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Proteasen sind an einer Vielzahl lebenswichtiger Prozesse
beteiligt und sind essenzielle Komponenten der Signaltrans-
duktion und der Gewebe-Hom�ostase.[1–3] Um ihre proteo-
lytische Aktivit't unter stringenter Kontrolle zu halten,
werden die meisten Proteasen in vivo als inaktive Vorstu-
fenproteine – so genannte Zymogene – synthetisiert, die im
Bedarfsfall durch limitierte Proteolyse aktiviert werden.
Dieser Regulationsmechanismus erschwert es, mit klassi-
schen biochemischen oder proteomischen Methoden in vivo
zwischen dem Expressionsgrad und der proteolytischen Ak-
tivit't einer Protease zu unterscheiden. Aus diesem Grund
hat die Entwicklung chemischer Sonden, die anstelle der
Expression mithilfe biomolekularer Bildgebung direkt die
Aktivit't einer Protease visualisieren, in den letzten Jahren
betr'chtliches Interesse gewonnen. F4r Proteasen wurde eine
Reihe aktivit'tsbasierter Sonden (activity-based probes;
ABPs) mit intern gel�schter Fluoreszenz beschrieben, die
durch proteolytische Spaltung fluoreszent werden.[4,5]

F4r die Analyse der Funktion einzelner Proteasen in der
komplexen Umgebung der lebenden Zelle ist es notwendig,
selektive und zellg'ngige ABPs zu entwickeln, was bisher
eine schwierige Aufgabe war. ABPs f4r proteolytische
Enzyme wurden bisher meist aus Peptidsubstraten abgeleitet,
die mit geeigneten Reportergruppen gekuppelt werden,
sodass die proteolytische Spaltung der Substratsequenz dieser
Sonden zur r'umlichen Trennung von Fluorophor und L�-
scher f4hrt.[4] Bevorzugte Substratsequenzen wurden meist
aus kombinatorischen Bibliotheken 4ber Positionsabtastung
(positional scanning) identifiziert.[6] Synthese und Screening

solcher Bibliotheken sind jedoch zeitintensiv, und die pept-
idische Natur der resultierenden Substrate kann zur unspe-
zifischen Spaltung durch andere Proteasen f4hren, wenn die
resultierenden Sonden f4r bildgebende Experimente in
Zellen oder In-vivo-Modellen verwendet werden. F4r Pro-
teasen der Cystein-Cathepsin-Familie sind zellg'ngige ABPs
als Suizidsubstrate entworfen worden, die das Enzym kova-
lent modifizieren und dadurch inaktivieren.[5,7] Solche APBs
sind leistungsf'hige Werkzeuge f4r die Lokalisierung von
Proteasen. F4r die hochempfindliche In-vivo-Beobachtung
der Aktivit't und Inhibition von Proteasen w'ren jedoch
ABPs, die Enzymsubstrate sind und das Fluoreszenzsignal bei
der Proteolyse verst'rken, voraussichtlich erheblich besser
geeignet. Solche ABPs sind von hohem Interesse f4r die
Arzneimittelforschung und Diagnostik, da sie es erm�glichen
k�nnten, die Wirkung von Inhibitoren durch Kompetitions-
studien direkt in pharmakologisch relevanten Modellen zu
beobachten.[4]

Wir stellen hier ein neues Konzept zum Design selektiver,
stabiler und zellg'ngiger ABPs vor. Die beschriebenen
Sonden sind Substrate f4r die Zielenzyme und unterscheiden
selektiv zwischen verwandten Proteasen aus der Cystein-
Cathepsin-Familie. Cystein-Cathepsine sind etablierte phar-
mazeutische Angriffspunkte f4r die Behandlung von Kno-
chen- und degenerativen Gelenkerkrankungen (Cathep-
sin K)[8,9] sowie von St�rungen des Immunsystems (Cathep-
sin S).[10,11] Das Design unserer ABPs beruht nicht auf Pep-
tidsubstraten, die aus kombinatorischen Bibliotheken durch
Positionsabtastung gewonnen werden. Wir haben demDesign
der ABPs vielmehr die Strukturen von hochpotenten und
selektiven Cathepsininhibitoren zugrunde gelegt, die um-
fangreiche medizinalchemische Optimierungsprogramme
durchlaufen haben und folglich vorteilhafte pharmakokine-
tische Eigenschaften zus'tzlich zur Hemmst'rke und zur Se-
lektivit't gegen verwandte Proteasen aufweisen.[1,11–14] Diese
Inhibitoren enthalten meist eine reaktive Gruppe – h'ufig ein
Nitril – als elektrophiles Mimetikum der spaltbaren Bindung
im Substrat. Bei der Bindung an ein Cathepsin wird diese
elektrophile Gruppe vom katalytischen Cystein des Enzyms
angegriffen, wobei ein kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplex
entsteht.[11–14] Da der Enzymmechanismus innerhalb der Fa-
milie der Cystein-Cathepsine konserviert ist, muss die Se-
lektivit't solcher Inhibitoren durch ihr chemisches Ger4st
determiniert werden. Wir nahmen daher an, dass der Aus-
tausch der elektrophilen Gruppe des Inhibitors durch eine
spaltbare Peptidbindung ein Enyzmsubstrat (anstatt eines
Suizidinhibitors) ergeben w4rde, dessen Selektivit'tsprofil
auf der Spezifit't des urspr4nglichen Inhibitors beruht. De-
rivatisierung mit passenden Reportergruppen sollte zu se-
lektiven ABPs f4r Cystein-Cathepsine f4hren (Schema 1).

