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ZUSAMMENFASSUNG 1

Zusammenfassung

Das membrangebunde Glykoprotein Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, CD26) ist ein einzigartiges,
multifunktionales Protein, das sowohl als Rezeptor als auch als prolinspezifische Peptidase agieren
kann. Fiir die vorliegende Arbeit wurde die Kristallstruktur des nativen Proteins aus Schweineniere
bei einer Auflésung von 1.8 A sowie der Komplexe desselben mit dem dipeptidischen Substratana-
log p-Iodo-Phe-Pyr-CN (2.8 A), dem Tripeptid tButyl-Gly-Pro-Ile (2.7 A), dem Piperazinderivat 7-
Benzyl-1,3-dimethyl-8-piperazin-1-yl-3,7-dihydro-purin-2,6-dion (2.1 A), und dem Sulfonylfluorid
4-(2-Aminoethyl)-benzen-sulfonylfluorid (2.0 A) bestimmt. Die Kristallstrukturen enthalten jeweils
vier Monomere pro asymmetrischer Einheit in einer 2—2-2 symmetrischen, tetrameren Anordnung.
Die Tetramerisierung der DP IV stellt einen Schliisselmechanismus dar, der die Wechselwirkung
mit anderen Zellkomponenten regelt. Jede Untereinheit besteht aus zwei strukturellen Doménen,
einer N-terminalen B-Propeller-Domine mit ,,offener Velkro“-Topologie und einer C-terminalen
o/B-Hydrolasedoméne. Mit Hilfe des kovalent an das aktive Zentrum bindenden dipeptidischen In-
hibitors p-lodo-Phe-Pyr-CN konnten Schliisselstellen der Substraterkennung, wie das Glu205—
Glu206 Leitmotiv, welches die Aminopeptidaseaktivitdt der DP IV kennzeichnet, und die Oxyan-
iontasche, die den P,-Carbonyl-Sauerstoff fiir die postproline Spaltung bindet und aktiviert, be-
stimmt werden.

Die Flexibilitdt bzw. Rigiditdt des aktiven Zentrums und ihr Einfluf3 auf die Substrathydroly-
se konnte durch die weiteren Inhibitorstrukturen gezeigt werden. Das Piperazin- und das Sulfonly-

saure-Derivat bilden eine kompakte Packung mit dem aktiven Zentrum der DP IV, die eine Ver-
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schiebung der Seitenketten des katalytischen Ser630 und des rdaumlich benachbarten Tyr547 zur
Folge hat. Das Tripeptid ist wie ein echtes Substrat iiber starke Interaktionen seiner a-Ammonium-
gruppe und der P;-Pro-Seitenkette unter Bildung eines tetraedrischen Intermediats mit dem Ser630
Oy gebunden. Der Grund fiir die Stabilitit des Intermediats liegt in der Stabilisierung der His740-
Imidazoliumgruppe durch die benachbarte Carboxylgruppe vom C-Terminus des Substratanlogs,
die einen Protontransfer zur Abgangsgruppe verhindert. Mit Hilfe der Kristallstrukturen konnten
Modelle fiir den Eintritt der Substrate in das abgeschirmte aktive Zentrum sowie den Austritt der

Reaktionsprodukte erstellt werden.
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1. Einleitung

1.1. Proteolyse

Die durch eine Peptidase katalysierte hydrolytische Spaltung einer Peptidbindung wird Proteolyse
genannt. Man unterscheidet zwei Kategorien:
limitierte Proteolyse: Eine Proteinase spaltet eine einzige oder nur wenige, meist sehr spezifische
Peptidbindungen eines Zielproteins, was zu dessen Aktivierung oder Prozessierung fiihrt (Hub-
bard, 1998).
unlimitierte Proteolyse: Proteine werden in ihre Aminosdurebestandteile oder kleine Peptide
zerlegt. Dafiir werden sie normalerweise in hoheren Eukaryonten zuerst an das Protein Ubiquitin
gekoppelt, was sie fiir schnelle ATP-abhéngige Hydrolyse durch das Proteasom markiert (Glick-
man & Ciechanover, 2002). Sie konnen jedoch auch in ein Zellkompartiment wie Lysosomen
transferiert werden, wo sie durch verschiedene Enzyme schnell abgebaut werden (Pillay et al.,
2002).

Die International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) schlug 1984 die
Verwendung des Begriffs ,,Peptidase” fiir die Enzymuntergruppe der Peptidbindungshydrolasen vor
(EC 3.4). Der weitverbreitete Name ,,Protease® ist damit synonym. Eine Exopeptidase (EC 3.4.11-
19) spaltet eine oder nacheinander wenige Aminosduren vom N- oder C-Terminus eines Substrates
ab, eine Endopeptidase (EC 3.4.21-99) hydrolysiert interne Peptidbindungen abseits des N- oder C-

Terminus. Die Endopeptidasen werden auch Proteinasen genannt (Barrett et al., 1998).
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! \ l

N H;—Ri—R>—R3—...—R;,—Ry+1—...—Rn-1 —Rn—COO
Aminopeptidase Endopeptidase Carboxypeptidase
(Exopeptidase) (Exopeptidase)

Abbildung 1: Spaltstellen verschiedener Peptidasen

Zur Hydrolyse der Peptidbindung wird ein Protoneniibertrdger und ein Nukleophil bendtigt. Bis
zum heutigen Zeitpunkt sind flinf mechanistische Proteinaseklassen bekannt: Metallo-, Aspartat-,
Cystein-, Threonin- und Serin-Proteinasen. Die jeweiligen Mechanismen unterscheiden sich
fundamental. Bei Serin-, Threonin- und Cystein-Proteinasen ist das Nukleophil Teil der Seitenkette
des aktiven Serins, Threonins bzw. Cysteins, bei Aspartat- und Metalloproteinasen jedoch ein ak-
tiviertes Wassermolekiil.

