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Ein hochempfindliches Nachweisverfahren fiir
Proteasen basierend auf Fluoreszenzloschung von
Peptidsonden durch photoinduzierten
Elektronentransfer**

Nicole Marmé, Jens-Peter Knemeyer, Jiirgen Wolfrum
und Markus Sauer*

Das Interesse an schnellen und empfindlichen Nachweisme-
thoden fiir Proteasen — Peptidbindungen hydrolysierende
Enzyme — hat in den letzten Jahren betrichtlich zugenom-
men. Ein Grund ist, dass Proteasen zunehmend mit Krank-
heiten in Verbindung gebracht werden. Viele Proteasen wie
die Matrix-Metalloproteinasen, der Urokinaseplasminogen-
aktivator (uPA) und die Kathepsine sind an der Tumorpro-
gression und der Metastasierung beteiligt, sodass sie mitt-
lerweile eine zentrale Rolle in der Krebsdiagnostik und der
Verlaufskontrolle von Krebserkrankungen spielen.*! Da-
riiber hinaus konnten virale Infektionen, z.B. durch HIV,
direkt durch den Nachweis ihrer eigenen virusspezifischen
Proteasen diagnostiziert und kontrolliert werden.['!
Bislang wurden mehrere Verfahren zum spezifischen
Nachweis von Proteasen entwickelt, die auf der Verwendung
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von farbstoffmarkierten Enzymsubstraten beruhen. Ublicher-
weise werden die Peptidsubstrate (Peptidsonden) hierzu auf
beiden Seiten einer spezifischen Schneidesequenz mit zwei
Farbstoffkomponenten (einem Donor und einem Acceptor)
markiert, die ein Fluoreszenzresonanzenergietransfer-
(FRET)-System bilden.>"*) Nach der Hydrolyse des Peptid-
substrats durch die Protease geht die Wechselwirkung zwi-
schen Donor und Acceptor verloren, was eine direkte
Detektion der Enzymaktivitdt durch Messung der Fluores-
zenzintensitdt des Donors ermoglicht. Alternativ konnen
auch Peptidsubstrate verwendet werden, die mit zwei
gleichen Farbstoffkomponenten markiert sind. Diese
Methode beruht darauf, dass in wéssrigen Losungen die
hydrophoben Wechselwirkungen der beiden Fluorophore das
Peptid in Konformationen zwingen, in denen die Fluorophore
nicht oder nur schwach fluoreszierende Dimere bilden.!*”

Chemische Modifikationen am natiirlichen Peptidsubstrat
reduzieren die Affinitdt zwischen Substrat und Enzym und
sollten sich auf ein Minimum beschrinken, da dies die
Nachweisempfindlichkeit verringert. Daneben bendotigen
doppelt markierte Affinitdtssonden zwei spezifische Kupp-
lungsstellen, was ihre Synthese relativ kompliziert und kost-
spielig macht. Ein weiteres Problem sind Nebenprodukte mit
nur einer Fluorophoreinheit, deren Fluoreszenz nicht
geloscht wird, was zu einem hoheren Hintergrundsignal
fiithrt. Vorteilhaft wire eine Methode, die zur Fluoreszenzlo-
schung natiirlich vorkommende Aminoséduren anstelle eines
zweiten Fluorophors verwendet.

Hier berichten wir iiber eine neue Fluoreszenzmethode
zum hochempfindlichen und spezifischen Nachweis von pro-
teolytischen Enzymen in homogenen Losungen. Hierbei
werden einfach farbstoffmarkierte Peptidsubstrate verwen-
det, deren Fluoreszenz durch das Substrat selbst geloscht
wird. Die Methode beruht darauf, dass der Aminosiurerest
Tryptophan die Fluoreszenz geeigneter Fluorophore effizient
durch photoinduzierten Elektronentransfer 16scht (Abbil-
dung 1)."5%1 Alle anderen Aminosiuren ergeben eine
wesentlich ineffizientere Fluoreszenzloschung.!'s2!