[*] Dr. G. Kosec,[+] Prof. V. Turk, Prof. B. Turk
Jožef Stefan Institute
Department of Biochemistry and Molecular Biology
Jamova 39, 1000 Ljubljana (Slowenien)
Fax: (+386)1477–3984
E-Mail : Boris.Turk@ijs.si

Dr. A. Watzke,[+] Dr. M. Kindermann, V. Jeske, Dr. H.-P. Nestler,
Dr. K. U. Wendt
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
SMA Chemical and Analytical Sciences
Industriepark Park HFchst, 65926 Frankfurt (Deutschland)
Fax: (+49)693-051-6189
E-Mail : ulrich.wendt@sanofi-aventis.com

[+] Diese Autoren haben in gleichem Maße zur Arbeit beigetragen.

[**] Diese Arbeit wurde durch das VI. Rahmenprogramm der EU Kom-
mission unterstJtzt (Projekt CAMP, LSHG-2006-018830). Wir
danken Prof. Markus GrJtter und Dr. Marc NazarK fJr hilfreiche
Kommentare zu dieser Arbeit.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kFnnen beim Autor
angefordert werden.

Zuschriften

412 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2008, 120, 412 –415



Das Konzept, ABPs aus den Strukturen optimierter Inhibi-
toren anstatt aus Peptidsubstraten herzuleiten, sollte daher
eine breite Basis vorhandener Struktur-Aktivit'ts-Beziehun-
gen f4r das Design neuer spezifischer ABPs zug'nglich
machen.

Mehrere selektive Cathepsin-K-Inhibitoren sind in klini-
schen Studien untersucht worden.[13] Um die Tragf'higkeit
unseres Konzepts zu demonstrieren, w'hlten wir aus diesen
Molek4len den Nitrilinhibitor 1 als Grundstruktur einer ABP
f4r Cathepsin K aus (Schema 1 a). Verbindung 1 hat eine
hohe Affinit't zu Cathepsin K (IC50 = 0.5 nm) und zeigt gute
Selektivit't gegen die verwandten Cathepsine B (IC50 =

6200 nm) und S (IC50 = 2200 nm).[13] 3 wurde als spezifischer
Cathepsin-S-Inhibitor beschrieben und wurde folglich als
vielversprechender Startpunkt einer ABP f4r Cathepsin S
ausgew'hlt (Schema 1b).[11]

F4r die Synthese der gew4nschten ABPs f4r Cathepsin K
und S ließen wir die Ger4ststrukturen der Inhibitoren 1 und 3
unver'ndert. Die elektrophilen Nitrilgruppen wurden in
spaltbare Peptidbindungen umgewandelt (Schema 1). Co-
kristallstrukturen von Cathepsin-K- und Cathepsin-S-Inhibi-
toren zeigen, dass die P1- und P1’-Gruppen dem umgebenden
L�sungsmittel zug'nglich sind.[15] Daher war es naheliegend,
die sterisch anspruchsvollen Fluorophor- und L�schergrup-
pen in diesen Positionen anzubringen. Die spaltbare Peptid-
bindung liegt zwischen der mit dem Fluorophor modifizierten
Glutamins'ure in P1 und dem l�schermodifizierten Lysin in
P1’ und sollte somit genau so in der Bindungstasche orientiert
sein, dass eine Spaltung durch Cathepsin K (Sonde 2) oder
Cathepsin S (Sonde 4) m�glich ist. Die Verbindungen 2 und 4
wurden durch Festphasensynthese hergestellt.[16]

