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Neutrophilenelastase (NE) ist eine Serinprotease mit wich-
tigen Funktionen, die unter physiologischen und pathophy-
siologischen Bedingungen vorwiegend von Neutrophilen se-
kretiert wird. Dies fithrt zum Umbau der extrazelluldren
Matrix und dient der Abwehr bakterieller Infektionen.!? Bei
Krankheiten mit chronischer Neutrophilen-basierter Ent-
ziindung, wie der Zigarettenrauch-induzierten chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankung (chronic obstructive pul-
monary disease; COPD) oder der Lungenkrankheit bei Mu-
koviszidose (Cystische Fibrose, CF), wird iibermiBige NE-
Aktivitdt fir die proteolytische Schéidigung der Atemwegs-
und Lungengewebe und die Entwicklung von Bronchiektasen
und Emphysem verantwortlich gemacht. Dies fiihrt letztlich
zu Lungenversagen und Tod.F” Tatsichlich sind NE-defizi-
ente Miuse weniger empfindlich gegen Zigarettenrauch.”
Die entscheidende Rolle des Protease/Antiprotease-Gleich-
gewichts wird auch bei Patienten deutlich, denen der wichtige
endogene NE-Inhibitor al-Antitrypsin (A1AT) fehlt: Sie
entwickeln sehr frith ein Lungenemphysem,® was darauf
schlieBen lisst, dass die korrekte Regulation der NE-Aktivi-
tit von groBer Wichtigkeit fiir die allgemeine Lungen-
homoostase ist. In Neutrophilen ist NE in der aktiven Form in
azurophilen Granula gespeichert und wird nach Stimulation
freigesetzt."! Die lokale Enzymaktivitit in direkter Nihe der
Zellmembran wird fiir die Neutrophilenwanderung zum
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Entziindungsherd benotigt. Es kann daher spekuliert werden,
dass Membran-assoziierte NE fiir die Neutrophilenwande-
rung verantwortlich ist und dass sekretierte NE im Atem-
wegslumen blockiert ist, um die Lunge vor unkontrollierter
Proteolyse zu schiitzen.! Daher ist es wesentlich, die Akti-
vitdtsverteilung der NE zwischen der Zelloberfliche und dem
loslichen Anteil zu verstehen.

Bisher konzentrierten sich die Untersuchungen zur Rolle
der NE bei chronischen Lungenkrankheiten auf die Aktivitét
der l16slichen NE-Variante,*> die iiblicherweise mit dem
chromophoren Substrat NMeOSuc-AAPV-pNA oder seiner
fluoreszierenden Variante gemessen wird. Im Menschen
zeigen diese eine gute Selektivitit gegeniiber der strukturell
dhnlichen Proteinase 3 (PR3),!! allerdings ist die Spezifitit
fiir die Mausvarianten der Enzyme gering."! Auch liegt die
Detektionsgrenze der Assays im nanomolaren Bereich und ist
damit nicht ausreichend empfindlich fiir die Untersuchung
biologischer Proben wie bronchoalveoldrer Lavagen
(BAL)."! Mehrere Berichte zeigten eine Membran-gebun-
dene Form der NE,['*'¥ die wahrscheinlich auf elektrostati-
schen Wechselwirkungen der positiv geladenen Enzymober-
fliche beruht.™ Unseres Wissens wurde bisher die Rolle
dieser Membran-assoziierten Enzymfraktion nicht eingehend
untersucht.

Um Proteaseaktivititen in der komplexen Umgebung
intakter Zellen und Geweben von Versuchstieren und Pati-
enten zuverldssig messen zu konnen, sind hohe Spezifitit und
Empfindlichkeit der Sonde unerldsslich. Wir wihlten daher
eine lingere Peptidsequenz, die auf beiden Seiten der zu
spaltenden Bindung in die Bindungstasche der Maus- wie
auch der humanen NE passt,['®l mit dem Ziel, eine verbesserte
NE-Detektion im Mausmodell zu erreichen. Die neue NE-
Sonde wurde auBlerdem lipidiert, um wie zuvor bei Matrix-
metalloproteinase 12 (MMP12) die Enzymaktivitét auf Zell-
membranen messen zu koénnen.'”? Messungen auf Zellober-
flaichen geben Information iiber lokale Aktivitdten und haben
den Vorteil, das Signal zu akkumulieren. Dadurch werden
geringere Sondenkonzentrationen bendtigt, was bei klini-
schen Anwendungen wichtig ist.