Im ersten Schritt werden eine geeignete Farbstoffkom-
ponente und ein Tryptophanrest in ein Peptid eingebaut.
Fluktuationen des Peptidriickgrats fithren zu Konformatio-
nen, in denen der Farbstoff und der Tryptophanrest wechsel-
wirken. Nach Anregung des Farbstoffes emittiert dieser
entweder ein Fluoreszenzphoton, oder die Fluoreszenz wird
durch eine Elektronentransferreaktion mit dem Tryptophan-
rest geloscht. In diesem Fall wird die Fluoreszenzquanten-
ausbeute des Peptidkonjugats vermindert. Die Quantenaus-
beute hingt von der strukturellen Flexibilitdt und der Zahl
der Aminosdurereste zwischen dem Farbstoff und dem
Tryptophanrest ab.

Kiirzlich wurden Rot absorbierende Oxazinderivate,
deren Fluoreszenz selektiv durch Tryptophan geloscht wird,
zur Bestimmung von Assoziations- und Dissoziationsge-
schwindigkeiten in flexiblen Peptiden im Nanosekundenbe-
reich auf Einzelmolekiilebene verwendet.”” Die Geschwin-
digkeiten stimmen mit kinetischen Daten unstrukturierter
Peptide iiberein, die mit einer anderen Methode im Ensemble
bestimmt wurden.” Der entscheidende Vorteil der auf
Fluoreszenzloschung beruhenden Technik gegeniiber friiher
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Abbildung 1. Prinzip des spezifischen Nachweises von proteolytischen
Enzymen unter Verwendung von Fluorophoren, deren Fluoreszenz
durch einen Tryptophanrest geléscht wird. a) Ein Fluorophor (grau/rot)
ist endstandig an ein Peptid gebunden. In rdumlicher Nahe, z.B. am
anderen Ende des Peptids, befindet sich ein Tryptophanrest (blau). Die
Beweglichkeit des Peptidriickgrats fiihrt zu Konformationen, in denen
die Farbstoffkomponente und der Tryptophanrest wechselwirken. Es
resultiert eine effiziente Fluoreszenzléschung durch photoinduzierten
Elektronentransfer. b) Eine Protease, die spezifisch die Peptidsequenz
zwischen dem Farbstoffteil und dem Tryptophanrest erkennt und
hydrolysiert, hebt die Wechselwirkung und somit die Fluoreszenzls-
schung auf, sodass die Fluoreszenzintensitit des Farbstoffes ansteigt.

diskutierten Techniken besteht in der einfachen Detektion in
wissriger Umgebung mit Einzelmolekiilempfindlichkeit.
Wenn die Wechselwirkung zwischen Farbstoffkomponente
und Tryptophanrest verhindert wird — weil das Peptid
spezifisch an ein Zielprotein, etwa einen Antikérper, bindet
oder durch ein proteolytisches Enzym geschnitten wird
(Abbildung 1) —, steigt die Fluoreszenzintensitit des Farb-
stoffs an. Dieses Messprinzip kann z.B. zur Detektion des
pS53-Antikorpers im Serum von Krebspatienten verwendet
werden. Hierbei werden zwei fluoreszenzmarkierte Peptid-
epitope der aminoterminalen Transaktivierungsdomine von
pS3 verwendet, die jeweils nur einen Tryptophanrest enthal-
ten. Die Anwesenheit des p53-Autoantikorpers kann durch
den Anstieg der Fluoreszenzintensitit nachgewiesen
werden."” Um das Potenzial dieses Detektionsprinzips fiir
die Entwicklung schneller und hochempfindlicher Nachweis-
verfahren fiir Protease zu demonstrieren, haben wir das
einfache Dipeptid Lysin-Tryptophan mit verschiedenen Farb-
stoffkomponenten markiert und den Fluoreszenzanstieg nach
Zugabe von Carboxypeptidase A (CPA) gemessen (Abbil-
dung 2).25%1

Alle bisher untersuchten Peptidkonjugate fungierten als
Substrat fiir CPA. In Ubereinstimmung mit den Konstanten
fiir die intermolekulare Fluoreszenzloschung® zeigen die mit
Oxazinfarbstoff markierten Konjugate MR121-Lys-Trp und
ATTO655-Lys-Trp den stirksten Anstieg der Fluoreszenzin-
tensitit (Abbildung2a). Die Fluoreszenzintensitit einer
107"m Peptidlosung steigt bei Zugabe von 107°m CPA
binnen 4 Minuten um das zehnfache an. Das Bodipy-FL-
Konjugat zeigt einen sechsfachen Anstieg (Abbildung 2b),
die Fluoreszenzintensitit des Cy5-Konjugats steigt dagegen
nur leicht. Dies stimmt mit fritheren Arbeiten iiberein, in
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Abbildung 2. Relative Fluoreszenzintensitit (/) von Lésungen
(1077 M) unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Dipeptide Lys-Trp gegen
die Zeit (t) in PBS (phosphatgepufferter NaCl-Lésung) nach Zugabe
von 10°m Carboxypeptidase A (pH 7.4, 25°C). a) MR121-Lys-Trp
(identische Ergebnisse werden mit ATTO655-Lys-Trp erhalten);

