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Abstract: Peptidbasierte Sonden, die nach einer proteolyti-
schen Spaltung fluoreszieren, sind unsch�tzbare Hilfsmittel f�r
Untersuchungen von Proteaseaktivit�ten. Eine Signalerzeu-
gung durch Pyrenexcimere ist vorteilhaft, da die große Stokes-
Verschiebung und die lange Lebensdauer der Excimeremission
Messungen in autofluoreszierenden Medien wie Blutserum
erleichtern. Die proteolytische Spaltung stçrt jedoch die Pro-
ximit�tsbeziehungen, die f�r eine excimerbasierte Signalge-
bung notwendig sind. Wir stellen eine neue Sondenarchitektur
vor, bei der die Pyrenexcimeremission durch Spaltung einge-
schaltet wird. Die Methode beruht auf haarnadelfçrmigen
Peptidnukleins�ure(PNA)-Peptid-Hybriden. Im PNA-Stamm
werden Pyreneinheiten und Anthrachinonlçscher reißver-
schlussartig positioniert. Die Excimer Hairpin Peptide Bea-
cons erbringen eine bis zu 50-fache Verst�rkung der Pyre-
nexcimeremission. Zeitaufgelçste Messungen ermçglichen die
Detektion der Matrixmetalloprotease 7 im humanen Blutse-
rum.

Stimuli-responsive Fluoreszenzsonden ermçglichen es,
Biomolek�le in komplexer nat�rlicher Umgebung zu detek-
tieren.[1] Typischerweise beruht das Design solcher Sonden
entweder auf 1) der Verwendung von umgebungsempfindli-
chen Fluoreszenzfarbstoffen oder auf 2) der Stçrung von
Energie- oder Elektronen�bertragungsprozessen durch eine
�nderung der Abst�nde zwischen zwei oder mehreren
wechselwirkenden Farbstoffen.[2] In beiden Ans�tzen wurde
Pyren h�ufig verwendet.[3] Besonders n�tzlich ist die ab-
standsabh�ngige Bildung von Excimeren. Typischerweise
werden hierbei biomolekulare Wechselwirkungen mit dem
Zielmolek�l genutzt, um zwei Pyreneinheiten, die f�r die
Bildung von Dimeren im angeregten Zustand (= Excimer)
nçtig sind, in enge Nachbarschaft zu bringen. Die große
Stokes-Verschiebung (ca. 140 nm) und die lange Fluores-
zenzlebensdauer (40–60 ns) der Pyrenexcimeremission er-
leichtern Messungen bei hohem Signalhintergrund durch
Autofluoreszenz von biologischen Spezies. Dieser Vorteil
wurde bereits f�r die Detektion/Visualisierung von Nuklein-
s�uren[3c,4] und in der Membranbiophysik/-bildgebung[5] er-

kannt. Hingegen wurde die Signalerzeugung durch Pyren-
excimere selten genutzt, um Proteine zu detektieren/visuali-
sieren.[3b, 6] Ein Großteil der in den Proteinwissenschaften
eingesetzten Fluoreszenzsonden ist f�r den Nachweis von
Proteasen ausgelegt, die zu den h�ufigsten Wirkstofftargets
z�hlen.[7] Proteasen katalysieren die Spaltung einer Peptid-
bindung und heben dadurch Proximit�tsbeziehungen auf.
Dies steht im Widerspruch zur Ermçglichung von Proximit�t,
die f�r die Bildung von Pyrenexcimeren erforderlich ist. Das
erkl�rt mçglicherweise, warum dieser Mechanismus der Si-
gnalgebung bisher nicht beim Design von Proteasereportern
ber�cksichtigt wurde.