Zwei spezifische ratiometrische auf Energietransfer ba-
sierende Sonden zur Messung der NE-Aktivitdt wurden syn-
thetisiert: NEmo-1 zur Detektion der Aktivitét des 16slichen
Enzyms und die lipidierte Variante NEmo-2 fiir Messungen
an der Plasmamembran. Wir wihlten die Peptidsubstrat-
sequenz QPMAVVQSVPQ mit der spezifischen Spaltstelle
zwischen den Valinresten, die sowohl von Maus- als auch von
humaner NE erkannt wird.'¥! Beide Sonden wurden mit re-
kombinanter Maus-NE oder isolierter humaner NE getestet,
wobei NEmo-1 in Puffer und NEmo-2 auf Liposomen wie
auch in Zellkultur untersucht wurde. Um die Verwendung in
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komplexen biologischen Proben zu demonstrieren, wurde ein
Mausmodell fiir akute Neutrophilen-basierte Lungenent-
ziindung verwendet. Lungenspiilflissigkeit (Lavage) und
Neutrophile wurden aus BAL gewonnen, um NEmo-1 oder
NEmo-2 zur Messung der NE-Aktivitét einzusetzen.

Die komplette Synthese beider Sonden wurde vollstindig
mithilfe  typischer  9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
basierter Festphasenpeptidsynthese durchgefiihrt. Fiir die
l6sliche Variante NEmo-1 wurde die Substratsequenz
QPMAVVQSVPQ zuerst an beiden Seiten um Polyethylen-
glycol(PEG)-Linker erweitert, mit dem Ziel, die Loslichkeit
zu erhohen und groflere Abstinde zu den Fluorophoren zu
erzeugen. Um das Energietransferpaar zu bilden, wurden die
Seitenketten von N- und C-terminal angekniipften Lysinen
mit Methoxycumarin bzw. Cumarin343 umgesetzt. Basierend
auf unseren Erfahrungen mit der MMP12-Sonde LaRee5
wurden Cumarinfarbstoffe gewihlt,'”” da sie iiblicherweise
keine nichtfluoreszierenden Komplexe bilden. Fiir NEmo-2,
das auf Zelloberflichen verwendet werden soll, wurde das
langerwellige Fluorophorpaar aus Cumarin343 und dem
Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff TAMRA gewihlt, da dies
die Zellschiddigung durch UV-Licht vermindert und die An-
regung mit dem bei Fluoreszenzmikroskopen iiblichen 405-
nm-Laser ermoglicht. Zur Kupplung von Palmitinsdure als
Lipidanker wurde ein zusétzlicher Lysinrest am N-Terminus
eingefithrt. Die Diffusion der intakten Sonde oder des C-
terminalen Fragments nach Enzymspaltung iiber die Plas-
mamembran wurde durch Einfilhrung negativer Ladung
verhindert, indem Glutamin am C-Terminus durch zwei
Glutamate ersetzt wurde (Schema1). Die Wahl zweier
Fluorophore anstelle eines Fluorophors und eines Loschers
ermoglicht die ratiometrische Erfassung der Sondenhydroly-
se. Ferner kann fiir die lipidierte Sonde NEmo-2 die Spaltung
auch mithilfe direkter Akzeptoranregung gesteuert werden.

Zur weiteren Verringerung unspezifischer Hydrolyse der
Sonden durch andere Proteasen wurden Sonden mit einer
verkiirzten NE-Substratsequenz hergestellt, die ausschlie$3-
lich die Erkennungssequenz P4-P48l trugen. Allerdings
zeigten diese Sonden eine verminderte Affinitdt fiir NE.
Dieser Effekt wurde auch fiir Sondenvarianten ohne PEG-
Linker gefunden. Dies deutet darauf hin, dass geniigend
Abstand zwischen den Fluorophoren und dem aktiven Zen-
trums des Enzyms notig ist, um die Erkennungssequenz kor-
rekt einpassen zu konnen.