b) Bodipy-FL-Lys-Trp; c) Cy5-Lys-Trp. Der Einschub zeigt eine vergré-
Rerte Darstellung des Diagramms fiir Cy5-Lys-Trp. Die Anregung
erfolgte am jeweiligen Absorptionsmaximum, die Fluoreszenzintensiti-
ten wurden am jeweiligen Emissionsmaximum aufgenommen.
Kontrollexperimente ohne CPA zeigen mehrere Stunden ein stabiles
Fluoreszenzsignal.

denen fiir Cy5 nur eine geringe Fluoreszenzloschung durch
den Tryptophanrest gemessen wurde.”!! AuBerdem variiert
die Hydrolysegeschwindigkeit erheblich und ist fiir die Kon-
jugate MR121-Lys-Trp und ATTO655-Lys-Trp am hochsten
(Abbildung 2 a).

Die Einfliisse von Farbstoffkomponenten auf die Enzym-
aktivitdt sind unbekannt und schwierig abzuschitzen, aber
eine direkte Wechselwirkung zwischen Farbstoff und Enzym
sollte die Aktivitdt stark beeinflussen. Unsere Ergebnisse
belegen, dass die direkten Wechselwirkungen zwischen
MR 121 oder ATTOG655 und Tryptophan einen schnellen
und zuverlédssigen Nachweis nanomolarer Konzentrationen
von CPA in wissrigen Losungen zulassen. Aus diesem Grund
haben wir MR 121 als Farbstoff fiir die nachfolgend beschrie-
benen Experimente ausgewihlt.

Bei direkter Kupplung von MR 121 an das Tryptophan
betrigt die relative Fluoreszenzquantenausbeute 0.02.!
Beim Dipeptid MR121-Lys-Trp ist die Quantenausbeute
grofer (0.10). Deshalb wird erwartet, dass mit grofer
werdendem Abstand zwischen Farbstoff und Tryptophanrest
in lingeren Peptiden die Fluoreszenzloschung abnimmt, weil
es seltener zu Konformationen kommt, in denen sich
Tryptophanrest und Farbstoff anndhern. Allerdings wurde
sogar bei einem Abstand von neun Aminosduren zwischen
MR 121 und Tryptophanrest eine relative Quantenausbeute
von nur ca. 0.30 gemessen.!*?]

Andererseits kann die Lange und Struktur des Peptids die
Enzymaktivitdt beeinflussen. Abbildung 3 zeigt den zeitab-
hingigen Anstieg der Fluoreszenz nach Zugabe von 107"m
CPA zu drei MR121-Peptid-Konjugaten, die sich in der Zahl
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Abbildung 3. Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitaten
(Ie) (Aex=1640 nm, A.,, =690 nm) unterschiedlicher, mit MR121 mar-
kierter Peptide (107 ™ in PBS, pH 7.4, 25°C) nach Zugabe von 107" m
CPA. a) MR121-Lys-Gly-Trp, b) MR121-Lys-Gly,-Trp, ¢) MR121-Lys-Gly,-
Trp.

der Glycinreste zwischen Farbstoffteil und Tryptophanrest
unterscheiden. Obwohl die relativen Quantenausbeuten der
drei Peptide wegen der hohen Flexibilitdt der Glycinreste
dhnlich sind, unterscheidet sich die Enzymaktivitdt (Hydro-
lysegeschwindigkeit) deutlich. Mit zunehmender Zahl von
Glycinresten nimmt die Hydrolysegeschwindigkeit ab (Ab-
bildung 3).