W'hrend Cathepsin K ins extrazellul're Medium trans-
portiert werden kann,[10] ist Cathespin S 4berwiegend in
Lysosomen lokalisiert, wo es f4r die Antigen-Prozessierung
und -Pr'sentation relevant ist.[10–11] Die Bildgebung der Ak-
tivit't von Cathepsin S in vivo erfordert folglich zellg'ngige
Sonden, deren spektroskopische Eigenschaften mit Zell-
Imaging kompatibel sind. Um diesen Anforderungen zu ge-
n4gen, wurde durch Austausch des Fluorophor/L�scher-
Paares aus ABP 4 gegen Bodipy TMR-X und QSY-7 die im
langwelligen Bereich fluoreszierende Sonde 5 4ber eine
Kombination von Fest- und L�sungsphasenchemie syntheti-
siert.[16]

Der enzymatische Umsatz und die Selektivit't von 2 und 4
wurden zun'chst in vitro mit den verwandten Cystein-Cat-
hepsinen S, K, B und L untersucht.[17] ABP 2 wurde selektiv
durch Cathepsin K gespalten (Abbildung 1 a) und zeigte in-
nerhalb der Nachweisgrenze der Messung absolute Selekti-
vit't gegen Cathepsin S. Entsprechend wurde 4 durch die
Cathepsine S und L gespalten, w'hrend unter den gew'hlten
Bedingungen keine Zunahme der Fluoreszenz mit den ver-
wandten Cathepsinen K und B auftrat (Abbildung 1b). Diese
Beobachtung spiegelt f4r beide ABPs die Selektivit't der
Inhibitoren wider, aus denen sich die Sonden strukturell
herleiten.[11] Beide ABPs sind in menschlichem Plasma stabil,
und ihre enzymatischen Umsatzzahlen sind mit denen be-
kannter Proteasesubstrate vergleichbar (Tabelle 1). Entspre-
chend den Affinit'ten der zugrunde liegenden Inhibitoren 1
und 3 weisen 2 und 4 niedrige KM-Werte von 35 bzw. 1.3 mm

f4r ihre Zielenzyme Cathepsin K bzw. S auf.
ABP 5 tr'gt ein Fluorophor/L�scher-Paar, das durch seine

spektroskopischen Eigenschaften f4r Zell-Imaging geeignet
ist. HaCaT-Zellen (spontan immortalisierte humane Kerati-
nocyten) wurden mit einer 8 mm L�sung von 5 inkubiert. In
Mbereinstimmung mit der berichteten lysosomalen Expres-
sion von Cathepsin S und L in dieser Zelllinie[18] beobachteten
wir, dass sich die Fluoreszenz in einem Lysosomen-kompati-
blen Muster anreicherte (Abbildung 2a). Vorinkubation der
Zellen mit 15 mm E64d, einem Breitband-Cathepsin-Inhibi-
tor, oder mit 15 mm eines Inhibitors, der f4r die Cathepsine S
und L selektiv ist,[19] resultierte in nahezu vollst'ndiger Un-
terdr4ckung der Fluoreszenz (Abbildung 2b,c). Diese Beob-
achtung l'sst darauf schließen, dass das Fluoreszenzsignal
ausschließlich auf der Aktivit't von Cathepsin S und/oder
Cathepsin L beruht. Nhnliche Resultate wurden mit huma-

Schema 1. Umwandlung von Cathepsin-Inhibitoren in ABPs. a) Selekti-
ver Cathepsin-K-Inhibitor 1[13] und abgeleitete ABP 2. In 2 ist die elekt-
rophile Nitrilgruppe gegen eine Peptidbindung ausgetauscht. Fluoro-
phor 5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalin-1-sulfonsLure und LFscher 4-
{[4-(Dimethylamino)phenyl]azo}benzoesLure liegen in den Positionen
P1 und P1’ des InhibitorgerJstes. b) Selektiver Cathepsin-S-Inhibitor
3[11] und entsprechende ABP 4. Die Anordnung von Fluorophor und LF-
scher ist analog zu der in 1. ABP 5 entspricht ABP 4, ist aber mit dem
rotverschobenen Fluorophor/LFscher-Paar Bodipy TMR-X und QSY-7
ausgestattet und daher fJr In-vivo-Experimente geeignet.
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nen U937-Monocyten erhalten (Daten nicht gezeigt). Unsere
Befunde zeigen, dass mit der Sonde 5, die durch Umwandlung
eines selektiven Cathepsin-Inhibitors in ein spaltbares Sub-
strat erhalten wurde, die Aktivit't von zwei Cystein-Cat-
hepsinen in lebenden Zellen selektiv verfolgt werden kann.