NEmo-1 zeigte in der intakten Form einen sehr starken
Donorloscheffekt. Enzymatische Spaltung der Sonde fiihrte
zu einem starken Anstieg der Donorfluoreszenz und einem
kleinen Abfall der Akzeptorfluoreszenz. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass der Akzeptor vorwiegend als Loscher wirkt.
Die Sondenhydrolyse wurde durch die Anderung des Emis-
sionsverhiltnisses iiber die Zeit berechnet (Abbildung 1a,b).
NEmo-1 detektierte Maus und humane NE-Aktivitdt im
subnanomolaren Bereich (Tabelle 1) mit Detektionsgrenzen
dhnlichen zum fluoreszierenden Standardsubstrat NMeOSuc-
AAPV-AMC (Abbildung S1 in den Hintergrundinformatio-
nen (SI)). Zudem ist das ratiometrische Signal von NEmo-
1 und NEmo-2 weitgehend unabhéngig von der Sondenkon-
zentration und anderen duBeren Einfliissen. NEmo-1 zeigte
eine etwa 35-fache Spezifitit fiir humane NE gegeniiber der
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Schema 1. Durch Festphasensynthese hergestellte 16sliche (NEmo-1)
und membransuchende lipidierte Fluoreszenzsonde (NEmo-2) zur
Messung von Neutrophilenelastase (NE). Die NE-spezifische peptidi-
sche Erkennungssequenz ist im Einbuchstabencode der Aminosiuren
gezeigt. Zwei negative Ladungen wurden in NEmo-2 eingefiihrt, um
die Internalisierung von der Zellmembran zu verhindern. Pfeile zeigen
die Hydrolysestelle.
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Abbildung 1. Hydrolyse der NE-Sonden in vitro. a) Anderung des Emis-
sionsspektrums von NEmo-1 nach Zugabe von NE. b) Dosis-abhingi-
ge NE-Aktivitat, gemessen mit NEmo-1. Hydrolyse ist als Anderung
des Donor/Akzeptor(D/A)-Emissionsverhiltnisses (Methoxycumarin,
Amax =400 nm, Cumarin343, 1...,,=490 nm, normiert auf Kontrolle
(kein Enzym)) gezeigt. c) Anderung des Emissionsspektrums von
NEmo-2 auf Liposomen nach Zugabe von NE. d) Hydrolyse von
NEmo-2 auf Liposomen ist als normiertes D/A-Emissionsverhiltnis
(Cumarin343, A,,.,=490 nm; TAMRA, 1,...=575 nm) nach Zugabe von
40 nm NE zeitabhingig aufgetragen.

strukturell eng verwandten Proteinase3 (PR3) (Abbil-
dung S2b (SI)). Dies dhnelt den Befunden von Kalupov et al.
fiir die Enzyme aus Miusen. Auch wurde eine gute Spezi-
fitdt gegeniiber einer Serie von entziindungsrelevanten Maus-
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Tabelle 1: Hydrolyseverhalten von NEmo-1.

anfingliches maximales FRET.# Detektionsgrenze [nm]
D/A-Verhiltnis  D/A-Verhiltnis rmNE[b] HNE[c]
1.0-1.24 7.5-9.51 0.86 ca. 0.1 ca. 0.02

[a] Effektiver resonanter Fluoreszenzenergietransfer. [b] Rekombinantes
Enzym; Aktivitat abhédngig von der Aktivierung durch CathC, weshalb
eine unvollstindige Aktivierung wahrscheinlich ist. [(] HNE=humane
NE. [d] Abhéngig vom verwendeten Puffer.

und humanen Matrixmetalloproteasen gefunden (Abbil-
dung S2c¢ (SI)).

Das Verhalten der lipidierten Sonde NEmo-2 wurde auf
Liposomen getestet, die aus einer Phosphatidylcholin/Phos-
phatidylserin(PC/PS)-Lipidmischung durch Extrusion ge-
wonnen wurden (Abbildung 1c,d). Wihrend NEmo-2 auf
Liposomen das erwartete Signal gab, wurden unbefriedigende
Ergebnisse in Puffer erzielt. Dies ist wahrscheinlich auf die
schlechte Loslichkeit von TAMRA und/oder Aggregation der
lipidierten Probe zuriickzufiihren (Abbildung S3 (SI)).