Wir stellen hier einen konzeptionell neuen und auf den
ersten Blick der Intuition widersprechenden Ansatz vor, der
es ermçglicht, die Pyrenexcimeremission durch proteaseka-
talysierte Spaltung eines Peptidsubstrats anzuschalten (Ab-
bildung 1). Die Proteasesonden mit excimerbasierter Signal-
gebung beruhen auf dem Konstruktionsprinzip der Hairpin
Peptide Beacons.[8] Ein Peptidsegment, das als Proteasesub-
strat fungiert, wird mit selbstkomplement�ren PNA-Armen
ausgestattet. Der sich bildende PNA-Duplex f�hrt zu einer
haarnadelartigen Anordnung, in der kontrolliert eingebaute
Reporter in eine enge Proximit�t gezwungen werden (Ab-
bildung 1 a). Inspiriert durch DNA-basierte Hybridisierungs-
sonden f�hrten wir zwei Pyreneinheiten in den helikalen
Basenstapel des N-terminalen PNA-Arms ein.[9] Wir vermu-
teten, dass eine Anthrachinoneinheit an einer geeigneten
Position im C-terminalen Arm die Pyrenemission lçschen und
die excitonische Wechselwirkung unterbinden w�rde.[10] Die
proteolytische Spaltung innerhalb des Peptidsegments sollte
den entropischen Vorteil der intramolekularen Hybridisie-
rung aufheben und dadurch eine Dissoziation des PNA-PNA-
Duplexstamms induzieren. Die damit einhergehende Ent-
fernung des Anthrachinondisruptors sollte die Bildung eines
Pyrenexcimers ermçglichen, sodass die Peptidspaltung mit-
hilfe eines charakteristischen Emissionssignals angezeigt
werden kann.

Die Pyren- und Anthrachinoneinheiten wurden in Form
von Basensurrogaten eingef�hrt (Abbildung 1a).[10, 11] Wir
gingen davon aus, dass dies eine koaxiale Stapelwechselwir-
kung erleichtert, was zum einen die Haarnadelbildung und
zum anderen die Stoßlçschung der Pyrenemission unterst�t-
zen sollte. Im Rahmen dieser Studie entwickelten wir eine
Sonde zur Detektion der Aktivit�t der extrazellul�ren Ma-
trixmetalloprotease 7 (MMP-7).[12] MMPs sind zinkabh�ngige
Endopeptidasen und wichtige Biomarker f�r Entz�ndungen
und Tumorprogression.[13] Erhçhte Spiegel von MMP-7
wurden unter anderem bei Dickdarmkrebs und Dr�senge-
schw�lsten sowie in Mastdarm- und Leberzellkarzinomen
und diversen Gliomen festgestellt. Unsere Sonden enthalten
das Peptid RPLALWRS, ein bekanntes Substrat f�r MMP-7
(Abbildung 1b).[14] In einer Festphasensynthese wurde das
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Peptid mit PNA-Armen ausgestattet. F�r die Basenpaarung
enthielt jeder PNA-Arm f�nf Nukleobasen. Die Pyren- und
Anthrachinoneinheiten wurden mithilfe Aminoethylglycin-
basierter PNA-Submonomere und anschließender Kupplung
der Chromophore an einer festen Phase eingef�hrt.

Wir untersuchten, ob die sequenzinternen Pyren- und
Anthrachinoneinheiten in der Sonde eHPB1 die PNA-PNA-
Wechselwirkungen unterst�tzen. Fluorimetrisch detektierte
Schmelzexperimente bei verschiedenen Konzentrationen
zeigten einen sigmoidalen Kurvenverlauf (TM = 44 8C), der
auf eine intramolekulare PNA-PNA-Hybridisierung schlie-
ßen l�sst (Abbildung S9a, S: Hintergrundinformationen). Als
n�chstes ermittelten wir die Emissionsspektren von eHPB1
bei 25 8C (Abbildung 2a). Monomer- und Excimeremission
waren im geschlossenen Zustand der Sonde gering. Nach
Inkubation mit MMP-7 wurde ein 48-facher Anstieg der Ex-
cimeremission bei l = 480 nm beobachtet. Dies deutet darauf
hin, dass das Enzym die haarnadelartige Struktur çffnen
konnte. HPLC-Analysen der Sonde vor und nach Inkubation
mit MMP-7 best�tigten die quantitative Spaltung der Ala-
Leu-Peptidbindung (Abbildung 2b, Abbildung S11).
Schmelzexperimente mit den Spaltprodukten belegten die
geringe Effektivit�t der intermolekularen Hybridisierung
nach der Spaltung (Abbildung S12). Kinetische Messungen
zeigten die zeitabh�ngige Zunahme des Excimersignals,
welche bei Abwesenheit von MMP-7 nicht nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 2 c). Zum Vergleich wurde das
Peptid PB1 untersucht. Diese Sonde enthielt ebenfalls zwei
Pyreneinheiten und einen anthrachinonbasierten Lçscher,