Um die Empfindlichkeit der Nachweismethode zu eva-
luieren, haben wir die Fluoreszenzintensitidt einer wissrigen
MR121-Lys-Trp-Losung bei variablen CPA-Konzentrationen
gemessen (Abbildung 4). Die Messungen wurden in salz-
freiem Wasser ausgefiihrt, um eine unspezifische Adsorption
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Abbildung 4. Relative Fluoreszenzintensitat (I,,) einer 107" m Lésung
des Dipeptides MR121-Lys-Trp gegen die Zeit nach Zugabe unter-
schiedlicher Mengen an CPA. a) 10 °m CPA, b) 10°m CPA, ¢) 107" m
CPA, d) 107" m CPA, e) 107" m CPA. Die Messungen wurden in
reinem Wasser bei 25 °C durchgefiihrt (A,,=640 nm, 4,,,=690 nm).
Die Datenpunkte wurden je nach Probe alle 5 bis 20 Sekunden aufge-
nommen.
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Abbildung 5. Relative Fluoreszenzintensitit (/) des fluoreszenzmar-
kierten Peptids MR121-Arg;-Trp (1077 M) gegen die Zeit nach Zugabe
unterschiedlicher Mengen Trypsin. a) 107°m, b) 107%m, ¢) 107" m,

d) 1072 m. e) Fluoreszenzanstieg nach Zugabe von 107'?m Trypsin auf
einer lingeren Zeitskala. Die Messungen wurden in 50 mm Tris-HCI-
Puffer (pH 7.0) mit 1 mm Calciumchlorid bei 25°C durchgefiihrt
(Aex=640 nm, 4., =690 nm).

der CPA-Molekiile an den Glaswédnden der Kiivette zu
minimieren. Nach Zugabe eines Uberschusses an CPA wird
in reinem Wasser ein ca. 6.5facher Anstieg der Fluoreszenz
gemessen. Bei einer Konzentration von 10™°m CPA (zehnfa-
cher Uberschuss) wird der maximale Wert innerhalb von
Sekunden erreicht (Abbildung 4a). Selbst bei einer CPA-
Konzentration von 10~ m, was einem Enzymmolekiil pro 10°
Substratmolekiilen entspricht, wird nach nur 10 Minuten eine
2.5fache Fluoreszenzintensitit gemessen (Abbildung4d).
Fiir eine weitere Erhohung der Empfindlichkeit miissen
derzeit langere Messzeiten in Kauf genommen werden. Wie
unsere Daten belegen, kann aber selbst eine CPA-Konzentra-
tion von 107”wm innerhalb von 25 Minuten durch einen
1.5fachen Fluoreszenzanstieg detektiert werden (Abbild-
ung 4e).

Um die allgemeine Anwendbarkeit des Nachweisverfah-
rens zu demonstrieren, haben wir ein Peptidsubstrat fiir eine
Endopeptidase synthetisiert. Wir wihlten Trypsin als Modell-
protease, da dieses gut verfiigbar ist und oft als Standard in
anderen Testverfahren eingesetzt wird. Trypsin schneidet
Peptidbindungen auf der carboxyterminalen Seite von Lysin-
oder Argininresten.””! Als Peptidsubstrat wurde MR121-Lys-
Arg;-Trp mit einer relativen Fluoreszenzquantenausbeute
von 020 in 50mwm Tris-HCl-Puffer (pH 7.0) mit 1 mMm
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Calciumchlorid verwendet. Abbildung5 belegt, dass eine
Trypsin-Konzentration von 107''M innerhalb von Minuten
anhand des Fluoreszenzanstiegs nachgewiesen werden kann.
Um niedrigere Konzentrationen zu detektieren, muss das
Fluoreszenzsignal mehrere Stunden aufgezeichnet werden
(Abbildung 5e).

