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Abstract: Peptidbasierte Sonden, die nach einer proteolyti-
schen Spaltung fluoreszieren, sind unschitzbare Hilfsmittel fiir
Untersuchungen von Proteaseaktivititen. Eine Signalerzeu-
gung durch Pyrenexcimere ist vorteilhaft, da die grofie Stokes-
Verschiebung und die lange Lebensdauer der Excimeremission
Messungen in autofluoreszierenden Medien wie Blutserum
erleichtern. Die proteolytische Spaltung stort jedoch die Pro-
ximititsbeziehungen, die fiir 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 haarnadelformigen
Peptidnukleinsiure(PNA)-Peptid-Hybriden. Im PNA-Stamm
werden Pyreneinheiten und Anthrachinonloscher reifiver-
schlussartig positioniert. Die Excimer Hairpin Peptide Bea-
cons erbringen eine bis zu 50-fache Verstirkung der Pyre-
nexcimeremission. Zeitaufgeloste Messungen ermdoglichen die
Detektion der Matrixmetalloprotease 7 im humanen Blutse-
rum.

Stimuli-responsive Fluoreszenzsonden ermoglichen es,
Biomolekiile in komplexer natiirlicher Umgebung zu detek-
tieren.!"! Typischerweise beruht das Design solcher Sonden
entweder auf 1) der Verwendung von umgebungsempfindli-
chen Fluoreszenzfarbstoffen oder auf 2) der Stérung von
Energie- oder Elektroneniibertragungsprozessen durch eine
Anderung der Abstinde zwischen zwei oder mehreren
wechselwirkenden Farbstoffen.” In beiden Ansitzen wurde
Pyren hiufig verwendet.”) Besonders niitzlich ist die ab-
standsabhéngige Bildung von Excimeren. Typischerweise
werden hierbei biomolekulare Wechselwirkungen mit dem
Zielmolekiil genutzt, um zwei Pyreneinheiten, die fiir die
Bildung von Dimeren im angeregten Zustand (= Excimer)
notig sind, in enge Nachbarschaft zu bringen. Die grofie
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 fiir die Detektion/Visualisierung von Nuklein-
siuren”* und in der Membranbiophysik/-bildgebungl® er-
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kannt. Hingegen wurde die Signalerzeugung durch Pyren-
excimere selten genutzt, um Proteine zu detektieren/visuali-
sieren.’>® Ein GroBteil der in den Proteinwissenschaften
eingesetzten Fluoreszenzsonden ist fiir den Nachweis von
Proteasen ausgelegt, die zu den héufigsten Wirkstofftargets
zihlen.”! Proteasen katalysieren die Spaltung einer Peptid-
bindung und heben dadurch Proximitdtsbeziehungen auf.
Dies steht im Widerspruch zur Erméglichung von Proximitit,
die fiir die Bildung von Pyrenexcimeren erforderlich ist. Das
erklart moglicherweise, warum dieser Mechanismus der Si-
gnalgebung bisher nicht beim Design von Proteasereportern
beriicksichtigt wurde.

Wir stellen hier einen konzeptionell neuen und auf den
ersten Blick der Intuition widersprechenden Ansatz vor, der
es ermoglicht, 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.® Ein Peptidsegment, das als Proteasesub-
strat fungiert, wird mit selbstkomplementdren PNA-Armen
ausgestattet. Der sich bildende PNA-Duplex fithrt zu einer
haarnadelartigen Anordnung, in der kontrolliert eingebaute
Reporter in eine enge Proximitit gezwungen werden (Ab-
bildung 1a). Inspiriert durch DNA-basierte Hybridisierungs-
sonden fiithrten wir zwei Pyreneinheiten in den helikalen
Basenstapel des N-terminalen PNA-Arms ein.”) Wir vermu-
teten, dass eine Anthrachinoneinheit an einer geeigneten
Position im C-terminalen Arm die Pyrenemission 16schen und
die excitonische Wechselwirkung unterbinden wiirde.” 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 erméglichen, sodass die Peptidspaltung mit-
hilfe eines charakteristischen Emissionssignals angezeigt
werden kann.