jedoch keine f�r die Haarnadelbildung notwendigen
C- und N-terminalen PNA-Arme. In diesem Fall
blieb die Emissionsintensit�t bei l = 480 nm unver-
�ndert, was die Bedeutung des Haarnadeldesigns
unterstreicht (Abbildung 2 a,c).

Kinetische Messungen zeigten, dass eHPB1 mit
einer praktisch verwendbaren Geschwindigkeit ge-
spalten wurde. Dennoch w�ren schnellere Reaktio-
nen w�nschenswert. Um die Flexibilit�t des Pep-
tidteils zu erhçhen und somit den Zugang f�r MMP-
7 zu verbessern, wurde in eHPB2 ein Amino-
hexans�ure(Ahex)-Linker zwischen den Peptid- und
PNA-Segmenten eingef�gt. Tats�chlich wurde
eHPB2 rascher gespalten (t1=2

= 61 min; Tabelle 1
und Abbildung 3a), jedoch auf Kosten der Fluo-
reszenzverst�rkung (F/F0(eHPB2) = 18 gegen�ber
F/F0(eHPB1) = 48). Konzentrationsabh�ngige
Schmelzexperimente ließen vermuten, dass eHPB2
keine Haarnadelstruktur annimmt (Abbil-
dung S9b). Zur Erhçhung der Lçslichkeit wurden in
eHPB3 drei Aspartatreste eingef�hrt. Bemerkens-
werterweise reduzierte dies die Zeit f�r halbmaxi-
male Spaltung auf 32 min. Des Weiteren fanden wir
heraus, dass die drei Aspartatreste �berraschender-
weise die Haarnadel stabilisieren (TM = 50 8C). Die
Ursache f�r diesen Effekt ist gegenw�rtig unklar.
Ungeachtet dessen ermçglichte die erhçhte Stabili-
t�t des PNA-Stamms offensichtlich eine bessere
Stçrung oder Unterdr�ckung der Excimeremission

Abbildung 1. a) Spaltung des Excimer Hairpin Peptide Beacon (eHPB) durch das
Zielprotein= MMP-7 (PDB: 1MMQ) und Strukturen der PNA-Monomere. b) In
dieser Untersuchung verwendete Sequenzen; Kleinbuchstaben = PNA-Monomer;
Großbuchstaben = Aminos�uren; P, Q, S =modifizierte PNA-Monomere;
Ahex= Aminohexans�ure.

Abbildung 2. a) Emissionsspektren von eHPB1 und PB1 bei 25 8C mit
(c) und ohne (a) MMP-7. b) HPLC-Diagramme von eHPB1, de-
tektiert bei l = 260 nm. c) Zeitverlauf der Emission von eHPB1 und
PB1 bei l = 480 nm bei 37 8C mit und ohne MMP-7. Einschub: vergrç-
ßerte Ansicht. Bedingungen: 10 mm HEPES, 150 mm NaCl, 5 mm

CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4; 1 mm Sonde, 25 nm MMP-7,
lex = 340 nm. HEPES= 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfons�ure,
CHAPS= 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat.