Wir haben eine Methode zum Nachweis von proteolyti-
schen Enzymen beschrieben, die auf der Verwendung von
farbstoffmarkierten Peptidsubstraten beruht, deren Fluores-
zenzintensitdt durch einen photoinduzierten Elektronen-
transfer zwischen Chromophor und Tryptophanrest in einer
Wechselwirkungskonformation vermindert wird. Gegeniiber
anderen Testverfahren bieten sich etliche Vorteile: Erstens ist
die Synthese grofler Mengen an Peptidsubstrat billiger und
unkomplizierter als die Verwendung doppelt markierter
Peptidsonden. Zweitens ist durch die Markierung mit nur
einem Farbstoffmolekiil pro Peptid die Storung des Peptid-
substrats auf ein Minimum reduziert, was eine genauere
Bestimmung der Enzymaktivitit ermoglichen kann. Die
Aufzeichnung der zeitabhidngigen Fluoreszenzintensitét ist
gleichbedeutend mit einer Echtzeitanalyse des Proteolyse-
vorgangs. Drittens erméglicht die Methode einen schnellen,
spezifischen und hochempfindlichen Nachweis von proteoly-
tischen Enzymen {iiber eine groBe Konzentrationsspanne
(mehr als sechs GroBenordnungen) mit einer Nachweisgrenze
unterhalb von pMm. Unsere Ergebnisse lassen hoffen, dass
solche einfach markierten geloschten Peptide zur Entwick-
lung neuer, schneller und hochempfindlicher fluoreszenzge-
stiitzter Nachweisverfahren fiir spezifische Proteasen in der
Krebsdiagnostik und Verlaufskontrolle genutzt werden
konnen.

Experimentelles

Die N-terminale Markierung der Peptide mit Fluoreszenzfarbstoffen
wurde mithilfe klassischer Succinimidylester(NHS-Ester)-Chemie
unter Verwendung von Standardlosungsmitteln (Merck) durchge-
fithrt. Das Oxazinderivat MR 121 wurde uns freundlicherweise von
Prof. Dr. K. H. Drexhage (Universitdt-Gesamthochschule Siegen)
zur Verfiigung gestellt. Die Farbstoffe ATTO655 (ATTO-TEC),
Bodipy-FL (Molecular Probes) und Cy5 (Amersham Pharmacia
Biotec) wurden in Form der NHS-Ester bezogen. Die Farbstoffe
(1 umolmL ") und die synthetischen Peptide (1 umolmL') wurden
in Dimethylformamid (DMF) gelost. 100 uL (100 nmol, 10facher
Uberschuss) der Peptidlosung und 2 pl. Diisopropylethylamin
(DIPEA) wurden jeweils mit 10 uL (10 nmol) der Farbstofflosung
versetzt, und die Losung wurde drei Stunden bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Das aminoterminale Konjugat wurde durch
Umkehrphasen-HPLC (Hypersil-ODS-S4ule, Agilent Technologies)
gereinigt, wobei ein linearer Gradient von 0-75 % Acetonitril in 0.1m
Triethylammoniumacetat verwendet wurde. Die Molekulargewichte
wurden massenspektrometrisch bestimmt. Die farbstoffmarkierten
Peptide sind bei —20°C einige Monate stabil.

Die Absorptionsspektren wurden mit einem Cary-UV-vis-NIR-
Spektrometer (Varian) bei Raumtemperatur, die Emissionspektren
mit einem Cary-Eclipse-Fluoreszenzspektrometer aufgenommen.
Alle Messungen wurden in PEG-beschichteten Glaskiivetten durch-
gefiihrt. Die Konzentrationen wurden unter 1pum gehalten, um
Reabsorptionsprozesse und Reemissionseffekte zu vermeiden. Die
relativen  Fluoreszenzquantenausbeuten wurden relativ  zur
Fluoreszenzintensitit des freien Farbstoffs gemessen.
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Carboxypeptidase A (CPA) ist eine zinkhaltige Exopeptidase, die
vom Pankreas sekretiert wird. Sie hydrolysiert vorzugsweise Peptid-
bindungen in Nachbarschaft zum C-Terminus von Aminosédureresten
mit aromatischen oder verzweigten Seitenketten bei pH 7-8. Peptid-
bindungen zu Glycin, Asparaginsdure oder Glutaminsdure werden
nur langsam hydrolysiert, solche zu Arginin, Prolin und Hydroxy-
prolin werden nicht hydrolysiert.?>!

Trypsin ist ein Verdauungsenzym, das einen Serinrest im aktiven
Zentrum enthélt. Es hydrolysiert Peptidbindungen auf der Carboxy-
seite der basischen Aminosiuren Lysin und Arginin (pH 7-9).%" Das
Enzym wird in 0.0046 M Tris-HCI-Puffer mit 0.0115m Calciumchlorid
bei pH 8.0 aufbewahrt. Fiir die Verdauungsexperimente werden 1 uL
des Enzyms mit 600 uL einer 10" M Losung des Peptidsubstrats in
PBS-Puffer (pH 7.4) gemischt.
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