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Abstract: Die Synthese und Anwendung zweier f�r Cathep-
sin S spezifischer Sonden wird beschrieben. Um den langfris-
tigen Verbleib der Sonden am Zielort und eine hohes Signal/
Rausch-Verh�ltnis zu erzielen, wurde ein Lipidierungsansatz
�ber das Einf�gen eines Palmitins�urerestes eingesetzt. Nach
Cathepsin-S-induzierter Spaltung in Zellen und im transplan-
tierten Tumormausmodell stieg die Fluoreszenz durch Entlç-
schen stark an, und wir beobachteten eine intrazellul�re An-
reicherung der Fluoreszenz im Tumorgewebe. Im Vergleich
zur nichtlipidierten Sonde lieferte die lipidierte Sonde ein an-
haltendes starkes Fluoreszenzsignal im Tumor. Dies zeigt, dass
nichtinvasive Tumoridentifikation per Fluoreszenz mçglich ist.
Das Prinzip der Lipidierungs-vermittelten Verabreichung
kann potenziell auch auf zytotoxische Verbindungen erweitert
werden, um Tumormasse zu reduzieren.

Ein ultimatives Ziel in der Krebsdiagnose ist es, Tumoren in
Patienten fr�h und minimalinvasiv zu lokalisieren.[1] In den
letzten Jahren haben sich optische Bildgebungstechniken
wegen ihrer hohen Selektivit�t und guten r�umlichen Auflç-
sung zu wichtigen nichtinvasiven Techniken in der Tumor-
detektion und zur Verfolgung von Therapien entwickelt.[2]

Die Grenzen dieser Technik bestehen darin, dass das Fluo-
reszenzsignal durch Kçrpermasse, Haut und Haare, anders als
bei MRI und CT, stark abgeschw�cht wird, vorwiegend durch
Lichtabsorption und -streuung. Außerdem reduziert die Au-
tofluoreszenz des Gewebes oft das Signal/Rausch-Verh�lt-

nis.[3] Eine Maßnahme zur Verringerung dieser Probleme
besteht in der Verwendung von tumorspezifischen Enzym-
substraten in Kombination mit Farbstoffen, die im nahen
Infrarot (NIR) emittieren. Proteasen sind typische Enzyme,
die im direkten Tumorumfeld sowohl von Tumorzellen als
auch von tumorassoziierten Zellen abgesondert werden. Sie
sind f�r Tumorwachstum, Gewebeinfiltration und den ver-
�nderten Metabolismus der Tumorzellen notwendig.[4] In der
Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Proteasesonden ent-
wickelt, von denen einige in der klinischen Testphase sind.[5]

Ein typisches Problem dieser Sonden ist das Fehlen einer
lokalen Akkumulation des neu erzeugten Signals, oft auch als
„Homing“ bezeichnet. Wir erwarten, dass Sonden mit einer
spezifischen Anreicherung im Tumorgewebe nach enzymati-
scher Spaltung ein besseres Signal/Rausch-Verh�ltnis liefern
sollten.

Unter den Proteasen, denen eine wichtige Rolle beim
Krebs zugeschrieben wird, sind Cysteincathepsine, besonders
Cathepsin B, L und S, wenn man pharmakologische und ge-
netische Daten zugrunde legt.[6] Die vorwiegende Quelle
dieser Cathepsine in Krebs sind der Tumor selbst sowie tu-
morassoziierte Zellen, besonders Makrophagen.[4,7] Mehrere
Gruppen haben die mechanistische Rolle von Cathepsin S in
In-vitro- und In-vivo-Modellen untersucht.[7b] Die genetische
Ablation von Cathepsin S in einem pankreatischen Insel-
zellmodell zeigte, dass das Enzym eine Rolle bei der Tumor-
invasion, der Resistenz gegen Apoptose und der Tumor-
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angiogenese spielt.[7b] Ferner zeigten Kwok et al., dass Cat-
hepsin S auf der Oberfl�che von Karzinomzellen exprimiert
wird und dort membranassoziiert verbleibt.[8]

