funktionalisierte Siloxane
erhçht. In Abbildung S9 sind exemplarisch HPLC-Chroma-
togramme bei pH 7.0 abgebildet. Die auf diese Weise be-
stimmten Halbwertszeiten zwischen pH 6.5 und 9.0 sind in
Abbildung 3c gezeigt. Auf diese Weise wurde die Halb-
wertszeit t1/2 in PBS, pH 7.4, zu 252 Minuten bestimmt. Der
Abbau bei neutralem pH ist zudem exemplarisch in Abbil-
dung 3d gezeigt.

Um den Abbau des COSS-basierten Transportsystems in
lebenden Zellen zu untersuchen, synthetisierten wir COSS-
Derivat 9, an das die beiden Fluoreszenzfarbstoffe Fluores-
cein und TAMRA gekuppelt wurden (Abbildung 3a). Da
beide Fluorophore an denselben Silsesquioxankern gekoppelt
sind, ist der Abstand ausreichend, um die Fluoreszenz von
Fluorescein durch einen Fçrster-Energietransfer (FRET;
Abbildung S10) effizient zu unterdrgcken. Da der anorgani-
sche Kern w-hrend des hydrolytischen Abbaus zerf-llt, wird
entweder Fluorescein oder TAMRA vom Siloxankern abge-
trennt und die Fluoreszenz von Fluorescein wieder herge-
stellt. Mit Anregung bei 488 nm wurde die Zunahme der
Emission bei 520 nm gemessen, um den Anteil des teilweise
abgebauten Transportmolekgls zu quantifizieren. Basierend
auf der Wiederherstellung der Fluoreszenz von Fluorescein
wurde in humanem Serum eine Halbwertszeit von 186 Mi-
nuten berechnet, was auf eine ausreichende Stabilit-t fgr In-
vivo-Anwendungen hindeutet (Abbildung S11). Da im
Rahmen der HPLC-Analysen der Abbau bis hin zu den

Endprodukten untersucht werden konnte, war die auf diese
Weise bestimmte Halbwertszeit erheblich l-nger (252 Minu-
ten bei pH 7.4). In frgheren Studien wurden die Halbwerts-
zeiten von zellpenetrierenden Peptiden in Gegenwart von
Serum bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass diese inner-
halb von Minuten abgebaut werden (e.g. t1/2 = 5 min fgr Pe-
netratin).[18] Dieser schnelle Abbau wird sehr wahrscheinlich
durch Proteolyse verursacht. Die Ergebnisse unserer Versu-
che lassen den Schluss zu, dass das COSS-basierte Trans-
portmolekgl fgr proteolytische Enzyme nicht als Substrat
dient und die Geschwindigkeit des Abbaus von 9 in erster
Linie durch den pH-Wert bestimmt wird.

Um den Abbauprozess besser zu verstehen, verfolgten wir
das Auftauchen der Fluoreszenz von Fluorescein nach Auf-
nahme von 9 in lebende HeLa-Zellen gber Konfokalmikro-
skopie (Abbildung 3b, Abbildung S12). Dabei wurde eine
Halbwertszeit von 149 Minuten bestimmt und die vollst-n-
dige Wiederherstellung der Fluoreszenz innerhalb von
11 Stunden beobachtet. Diese experimentell bestimmte
Halbwertszeit liegt in der gleichen Grçßenordnung wie die,
die bei der Inkubation in humanem Serum erhalten wurden
(t1/2 = 186 Minuten).

Die Eignung des GuCOSS-Gergsts als molekularer
Transporter wurde durch den Transport des cytotoxischen
und antitumoralen Wirkstoffs Doxorubicin (DOX, 14) ge-
prgft.[19] Doxorubicin induziert durch DNA-Interkalation
Apopotose in Krebszellen.[20] Daher ist es offensichtlich, dass
DOX seine therapeutische Wirkung nur ausgben kann, wenn
der Wirkstoff in den Zellkern gelangt. Da die Aufnahme in
das Tumorgewebe aber nur durch passive Diffusion erfolgt, ist
die Effizienz des ansonsten hochwirksamen DOX be-
grenzt.[21] Als Modellsubstanz fgr schlecht zellg-ngige Wirk-
stoffe kuppelten wir 14 als funktionelle Fracht gber eine Di-
sulfidbrgcke an GuCOSS und erhielten so das Konjugat 15
(SI 5.2). Die Disulfidbrgcke wird nach der Zellaufnahme
schnell im reduktiven Milieu des Zytosols gespalten, was die
Freisetzung des Wirkstoffes in der Zelle ermçglicht.[22]