Die Pyren- und Anthrachinoneinheiten wurden in Form
von Basensurrogaten eingefiihrt (Abbildung 1a)."%'" Wir
gingen davon aus, dass dies eine koaxiale Stapelwechselwir-
kung erleichtert, was zum einen die Haarnadelbildung und
zum anderen die StoBloschung der Pyrenemission unterstiit-
zen sollte. Im Rahmen dieser Studie entwickelten wir eine
Sonde zur Detektion der Aktivitdt der extrazelluliren Ma-
trixmetalloprotease 7 (MMP-7)."”y MMPs sind zinkabhingige
Endopeptidasen und wichtige Biomarker fiir Entziindungen
und Tumorprogression.’! Erhohte Spiegel von MMP-7
wurden unter anderem bei Dickdarmkrebs und Driisenge-
schwiilsten sowie in Mastdarm- und Leberzellkarzinomen
und diversen Gliomen festgestellt. Unsere Sonden enthalten
das Peptid RPLALWRS, ein bekanntes Substrat fiir MMP-7
(Abbildung 1b).l In einer Festphasensynthese wurde das
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o jedoch keine fiir die Haarnadelbildung notwendigen
C- und N-terminalen PNA-Arme. In diesem Fall
blieb die Emissionsintensitit bei 4 =480 nm unver-
Protease andert, was die Bedeutung des Haarnadeldesigns

unterstreicht (Abbildung 2 a,c).
Kinetische Messungen zeigten, dass eHPB1 mit
PNA m einer praktisch verwendbaren Geschwindigkeit ge-
spalten wurde. Dennoch wiren schnellere Reaktio-
>< = Fluorophor >= =Ldscher nen wiinschenswert. Um die Flexibilitdt des Pep-
R tidteils zu erhohen und somit den Zugang fiir MMP-
O‘ kfo 0 7 zu verbessern, wurde in eHPB2 ein Amino-
OO HZN/\/NQJ\OH hexansédure(Ahex)-Linker zwischen den Peptid- und
o o PNA-Segmenten eingefiigt. Tatsdchlich wurde
0 o ¢: R=Cytosin eHPB2 rascher gespalten (r, =61 min; Tabelle 1
HZN/\/N\)j\OH HZN/\/N\)kOH g Ezgﬁ:; und Abbildung 3a), jedoch auf Kosten der Fluo-
P Q t: R=Thymin reszenzverstarkung (F/Fy(eHPB2) =18 gegeniiber
2..= 340 nm §: R=H FIF,(eHPB1) = 48). Konzentrationsabhingige
Ao tnomer = 400 M Schmelzexperimente lieBen vermuten, dass eHPB2
A tcrer = 480 0 keine  Haarnadelstruktur ~ annimmt  (Abbil-
b) eHPBH1 H-cca-P-P-ac-RPLA LWRS-gt-Q-t9g-G-NH, dung S9b). Zur Erhohung der Loslichkeit wurden in
ZEILBZ H{;_g_?gfgjgi:’;;ﬂ’l'_m‘ss_ﬁ(hix;t_g)ggﬁéNH2 eHPB3 d.rei AspaFtatrest.e eil?gefiﬂ?rt.”Bemerkens.-
eHPB3 H-DDD-cca-P-P-ac-Ahex-RPLA LWRS-Ahex-gt-Q-tgg-G-NH, werterweise reduzierte dies die Zeit fiir halbmaxi-

eHPB4 H-DDD-cca-P-S-P-ac-Ahex-RPLA LWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg-G-NH,

Abbildung 1. a) Spaltung des Excimer Hairpin Peptide Beacon (eHPB) durch das
Zielprotein=MMP-7 (PDB: TMMQ) und Strukturen der PNA-Monomere. b) In
dieser Untersuchung verwendete Sequenzen; Kleinbuchstaben =PNA-Monomer;

Groflbuchstaben = Aminosiuren; P, Q, S=modifizierte PNA-Monomere;
Ahex=Aminohexansiure.

Peptid mit PNA-Armen ausgestattet. Fiir die Basenpaarung
enthielt jeder PNA-Arm fiinf Nukleobasen. Die Pyren- und
Anthrachinoneinheiten wurden mithilfe Aminoethylglycin-
basierter PNA-Submonomere und anschlieBender Kupplung
der Chromophore an einer festen Phase eingefiihrt.