Basierend auf dem Reverse-Design-Prinzip haben wir
einen hochspezifischen nichtpeptidischen Cathepsin-S-Inhi-
bitor (1) in ein Substrat umgewandelt und mit einem NIR-
Fluorophor und einem geeigneten Fluoreszenzlçscher verse-
hen. Wir verwendeten eine Lipidierung, um das fluoreszie-
rende Produkt der Enzymreaktion in der Umgebung der
Enzymreaktion, gegebenenfalls also dem Tumor, zu halten
(Schema 1). Reverse Design f�r Proteasesubstrate basiert auf
der Idee, dass ein nichtpeptidischer, hochaffiner (oder kova-
lent bindender) Inhibitor mit optimierter Wechselwirkung
mit der Protease in ein enzymatisch umsetzbares Substrat
umgewandelt werden kann. Dazu wird dann eine peptidische
Bindung so insertiert, dass sie nahe dem katalytischen Zen-
trum platziert wird.[9] Wir f�gten einen langwelliges Licht
emittierenden Fluorophor (Cy5.5 f�r In-vivo-Nahinfrarot-
bildgebung) und einen geeigneten Lçscher (BHQ-3) �ber
reaktive Aminogruppen an den molekularen Termini ein.
Eine weitere orthogonal gesch�tzte Aminogruppe wurde
verwendet, um Palmitins�ure anzukn�pfen (Schema S1 (S =

Hintergrundinformationen)). Solche Lipidierungen waren
zuvor bereits eingesetzt worden, um peptidische FRET-Re-
porter (FRET= resonanter Fluoreszenzenergietransfer) an
die Zelloberfl�che von inflammatorischen Makrophagen
oder Neutrophilen zu heften. Diese Zellen sekretieren Ela-
stasen, deren hydrolytische Enzymaktivit�t ausschließlich auf
der Zelloberfl�che zu finden ist.[10] In einigen F�llen konnte
Internalisierung des fluoreszierenden Fragments beobachtet
werden, was auf erfolgreiches Homing schließen l�sst.[10a] Da
auch Cathepsin S sekretiert wird und w�hrend der Tumor-
entwicklung an der Zelloberfl�che verweilt,[7b] erwarteten
wir, dass das Fluoreszenzsignal auf den Tumor und seine
Mikroumgebung beschr�nkt bleibt. Vorausgesetzt, dass das
Reverse Design unspezifische Spaltung verhindert, sollten
alle anderen Gewebe sehr niedrige Fluoreszenz aufweisen
und so ein hohes Signal/Rausch-Verh�ltnis und eine bessere
Tumordetektion als bei Verwendung nichtlipidierter Sonden
zeigen.[11]

Aktivit�tsbasierte Cathepsin-S-empfindliche Sonden
wurden zuvor als Suizidsubstrate beschrieben, die Enzyme
kovalent markieren und sie dabei inaktivieren.[12] W�hrend
solche Sonden gut geeignet sind, die Lokalisierung von

Cathepsinen zu bestimmen, sind umsatzbasierte
Sonden besonders hilfreich f�r die Bestimmung
der Aktivit�t von Proteasen mit geringer Expres-
sion.[9b] Verbindung 1 hat eine hohe Affinit�t f�r
Cathepsin S und eine hohe Selektivit�t f�r andere
Cathepsine. Daher ist 1 ein guter Startpunkt f�r das
Reverse Design von gelçschten NIR-Sonden f�r
Cathepsin S.[9b] Zus�tzlich zur Reportereinheit
wurde der P1-Abschnitt mit einem verzweigten
Linker zur Anbringung der Palmitins�ure versehen
(Schema 1). Ausgehend von der nichtnat�rlichen
Aminos�ure Fmoc-DAB(Boc)-OH (Boc = tert-
Butoxycarbonyl, DAB =l-2,4-Diaminobutters�u-
re, Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl) wurde das
Grundger�st unter Verwendung von Peptidfest-
phasensynthese erhalten, gefolgt von der Deriva-
tisierung der orthogonal gesch�tzten Aminogrup-
pen in Lçsung (Schema S1). Die resultierende
lipidierte Sonde 3 wurde mit dem Fluorophor
Cy5.5 und dem Fluoreszenzlçscher BHQ-3 verse-
hen (Details siehe Hintergrundinformationen). Als
Vergleich wurde die nichtlipidierte Sonde 2 unter
Verwendung des gleichen Linkers synthetisiert, der
aber mit einem Maleimid als Verkn�pfungspunkt
f�r zuk�nftige Konjugationen an makromolekulare
Transportsysteme ausgestattet war. F�r Kontroll-
experimente ließen wir Sonde 2 mit Cystein rea-
gieren, um die Michael-Akzeptorfunktion zu ent-
fernen (Sonde 2b).