Der Transport von DOX in HeLa-Zellen wurde unter-
sucht. Dazu wurde zuerst die Wirkung von freiem DOX nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten getestet (SI 4.0, 5.1).
Wegen der langsamen Zellaufnahme des freien DOX korre-
lierte die Zahl an abgetçteten Zellen mit der Inkubationszeit
(Abbildung S13). In einem weiteren Versuch wurde 15 zu-
sammen mit den Kontrollen (freies DOX (14) und unbe-
handelte Zellen) bei identischen Konzentrationen fgr eine
Stunde inkubiert (SI 3.0). Im Anschluss wurden die Zellen
mit DMEM gewaschen und nach 18 Stunden wurde ein MTT
Lebendzellzahlbestimmung durchgefghrt (Abbildung 4). Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das Konjugat 15 im
Vergleich zum freien Wirkstoff 14 eine erhçhte zytotoxische
Wirkung aufweist. Als einer der wichtigsten Wirkstoffe in der
Krebstherapie verursacht freies Doxorubicin irreversible
Herzsch-den,[23] w-hrend liposomale Formulierungen[24] diese
Nebenwirkungen abschw-chen,[23] die Wirksamkeit aber nicht
verringern.[25] Von aktuell in der Literatur diskutierten For-
mulierungen, die durch die gemeinsame Verkapselung von
DOX mit Listeriolysin O den Transport in den Zellkern ei-
niger Krebszelllinien verbessern, wird jedoch angenommen,
dass diese hoch immunogen sind.[26]

Abbildung 3. Abbaustudien des GuCOSS-Transportsystems. a) Guani-
dinylierter COSS-Kern mit zwei Fluorophoren, Fluorescein und TAMRA
(Fluorescein-TAMRA-GuCOSS (9)). b) Abnahme der gelçschten Frakti-
on von Fluorescein in den In-vitro-Abbaustudien in lebenden HeLa-
Zellen. c) 50% Hydrolyse von 4 als Funktion des pH-Werts in PBS.
d) MIt HPLC analysierte Kinetik des Abbaus von 4 bei pH 7.0 in PBS.
e) XTT-Lebendzellzahlbestimmung nach Inkubation mit guanidinylier-
tem COSS 8.
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Da das GuCOSS-Transportsystem eine hoch effiziente
Zellpenetration mit geringer Grçße, geringer Toxizit-t und
biologischer Abbaubarkeit vereint, glauben wir, dass es in der
praktischen Anwendung eine Reihe von Vorteilen bietet. Um
dieses Potenzial zu prgfen, werden in der n-chsten Phase
Tierversuche nçtig sein, in denen z.B. die kardiotoxischen
Effekte im Vergleich zur liposomalen Formulierung von
Doxorubicin untersucht werden. Weiterhin w-re es interes-
sant zu sehen, ob die Zellaufnahme anderer Zytostatika mit
geringer Zellg-ngigkeit, z. B. Hygromycin,[27] durch die An-
bindung an COSS verbessert werden kann.

Zusammengefasst haben wir eine neue Generation zell-
penetrierender Verbindungen entwickelt, die auf dem orga-
nisch-anorganischen kubisch-oktameren Silsesquioxan-
Gergst basieren. Dabei fanden wir heraus, dass das mit Gu-
anidinogruppen funktionalisierte Derivat Zellen aus allen
drei Dom-nen des Lebens penetrieren kann und im Vergleich
zum zellpenetrierenden Peptid TAT eine 155-fach erhçhte
Aufnahme in HeLa-Zellen zeigt. Fluoreszenzmarkierte
GuCOSS werden bereits bei zweistellig nanomolaren Kon-
zentrationen sehr schnell von Zellen aufgenommen. GuCOSS
sind dargber hinaus wenig toxisch, zersetzen sich unter phy-
siologischen Bedingungen innerhalb von 11 Stunden und sind
auch in Gegenwart von Serum aktiv. Damit sind diese Sil-
sesquioxane vielversprechende Kandidaten fgr den In-vivo-
Transport von Wirkstoffen. In Anbetracht der geringen
Grçße des organisch-anorganischen Hybridmolekgls ist die
Wahrscheinlichkeit des Auslçsens einer Immunantwort als
gering anzusehen. Wir glauben, dass die GuCOSS-Plattform
die Auswahl an ungiftigen und hocheffizienten Transportern
fgr die Entwicklung moderner Therapeutika erweitert.
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