Fir den Einsatz von NEmo-2 im intakten Zellmodell
wurden RAW-Makrophagen aus Zellkultur (diese exprimie-
ren selbst keine NE) mit der Sonde inkubiert. Donorfluo-
reszenz und sensibilisierte Akzeptoremission wurden fluo-
reszenzmikroskopisch gemessen. NEmo-2 lokalisierte aus-
schlieBlich an der Plasmamembran. Nach Zugabe von NE
wurde ein starker Anstieg des D/A-Emissionsverhiltnisses
(ca. 4-fach) beobachtet (Abbildung 2). Anders als im Fall der
MMP12-Sonde LaRee1!"” wurde innerhalb von vier Stunden
keine Internalisierung des lipidierten Spaltprodukts gefun-
den.

Norm. D/A-Verh—
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Abbildung 2. Hydrolyse von NEmo-2 auf kultivierten RAW-Makropha-
gen. Die Zellen wurden 2 min mit NEmo-2 inkubiert und gewaschen.
Nach 4 min wurde NE zugegeben. a) Konfokale ratiometrische D/A-
Bilder. Blau =niedriges D/A-Verhiltnis, NEmo-2 intakt; rot =hohes
D/A-Verhiltnis, Signal der gespaltenen Sonde NEmo-2. b) Berechnete
D/A-Verhiltnisse wurden auf den Startwert normiert und zeitabhingig
aufgetragen. Pfeil zeigt die Zugabe von NE. Skalierungsbal-
ken=10 pum.

Danach wurden NEmo-1 und NEmo-2 an einem Maus-
modell fiir akute neutrophile Lungenentziindung getestet.
Wildtyp(Wt)- und NE-defiziente (NE™~) M#use wurden per
intratrachealer Instillation von Lipopolysaccharid (LPS) vier
Stunden behandelt, und anschlieBend wurde eine BAL
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durchgefiihrt."”? Die BAL wurde in Uberstand und Zell-
fraktion getrennt. Letztere enthielt ca. 85% Neutrophile
(Abbildung S4 (SI)). Die Untersuchung der elastolytischen
Aktivitit mit NEmo-1 im BAL-Uberstand, die reprisentativ
fiir die des Atemwegslumen ist, zeigte keine NE-Aktivitét in
Wt- und NE ' -Méusen. Tatséchlich inhibierte der BAL-
Uberstand die Aktivitit isolierter NE, was bedeutet, dass im
BAL-Uberstand vermutlich ein Uberschuss an endogenem
Inhibitor vorhanden ist (Abbildung S5 (SI)). Wahrscheinli-
cher Kandidat ist die Antiprotease Al AT, die ein wichtiger
physiologischer NE-Inhibitor in der Lunge ist und NE durch
die Bildung eines kovalenten Komplexes inhibiert.*'=*]
Nachfolgend untersuchten wir die Hypothese, dass sich
die NE-Aktivitdt ausschlieBlich auf der Neutrophilenober-
flache befindet und durch die Zellen geleitet ihre Substrate
erreicht. Um die Zelloberflachen-assoziierte NE-Aktivitét
sichtbar zu machen, wurden BAL-Neutrophile mit NEmo-2
inkubiert und auf einem Objekttrager verteilt, und die Son-
denhydrolyse wurde fluoreszenzmikroskopisch gemessen.
Auf Neutrophilen des Wt, aber nicht auf solchen von NE~~-
Maéusen, wurde ein deutlicher Anstieg des D/A-Verhiltnisses
auf der Zelloberfliche gemessen. Dies bedeutet, dass es sich
um NE-spezifische Hydrolyse handelt (Abbildung 3). Alter-
nativ zum Aufbringen der BAL-Zellen auf einem Objekt-
trager wurden die Zellen direkt in Zellkulturschalen gegeben.
Nach kurzer Zeit hatten sie sich auf dem Boden abgesetzt und
konnten direkt nach Inkubation mit NEmo-2 mikroskopisch
untersucht werden. Wir beobachteten eine definierte Plas-
mamembranfarbung, die vergleichbar mit der Verteilung auf
RAW-Makrophagen war. Auf der Oberflache von Wt-Neu-
trophilen, aber nicht auf NE’/’-Neutrophilen, wurde NE-
Aktivitdt gefunden (Abbildung S6 (SI)). Auch zeigte die di-
rekte Akzeptoranregung von Neutrophilen auf Objekttra-
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Abbildung 3. NE-Aktivititsmessung auf primédren Mausatemwegsneu-
trophilen, isoliert aus LPS-behandelten Miusen. Neutrophile von Wt-
oder NE-defizienten (NE™/~-)Mausen wurden mit NEmo-2 inkubiert
und auf Objekttrigern verteilt. a) Donorfluoreszenz und sensibilisierte
Akzeptoremission wurden gemessen und daraus D/A-Verhiltnis-Bilder
erstellt. NEmo-2 wurde von Wt-Neutrophilen rasch gespalten, woge-
gen auf NE/"-Neutrophilen keine Hydrolyse beobachtet wurde.
blau=niedriges D/A-Verhiltnis bei intaktem NEmo-2; rot=hohes
D/A-Verhiltnis, Signal der gespaltenen Sonde NEmo-2. b) D/A-Verhilt-
nisse zeigten einen 4-fachen Anstieg bei Wt-Neutrophilen gegeniiber
NE~/~-Neutrophilen. Daten sind als Mittelwerte + SEM gezeigt; n=6
Miuse pro Gruppe. Skalierungsbalken =20 um.
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gern ein  ausgeprédgtes Signal fir TAMRA auf
NE"-Neutrophilen, aber nicht auf Wt-Neutrophilen. Dies
heif3t, dass NEmo-2 nur auf der duleren Plasmamembran zu
finden ist, da das TAMRA-Fragment nach Spaltung die
Zelloberflache durch Diffusion verlassen konnte. Ferner
blockierte die Zugabe von Al AT vollstindig die Hydrolyse
der Sonde, was ebenfalls nur bei einer Lokalisation von
NEmo-2 auf der duBeren Membranseite méoglich ist (Abbil-
dung S7 (SI)). Die Befunde zeigen, dass NE ihre Aktivitit
vorwiegend auf der Zelloberfldche von Neutrophilen ausiibt.
Durch eine Mischung aus membrangebundenem und sténdig
sekretiertem Enzym kann wahrscheinlich ein Gradient von
Enzymaktivitdt ausgehend von der Plasmamembran auf-
rechterhalten werden.