Wir untersuchten, ob die sequenzinternen Pyren- und
Anthrachinoneinheiten in der Sonde eHPB1 die PNA-PNA-
Wechselwirkungen unterstiitzen. Fluorimetrisch detektierte
Schmelzexperimente bei verschiedenen Konzentrationen
zeigten einen sigmoidalen Kurvenverlauf (7, =44°C), der
auf eine intramolekulare PNA-PNA-Hybridisierung schlie-
Ben ldsst (Abbildung S9a, S: Hintergrundinformationen). Als
néchstes ermittelten wir die Emissionsspektren von eHPB1
bei 25°C (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 A =480 nm beobachtet. Dies deutet darauf
hin, dass das Enzym die haarnadelartige Struktur 6ffnen
konnte. HPLC-Analysen der Sonde vor und nach Inkubation
mit MMP-7 bestitigten die quantitative Spaltung der Ala-
Leu-Peptidbindung (Abbildung 2b, Abbildung S11).
Schmelzexperimente mit den Spaltprodukten belegten die
geringe Effektivitdt der intermolekularen Hybridisierung
nach der Spaltung (Abbildung S12). Kinetische Messungen
zeigten die zeitabhéingige Zunahme des Excimersignals,
welche bei Abwesenheit von MMP-7 nicht nachgewiesen
werden konnte (Abbildung2c). Zum Vergleich wurde das
Peptid PB1 untersucht. Diese Sonde enthielt ebenfalls zwei
Pyreneinheiten und einen anthrachinonbasierten Loscher,
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male Spaltung auf 32 min. Des Weiteren fanden wir
heraus, dass die drei Aspartatreste iiberraschender-
weise die Haarnadel stabilisieren (7, =50°C). Die
Ursache fiir diesen Effekt ist gegenwirtig unklar.
Ungeachtet dessen ermoglichte die erhohte Stabili-
tdit des PNA-Stamms offensichtlich eine bessere
Storung oder Unterdriickung der Excimeremission
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Abbildung 2. a) Emissionsspektren von eHPB1 und PB1 bei 25°C mit
(—) und ohne (-----) MMP-7. b) HPLC-Diagramme von eHPBT, de-
tektiert bei A =260 nm. c) Zeitverlauf der Emission von eHPB1 und
PB1 bei A =480 nm bei 37°C mit und ohne MMP-7. Einschub: vergro-
erte Ansicht. Bedingungen: 10 mm HEPES, 150 mm NaCl, 5 mm
CaCl,, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4; 1 um Sonde, 25 nm MMP-7,

Aex= 340 nm. HEPES = 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsiure,
CHAPS = 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat.
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Tabelle 1: Eigenschaften der hier verwendeten Excimer Hairpin Peptide
Beacons.

Sonde TM[a] Folb] t”z[C] F/Fo[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 °C.

[b] Hintergrundsignal (relative Fluoreszenzintensitit) der Sonde bei
A=480 nm, 25°C. [c] Zeit fur die halbmaximale Spaltung in min.

[d] Quotient der relativen Fluoreszenzintensititen bei A =480 nm nach
(F) und vor (Fy) Sondenspaltung als Maf fiir die spaltungsinduzierte
Fluoreszenzverstirkung bei 25 °C. [e] Diese Sonde weist keine eindeutige
Schmelzkurven auf (Abbildung S9b). Bedingungen: 10 mm HEPES,
150 mm NaCl, 5 mm CaCl,, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4, T um Sonde,
25 nM MMP-7, A,,=340 nm.
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Abbildung 3. a) Zeitverlauf der Emission bei 1 =480 nm von eHPB2-4,
die bei 37°C mit MMP-7 inkubiert wurden. b) Fluoreszenzspektren von
eHPB2-4, normiert bezogen auf die maximale Monomeremission bei
A=380 oder 400 nm. c) Verbesserung der eHPBs. Bedingungen:

10 mm HEPES, 150 mm NaCl, 5 mm CaCl,, 0.05% (w/v) CHAPS,

pH 7.4; 1 um Sonde, 25 nMm MMP-7, 25°C, 4., =340 nm.