Zusammenfassend zeigen die Fluoreszenzsonden 2, 4 und
5, dass w4nschenswerte Eigenschaften von Suizidinhibitoren
der Cystein-Cathepsine auf zellg'ngige und selektive ABPs
transferiert werden k�nnen, wenn die elektrophile Gruppe
des Inhibitors gegen eine spaltbare Peptidbindung ausge-
tauscht wird. Der Substratcharakter und die Zellpermeabili-
t't der so erhaltenen ABPs erm�glichen es, die Aktivit't
ausgew'hlter Proteasen in lebenden Zellen zu verfolgen. Im
Vergleich zur 4blichen Vorgehensweise bei der Wirkstoff-
entwicklung, die auf die Umwandlung bevorzugter Pro-
teasesubstrate in Inhibitoren und deren medizinalchemische
Optimierung setzt, haben wir mit der Umwandlung von op-

timierten Inhibitoren zu ABPs mit Substratcharakter den
umgekehrten Weg beschritten. Dieses Konzept eines„rever-
sen Designs“ 4bertr'gt optimierte Eigenschaften des zu-
grunde liegenden Inhibitors auf die ABP und k�nnte so einen
allgemeinen Weg zu selektiven Sonden f4r Cystein-Cathep-
sine und andere Cysteinproteasen er�ffnen.„Reverses
Design“ macht zudem ein umfangreiches Reservoir vorhan-
dener Struktur-Aktivit'ts-Beziehungen f4r die Entwicklung
von neuen ABPs zug'nglich. Mit diesem Ansatz sollten nicht
nur die Selektivit't, sondern auch dieKM-Werte der ABPs auf
der Basis der Eigenschaften der zugrunde liegenden Inhibi-
toren einstellbar sein. Die niedrigen KM-Werte von 2, 4 und 5
machen diese Sonden interessant f4r In-vivo-Studien.

Eingegangen am 25. Juni 2007,
ver'nderte Fassung am 19. September 2007
Online ver�ffentlicht am 19. November 2007
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Abbildung 1. Enzymatische Umsetzung der ABPs 2, 4 und 5 durch die
Cystein-Cathepsine S (~), K (^), B(*), L (^) sowie Papain (&); Kon-
zentration jeweils 10 nm.[17] a) Umsatz von 2 (AnregungswellenlLnge
lex =336 nm, EmissionswellenlLnge lem =468 nm); b) Umsatz von 4
(lex=336 nm, lem=468 nm); c) Umsatz von 5 (lex =544 nm,
lem =573 nm).

Tabelle 1: Kinetische Parameter von 2, 4 und 5 mit verschiedenen Cathep-
sinen.[17][a]

Cath S Cath K Cath B Cath L Papain

KM [m] 2 n.d. 3.5T10�5 8.8T10�4 7.1T10�3 6.3T10�6

vmax [mmols�1] 2 n.d. 7.3 2.6 9.7 0.04
kcat/KM [m�1 s�1] 2 n.d. 5420 283 424 296

KM [m] 4 1.3T10�6 8.9T10�5 3.2T10�3 8.4T10�4 1.6T10�5

vmax [mmols�1] 4 0.5 0.6 2.7 19.2 0.1
kcat/KM [m�1 s�1] 4 15100 187 332 7070 581

KM [m] 5 8.8T10�6 5.6T10�4 n.d. 3.5T10�6 1.4T10�4

vmax [mmols�1] 5 0.35 3.3 n.d. 0.3 0.9
kcat/KM [m�1 s�1] 5 3930 569 n.d. 7940 680

[a] Kinetische Effizienz von 2, 4 und 5. 2 und 4 weisen gute SelektivitLt
zwischen den verwandten Cysteincathepsinen S, K, B, L sowie Papain auf
(n.d.=kein Umsatz nachweisbar). 5 ist selektiv fJr Cathepsin S und L. Alle
Fehler sind kleiner 10%.

Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskopische Detektion von Cathepsin-
aktivitLt in HaCaT-Zellen. a) Nach 3 h Inkubation von humanen Kerati-
nocyten mit 8 mm 5 entsteht ein Lysosomen-kompatibles Fluoreszenz-
muster. b) Nach PrLinkubation mit 15 mm E64d wird keine signifikante
Fluoreszenz beobachtet. c) Nach PrLinkubation mit 15 mm eines selek-
tiven Cathepsin-S/L-Inhibitors[19] wird keine signifikante Fluoreszenz
beobachtet.
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