Die Spaltung der Sonden erfolgte mit rekom-
binanten Enzymen. Trotz der großen Fluorophore
waren 3 und 2 gute Substrate f�r Cathepsin S mit
Umsatzraten (kcat/Km) von 2700 bzw. 41 700m�1 s�1.
Die Sonden zeigten eine ausgepr�gte Selektivit�t
f�r Cathepsin S gegen�ber den Cathepsinen B, K,
L und V, die alle eine hohe Sequenzhomologie
aufweisen. Es wurde keine Spaltung mit den Cat-

Schema 1. Der hochspezifische Cathepsin-S-Inhibitor 1 wurde in ein nichtlipidier-
tes (2) und ein lipidiertes Substrat (3) f�r Cathepsin S umgewandelt (Reverse
Design) und mit einem langwelliges Licht emittierenden Fluorophor sowie einem
geeigneten Fluoreszenzlçscher ausgestattet. Die Spaltstelle der Sonde ist mit
einem Pfeil markiert.
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hepsinen B, K, L und V detektiert, mit Ausnahme von Sonde
2, die von Cathepsin V mit einem kcat/Km-Wert von ca.
500m�1 s�1, d.h. ca. 80-mal schw�cher als von Cathepsin S,
gespalten wurde (Abbildung 1). Das kinetische Profil zeigte
keine signifikanten Auswirkungen der Lipidierung auf den
Km-Wert (Km� 2 mm f�r beide Sonden), allerdings eine ca. 15-
fach reduzierte Umsatzrate, wahrscheinlich wegen der ver-
minderten Wasserlçslichkeit durch die Anbringung der Fett-
s�ure. Beide Sonden 2 und 3 wurden von Cathepsin S an der
gleichen Stelle geschnitten, wie durch Massenspektrometrie
nachgewiesen wurde (Abbildungen S1 und S2). Da f�r die
Lipidierung anderer Sonden bereits eine Anreicherung in der
Membran von weißen Blutzellen nachgewiesen worden
war,[10a] wurde 3 in der Gegenwart von Liposomen als Mo-
dellmembran getestet, um die Umsatzkinetiken zu bestim-
men. W�hrend f�r Sonde 2 keine �nderung eintrat, wurde ein
leichtes, aber schnelles Entlçschen von 3 beobachtet, was auf
einen Einbau in die Membran schließen l�sst (Abbildung S3).
Ferner erhçhte sich in der Gegenwart von Liposomen der kcat/
Km-Wert der Hydrolyse von 3 ca. 7-fach auf einen Wert von
19500m�1 s�1, w�hrend f�r 2 keine signifikante �nderung
gefunden wurde. Offensichtlich erleichtert der liposomale
Einbau von 3 die Hydrolyse durch Cathepsin S. �hnliche
Befunde wurden in Gegenwart von Rinderserumalbumin
gefunden, was auf eine Bindung der Sonde an Serumalbu-
mine hindeutet.

Makrophagen sind als die Hauptquelle von Cathepsin S in
der Tumorumgebung bekannt.[7a] Wir untersuchten daher die
Enzymaktivit�t in Makrophagen differenzierter THP-1-
Zellen, da diese Zellen sowohl intra- als auch extrazellul�res
Cathepsin S exprimieren. Dazu wurden die Zellen mit 2 oder
3 inkubiert, und die Reporterspaltung wurde mikroskopisch
bestimmt. Beide Sonden wurden rasch gespalten und von den
Zellen aufgenommen, wobei l�ngere Inkubationszeiten f�r
Sonde 3 bençtigt wurden (Abbildung 2a). Vorbehandlung

der Zellen mit dem nicht membrang�ngigen Breitbandinhi-
bitor E64 hatte kaum Einfluss auf die Hydrolyse von 2. Dies
l�sst vermuten, dass die Sonde vorwiegend nach Internali-
sierung im Zellinneren gespalten wurde. Im Unterschied dazu
sch�tzte E64 die lipidierte Sonde gegen Hydrolyse, was na-
helegt, dass diese auf der Zelloberfl�che von extrazellul�rem
Cathepsin S gespalten wird, bevor das lipidierte Fragment mit

Abbildung 1. Spaltung des Cathepsin-S-Reporters in vitro. �nderung
der Emissionsintensit�t lem =695 nm (lex =670 nm) von 2 (oben) und
der lipidierten Sonde 3 (unten) nach Zugabe verschiedener Cathepsi-
ne. RFU= relative Fluoreszenzeinheiten.