in Abwesenheit von MMP-7 (F,(eHPB3) =328 gegeniiber
Fy(eHPB1) =408). Wir folgerten, dass eine weitere Verbes-
serung der Fluoreszenzloschung im geschlossenen Zustand
und somit des Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnisses realisier-
bar sein sollte, wenn es geldnge, den Pyren-Anthrachinon-
Kontakt in der Haarnadel zu fordern. 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-
driickt wird, folgt aus dem Verhiéltnis von Monomer- zu Ex-
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cimeremission. Dieses Verhiltnis steigt von 1.1 in eHPB2 auf
2.8 in eHPB4 (Abbildung 3b). Tatsichlich weist eHPB4 das
niedrigste Hintergrundsignal auf (Abbildung 3¢). Dennoch
fithrte 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 néchstes 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 % fotalen Kdlberserum und
1% Antibiotika komplettierte Dulbecco’s Zellwachstums-
medium (DMEM*) zeigte eine starke Autofluoreszenz zwi-
schen 41=360 und 500 nm (Abbildung4a). Der erhohte
Hintergrund bei der Wellenldnge (4 =480 nm) der Excime-
remission bewirkte eine Verminderung der durch MMP-7
erzielbaren Signalverstidrkung 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 zeitaufgeloster 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 4d). Die Integration
der Fluoreszenzabklingkurven im Zeitintervall von 50-250 ns
zeigte, dass eHPB4 die Proteolyse in Zellmedium mit einem
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis =17 signalisiert (Abbil-
dung 4d). Im Vergleich dazu konnte mithilfe statischer
Fluoreszenzspektroskopie nur ein 5-facher Signalanstieg er-
halten werden (Abbildung 4 a).

Wir testeten das Potenzial von eHPB4 fiir 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.'”) Humanserum wurde mit 1 nMm MMP-7 versetzt
und mit 1 um eHPB4 24 h bei 37°C inkubiert. Zur Unter-
driickung einer unselektiven Spaltung wurde der Protease-
inhibitor Pefabloc SC zugefiigt. Detektion mithilfe zeitauf-
geloster Fluorimetrie zeigte, dass MMP-7 einen 4-fachen
Anstieg der integralen Emissionsintensitit (50-200 ns) be-
wirkt. Dies lidsst vermuten, dass Proteasesonden nach dem
Prinzip der Excimer Hairpin Peptide Beacons (z. B. eHPB4)
in der Lage sind, Proteaseaktivitidten in optisch dichten Ma-
trices wie Blutserum anzuzeigen.

Durch eine neuartige Strategie fiir das Design von Pro-
teasesonden ist es uns gelungen, die proteolytische Spaltung
anhand der Bildung eines langlebigen Excimersignals nach-
zuweisen. Voraussetzung hierfiir 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 16st die Haarnadelstruk-
tur auf, entfernt den Anthrachinonfluoreszenzléscher von
den Pyrengruppen und ermdéglicht so einen etwa 50-fachen
Anstieg der Excimeremission. Interessant ist hier die lange
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Abbildung 4. a) Statische Messungen der Fluoreszenzspektren von
eHPB4 in Puffer und Zellmedium mit Anregung bei A =340 nm. Emis-
sionsabklingkurven von eHPB4 bei 4 =480 nm in b) Puffer und c) im
Zellmedium mit Anregung bei A =280 nm. d) Lebensdauer von eHPB4
und Signalanstiege unter Beriicksichtigung des Zeitintervalls 50—

250 ns in Puffer und Zellmedium. Bedingungen: 10 mm HEPES,

150 mm NaCl, 5 mm CaCl,, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4; 1 um Sonde,
25 nM MMP-7, Zellmedium = DMEM?*, Dulbecco’s Zellwachstumsme-
dium mit 10% fétalen Kilberserum und 1% Streptomycin/Penicillin.
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Abbildung 5. Emissionsabklingkurven von eHPB4 in Humanserum bei
A=480 nm mit (schwarz) und ohne (grau) 1 nm MMP-7; Einschub:
Mittelwerte der Integrale von drei Messungen mit Standardabwei-
chung. Bedingungen: Zugabe von 10 mm Pefabloc SC, 1:10 verdiinnt
mit 10 mm HEPES, 150 mm NaCl, 5 mm CaCl,, 0.05% (w/v) CHAPS,
pH 7.4; 1 um Sonde, 4., =280 nm.
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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) erméglicht. Dieses Sondendesign
kann durch die Anpassung der Peptidsequenz innerhalb der
Schleifenregion des eHPB auf andere Zielproteine iibertra-
gen werden. Zudem sollten die eHPBs nicht auf Pyrenfarb-
stoffe beschriankt sein, sondern auch auf andere interkalie-
rende Farbstoffe anwendbar sein. In diesem Zusammenhang
sowie unter Einbeziehung der Moglichkeiten, die durch
Assays eroffnet werden, die ohne Waschschritte in biologi-
scher Umgebung durchgefiihrt werden konnen, erwarten wir,
dass die Excimer Hairpin Peptide Beacons sich in der Pro-
teinforschung als niitzliche fluorogene Hilfsmittel erweisen
werden.
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