Unsere Befunde lassen vermuten, dass bei einer Lun-
genentziindung NE vorwiegend auf der Oberfliche der in-
filtrierenden Neutrophilen aktiv ist und nicht in der extra-
zelludren Fliissigkeit, die die Atemwegsepithele benetzt. Dies
bedeutet, dass die proteolytische Aktivitit auf Bereiche in
direktem Kontakt zu Neutrophilen beschrénkt ist. Die lokale
Menge an Membran-assoziierter NE konnte es Neutrophilen
ermoglichen, mit dem Zielgewebe zu wechselwirken und
dabei eine Mikroumgebung zu schaffen, die es ermoglicht, die
NE-Aktivitdt vor der hohen endogenen Antiproteasekon-
zentration zu schiitzen. NE ist ein diagnostischer Marker fiir
chronische Neutrophilen-basierte Entziindungskrankheiten
wie COPD und CFE/*%?! und zukiinftige Behandlungsstrate-
gien fiir diese Krankheiten sollten die lokale Enzymaktivitat
beriicksichtigen. Idealerweise sollten Wirkstoffkandidaten
direkt auf Neutrophile gerichtet sein und sich in die Plasma-
membran insertieren, um NE direkt auf der Zelloberfldche zu
inhibieren. Als Alternative konnten Verbindungen verwen-
det werden, die die Wechselwirkung der Neutrophilen mit der
extrazelluliren Matrix verhindern und so die Proteolyse der
Matrixproteine verringern.

Mit den neuen ratiometrischen Fluoreszenzsonden haben
wir nun die Hilfsmittel, um zwei der wichtigsten Proteasen,
die bei chronischer Entziindung fiir die proteolytische Scha-
digung der Lunge verantwortlich sind - MMP12 und NE - zu
messen. Uberraschenderweise sind beide vorwiegend auf der
Oberfliache der sie sekretierenden Zellen aktiv. Diese raum-
liche Beschrankung ist gegebenenfalls essenziell fiir den
Schutz des Lungengewebes oder auch anderer Organe vor
exzessiver Proteolyse und Zerstorung der extrazelluldren
Matrix.

Eingegangen am 29. Dezember 2011,
veridnderte Fassung am 24. Februar 2012
Online veroffentlicht am 3. Mai 2012
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