.Angewandte
Zuschriften

12150 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 12149 –12153

http://www.angewandte.de


in Abwesenheit von MMP-7 (F0(eHPB3) = 328 gegen�ber
F0(eHPB1) = 408). Wir folgerten, dass eine weitere Verbes-
serung der Fluoreszenzlçschung im geschlossenen Zustand
und somit des Signal-zu-Hintergrund-Verh�ltnisses realisier-
bar sein sollte, wenn es gel�nge, den Pyren-Anthrachinon-
Kontakt in der Haarnadel zu fçrdern. In eHPB4 wurden die
Pyren- und Anthrachinonchromophore daher mit einem
abasischem PNA-Monomer (S) gepaart. Wir nahmen an, dass
dies eine extrahelikale Anordnung des Anthrachinons er-
schwert. Die Effizienz, mit der die Excimerbildung unter-
dr�ckt wird, folgt aus dem Verh�ltnis von Monomer- zu Ex-

cimeremission. Dieses Verh�ltnis steigt von 1.1 in eHPB2 auf
2.8 in eHPB4 (Abbildung 3 b). Tats�chlich weist eHPB4 das
niedrigste Hintergrundsignal auf (Abbildung 3c). Dennoch
f�hrte die Inkubation mit MMP-7 zur raschen Bildung des
Excimersignals, das um das 49fache des Ausgangswertes an-
stieg. Die halbmaximale Spaltung der Sonde durch MMP-7
war bereits nach 24 min erreicht (Abbildung 3, Tabelle 1).

Als n�chstes untersuchten wir die Excimer Hairpin Pep-
tide Beacons in biologischen Medien hoher Autofluoreszenz.
Die Inkubation von eHPB4 mit MMP-7 in einem Puffer ging
mit einem 49-fachen Anstieg der statisch gemessenen Ex-
cimeremission einher. Das mit 10% fçtalen K�lberserum und
1% Antibiotika komplettierte Dulbecco�s Zellwachstums-
medium (DMEM*) zeigte eine starke Autofluoreszenz zwi-
schen l = 360 und 500 nm (Abbildung 4 a). Der erhçhte
Hintergrund bei der Wellenl�nge (l = 480 nm) der Excime-
remission bewirkte eine Verminderung der durch MMP-7
erzielbaren Signalverst�rkung von 49-fach im HEPES-Puffer
auf 5-fach in DMEM*. Diese Experimente wurden wieder-
holt, jedoch wurde dieses Mal die Spaltung von eHPB4 mit-
hilfe zeitaufgelçster Fluorometrie verfolgt (Abbildung 4b,c).
Die Fluoreszenzsignale des HEPES-Puffers und des Zell-
mediums klangen schnell innerhalb � 6 ns ab. Nach dieser
Zeit lieferte intaktes eHPB4 immer noch detektierbare
Fluoreszenzsignale. Entscheidend war jedoch, dass die Fluo-
reszenz deutlich langsamer abklang, wenn die Sonde eHPB4
mit MMP-7 inkubiert wurde (Abbildung 4 d). Die Integration
der Fluoreszenzabklingkurven im Zeitintervall von 50–250 ns
zeigte, dass eHPB4 die Proteolyse in Zellmedium mit einem
Signal-zu-Hintergrund-Verh�ltnis = 17 signalisiert (Abbil-
dung 4d). Im Vergleich dazu konnte mithilfe statischer
Fluoreszenzspektroskopie nur ein 5-facher Signalanstieg er-
halten werden (Abbildung 4a).

Wir testeten das Potenzial von eHPB4 f�r den Nachweis
von MMP-7 direkt im Blutserum (Abbildung 5). Eine Kon-
zentration von 1 nm MMP-7 wird als ein kritischer Grenzwert
betrachtet, der auf einen metastasierenden Dickdarmkrebs
hindeutet.[15] Humanserum wurde mit 1 nm MMP-7 versetzt
und mit 1 mm eHPB4 24 h bei 37 8C inkubiert. Zur Unter-
dr�ckung einer unselektiven Spaltung wurde der Protease-
inhibitor Pefabloc SC zugef�gt. Detektion mithilfe zeitauf-
gelçster Fluorimetrie zeigte, dass MMP-7 einen 4-fachen
Anstieg der integralen Emissionsintensit�t (50–200 ns) be-
wirkt. Dies l�sst vermuten, dass Proteasesonden nach dem
Prinzip der Excimer Hairpin Peptide Beacons (z. B. eHPB4)
in der Lage sind, Proteaseaktivit�ten in optisch dichten Ma-
trices wie Blutserum anzuzeigen.