Abbildung 2. Durchlicht- (links) und NIR-Fluoreszenzbilder (rechts,
(lex = 635–675 nm, lem = 696–736 nm) von PMA-differenzierten
(PMA = Phorbolester) THP-1-Zellen, inkubiert mit Reporter 2 (t =1 h)
oder der lipidierten Sonde 3 (t = 4 h). Sonde 3 bençtigte l�ngere Inku-
bationszeiten, um Effekte wie Eigenlçschung der Fluoreszenz zu ver-
meiden. Zellen wurden 1 h mit dem zellimpermanenten Cathepsininhi-
bitor E64 oder der zellpermeablen Form E64d inkubiert, bevor der Re-
porter zugegeben wurde. Maßstabsbalken= 200 mm.
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dem Fluorophor internalisiert wird. Die zellg�ngige Form des
Inhibitors, E64d, blockierte dagegen die Hydrolyse beider
Sonden und weist damit auf eine spezifische Spaltung der
Sonde durch Cathepsine gegen�ber der durch andere Prote-
asen hin (Abbildung 2b). Außerdem verhinderte die Blo-
ckierung der Endozytose durch 30 min Abk�hlen auf 4 8C die
Hydrolyse von 2, w�hrend das Signal f�r 3 nun ausschließlich
auf der Zellmembran beobachtet wurde (Abbildung S4).

Als n�chstes untersuchten wir, ob das Homing der lipi-
dierten Sonde 3 ausreichte, um eine Akkumulation in einem
In-vivo-Tumormodell zu ermçglichen und ob der Unterschied
in der Sondenverteilung die Dauer des Signals beeinflusste.
Daher verabreichten wir die Sonden 2 und 3 in vivo in einem
Maus-Xenograft-Modell (4T1-Zellen, Umsatz der Sonden in
einzelnen Zellen siehe Abbildung S5a,b). Ganzkçrperfluo-
reszenzbilder wurden mit einem Fluoreszenzbildgebungssys-
tem (Cri Maestro 500, Wolburn) nach intravençser Gabe der
Sonden 3 oder 2 erhalten. Bereits nach 30 min wurde f�r

beide Sonden ein deutliches Signal im Tumor detektiert. Das
Cy5.5-Signal im Tumor erhçhte sich signifikant �ber die
n�chsten 6 h, was die Spaltung der Sonde widerspiegelt. Alle
Tiere zeigten ein deutliches und stabiles Fluoreszenzsignal
24 h nach der Injektion (Abbildung 3a) und nachfolgend
einen Abfall (Abbildungen S6–S8). Die mit Cystein umge-
setzte Sonde 2 b verhielt sich identisch zu Sonde 2 (Abbil-
dung S6). Die lipidierte Sonde 3 zeigte zu allen Zeitpunkten
eine erhçhte tumorspezifische Fluoreszenz, was zu einem
substanziell verbesserten Kontrast gegen�ber dem der nicht-
lipidierten Sonde 2 f�hrte. Das Verh�ltnis von Tumor zu ge-
sundem Gewebe war f�nf Tage nach der Injektion von Sonde
3 am st�rksten ausgepr�gt, mit Cy5.5-Intensit�ten, die ca. 6-
mal hçher als die der umgebenden Haut in vivo und bis zu 18-
mal hçher als ex vivo im Muskelgewebe waren (Tabelle S2).
Ferner zeigte die lipidierte Sonde 3 ein ca. zweifach hçheres
Signal nach 24 h (Abbildung 3a) und ermçglichte eine ef-
fektive Tumoridentifikation auch nach f�nf und acht Tagen,
wenn das Signal von Sonde 2 bereits nahe der Detektions-
grenze war (Abbildungen S7 und S8). Diese signifikanten
Unterschiede zeigen den Vorteil der lipidierten Sonde 3 f�r
die Tumordetektion in vivo auf. Da sich der transplantierte
Tumor dicht unter der Haut befindet, kann die Akkumulation
der Fluoreszenz in Organen wegen der schwachen Penetra-
tion des Signals durch tieferes Gewebe nur unzul�nglich ge-
messen werden. Daher wurde eine Ex-vivo-Analyse der iso-
lierten Tumoren und Organe nach f�nf Tagen vorgenommen
und der Verbleib der geschnittenen Sonde untersucht. Wie in
Abbildung 3b gezeigt, wurde die nichtlipidierte Sonde 2
vorwiegend im Tumor und in geringerem Maße in den Nieren
nachgewiesen, aber kaum in anderen Organen. Die lipidierte
Sonde 3 hingegen wurde im Tumor und bis zu einem gewissen
Grad in der Niere detektiert (Abbildung 3b,c), ohne nach-
weisbare Spiegel in anderen Organen. Um zu best�tigen, dass
sich die geschnittenen Sonden im Zellinneren anreicherten,
wurden die Tumoren entnommen, fixiert, gefroren und ge-
schnitten. Die Tumorschnitte wurden mit NIR-Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Das Signal der lipidierten Sonde 3
war wesentlich st�rker als das der nichtlipidierten und be-
st�tigte die Befunde der In-vivo-Bildgebung (Abbildung 3d).

Hier beschreiben wir die Synthese und Evaluierung
zweier Cathepsin-S-spezifischer Sonden, die auf dem Konzept
des Reverse Design basieren. Um eine langfristige Anrei-
cherung der Sonde am Zielort zu erreichen, haben wir eine
Lipidierung durch Einf�hren eines Palmitins�urerestes in das
Reportermolek�l genutzt. Wir erwarteten, dass die Lipidie-
rung die Sonde vorwiegend auf der Zelloberfl�che und als
Ligand f�r Serumalbumine lokalisieren w�rde. Die erfolg-
reiche Anwendung in M�usen durch Injektion in die
Schwanzvene war eine �berraschung, da wir damit rechne-
ten, vorwiegend das Endothel nahe der Injektionsstelle zu
f�rben, was jedoch nicht beobachtet wurde. Wir vermuten,
dass die Albumine eine spontane Anheftung an Zelloberfl�-
chen verhindern und die lipidierten Sonden f�r l�ngere Zeit
im Blutkreislauf halten. Dies mag auch erkl�ren, warum das
erfolgreiche Homing des fluoreszierenden Fragments tage-
lang anhielt. Nach Cathepsin-S-spezifischer Spaltung stieg die
Fluoreszenz infolge von Entlçschen an, und wir beobachteten
eine intrazellul�re Akkumulation der Fluoreszenz im Ziel-

Abbildung 3. a) Optische Bilder einer 4T1-Tumormaus 24 h nach i.v.-
Injektion von 2 (links) und 3 (rechts); n =5. b,c) Verteilung von 2 und
3 in Organen f�nf Tage nach Injektion; L =Lunge, M =Milz, N = Niere,
T = Tumor. d) Cy5.5-Fluoreszenzbilder von tiefgefrorenen Tumorschnit-
ten von M�usen, die mit 2 (links) oder 3 (rechts) injiziert wurden;
4’,6’-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; blau) wurde ins Medium gegeben
(lex = 405/680 nm; lem = 425/700 nm, Maßstabsbalken =60 mm).
** p<0.003.
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gewebe. Es scheint, dass nur ein kleiner Teil des fluoreszie-
renden Fragments die Tumormasse verlassen kann und par-
tiell die Leber (Sonde 3) oder die Nieren (Sonde 2) f�rbt.
Gegen�ber der nichtlipidierten Sonde 2 erzeugt die lipidierte
Sonde 3 eine deutlich verl�ngerte, starke Fluoreszenz im
Tumor (Abbildung S7). Diese Tatsache belegt, dass die
nichtinvasive Tumoridentifikation mit 3 in Zukunft mçglich
sein kçnnte. Dasselbe Prinzip der Lipidierung kçnnte auch
f�r die Verabreichung von Tumor-spezifischen cytotoxischen
Verbindungen eingesetzt werden, um Tumormasse zu redu-
zieren.

Eingegangen am 18. Dezember 2013,
ver�nderte Fassung am 24. Februar 2014
Online verçffentlicht am 30. Mai 2014
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