Durch eine neuartige Strategie f�r das Design von Pro-
teasesonden ist es uns gelungen, die proteolytische Spaltung
anhand der Bildung eines langlebigen Excimersignals nach-
zuweisen. Voraussetzung hierf�r war, dass ein Anthrachi-
nonchromophor in den Excimer Hairpin Peptide Beacons
(eHPBs) so positioniert werden konnte, dass excitonische
Wechselwirkungen zwischen beiden benachbart angeordne-
ten Pyrenchromophoren unterbunden werden konnten. Die
Spaltung durch das Protease-Target lçst die Haarnadelstruk-
tur auf, entfernt den Anthrachinonfluoreszenzlçscher von
den Pyrengruppen und ermçglicht so einen etwa 50-fachen
Anstieg der Excimeremission. Interessant ist hier die lange

Tabelle 1: Eigenschaften der hier verwendeten Excimer Hairpin Peptide
Beacons.

Sonde TM
[a] F0

[b] t1/2
[c] F/F0

[d]

eHPB1 44 408 103 48
eHPB2 /[e] 1477 61 18
eHPB3 50 328 32 29
eHPB4 51 252 24 49

[a] Schmelztemperaturen der intramolekularen Hybridisierung in 8C.
[b] Hintergrundsignal (relative Fluoreszenzintensit�t) der Sonde bei
l = 480 nm, 25 8C. [c] Zeit f�r die halbmaximale Spaltung in min.
[d] Quotient der relativen Fluoreszenzintensit�ten bei l =480 nm nach
(F) und vor (F0) Sondenspaltung als Maß f�r die spaltungsinduzierte
Fluoreszenzverst�rkung bei 25 8C. [e] Diese Sonde weist keine eindeutige
Schmelzkurven auf (Abbildung S9b). Bedingungen: 10 mm HEPES,
150 mm NaCl, 5 mm CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4, 1 mm Sonde,
25 nm MMP-7, lex = 340 nm.

Abbildung 3. a) Zeitverlauf der Emission bei l =480 nm von eHPB2-4,
die bei 37 8C mit MMP-7 inkubiert wurden. b) Fluoreszenzspektren von
eHPB2–4, normiert bezogen auf die maximale Monomeremission bei
l = 380 oder 400 nm. c) Verbesserung der eHPBs. Bedingungen:
10 mm HEPES, 150 mm NaCl, 5 mm CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS,
pH 7.4; 1 mm Sonde, 25 nm MMP-7, 25 8C, lex =340 nm.

Angewandte
Chemie

12151Angew. Chem. 2014, 126, 12149 –12153 � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Lebensdauer der Pyrenexcimeremission, die trotz der kurz-
welligen Anregung die Detektion des Biomarkers Matrix-
metalloprotease 7 (MMP-7) bei physiologisch relevanten
Konzentrationen in einer optisch dichten, autofluoreszieren-
den Matrix (Blutserum) ermçglicht. Dieses Sondendesign
kann durch die Anpassung der Peptidsequenz innerhalb der
Schleifenregion des eHPB auf andere Zielproteine �bertra-
gen werden. Zudem sollten die eHPBs nicht auf Pyrenfarb-
stoffe beschr�nkt sein, sondern auch auf andere interkalie-
rende Farbstoffe anwendbar sein. In diesem Zusammenhang
sowie unter Einbeziehung der Mçglichkeiten, die durch
Assays erçffnet werden, die ohne Waschschritte in biologi-
scher Umgebung durchgef�hrt werden kçnnen, erwarten wir,
dass die Excimer Hairpin Peptide Beacons sich in der Pro-
teinforschung als n�tzliche fluorogene Hilfsmittel erweisen
werden.
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