Die Nomenklatur zur Beschreibung der Bindetaschen zur spezifischen Erkennung eines Sub-
strats wurde 1967 eingefiihrt (Schechter & Berger 1967). Die Bindetaschen (subsites) fiir die Ami-
nosduren des Substrats werden mit dem Buchstaben S bezeichnet, wihrend die Aminosduren, die
dort binden, P genannt werden. Von der zu spaltenden Peptidbindung in Richtung des N-Terminus
werden die Aminosduren mit Py, P,, P; usw. durchnumeriert. Fiir die Bezeichnung in Richtung des
C-Terminus werden die Symbole P,', P,', P;' usf. verwendet. Die zu spaltende Bindung (|) liegt so-

mit zwischen P, und P,' . Entsprechend werden die Bindetaschen ...S3 S, S, | Si'S,', S5'... genannt:
Substratbindetaschen
S3 S Sy S+ S, S3'
—C,—CO—NH—-C,—CO—NH—C,—CO—NH—C,—CO—NH—C,—CO—NH—C,—

P; P, P Py P Py

Abbildung 2: Nomenklatur von Substratbindetaschen und Substratresten nach Schechter und Berger
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1.1.1. Metalloproteinasen

Metalloproteinasen besitzen ein katalytisch aktives, zweiwertiges Kation (Zn*"), das die Carbonyl-
gruppe der zu spaltenden Peptidbindung noch stédrker polarisiert und damit die nukleophile Attacke
auf die Peptidbindung durch ein glutamatgebundenes Wasser ermdglicht. Oft ist das Zinkion durch
zwei Histidinreste (meist in der Sequenz HEXXH) und ein Glutamat (z.B. Thermolysin) bzw. ein
drittes Histidin (z.B. Astacin) gebunden, es gibt jedoch auch andere Mdéglichkeiten zur Bindung von
Kationen (Hooper, 1994).

Die Metzincine sind eine Untergruppe der Metalloproteinasen, die Zink iiber das verldngerte
Motiv HEXXHXXGXXH binden. Alle Metzincine besitzen ein konserviertes Methionin (im soge-
nannten ,Met-furn‘), das zur Stabilisierung des aktiven Zentrums beitrdgt, und eine typische
Faltung in ein fiinfstringiges p-Faltblatt und drei a-Helices (Bode et al., 1996; Stocker & Bode,
1995).

Die Matrix-Metalloproteinasen (Matrixine, MMPs) sind eine Untergruppe der Metzincine
und zerfallen in vier Gruppen, je nach Substratspezifitit oder Doménenstruktur. Alle MMPs aufler
den beiden kleinsten (Matrilysin und MMP26) enthalten eine Himopexin- (oder Vitronektin-) artige
Domine, die mit der katalytischen Doméne iiber ein prolinreiches Scharnier verbunden ist und zur
Substraterkennung beitrdgt (McCawley & Matrisian, 2001). Eine Untergruppe, die der MT-MMPs
(MMP14-17, 24-25), zeichnet sich durch eine C-terminale Transmembrandoméne bzw. eine GPI-Er-
kennungsregion aus. Dadurch kommt die katalytische Doméne auf der Zelloberfliche zu liegen, wo
sie unter anderem pro-Gelatinase A aktiviert (Johnson et al., 1998). Die MMPs werden durch
mindestens vier physiologische Inhibitoren reguliert (fissue-Inhibitoren der Metalloproteinasen,
TIMPs), von denen jeder eine spezifische Rolle zu spielen scheint (Fassina et al., 2000).

Die ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase domain) sind eine Familie von mehr als 21
Mitgliedern, die in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen involviert sind. Sie alle besitzen eine
Pro-, eine Metalloproteinase-, eine disintegrinartige, eine cysteinreiche, eine EGF-artige, eine Trans-

membran- und eine cytoplasmatische Doméne (Wolfsberg et al., 1995). Durch Wechselwirkungen
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von ADAMs mit Integrinen werden Zellen in Kontakt mit anderen Zellen oder extrazelluldrer Matrix
gebracht. Die katalytischen Domédnen der ADAMs gehoren zur Familie der Reprolysine oder

Adamalysine mit einem konservierten HEXGHXXGXXHD-Motiv (Primakoff & Myles, 2000).

1.1.2. Aspartatproteinasen

Die meisten Aspartatproteinasen gehdren zur Pepsin-Familie, die sowohl Verdauungsenzyme wie
Pepsin und Chymosin als auch das lysosomale Kathepsin D sowie prozessierende Enzyme wie
Renin umfasst. Eine zweite Familie enthélt virale Proteinasen (Retropepsine, z.B. HIV-Proteinase;
Rawlings & Barrett, 1995). Aspartatproteinasen bestehen aus zwei homologen, meist durch Gendu-
plikation entstandenen Doménen, zwischen denen die Aminoséduren des aktiven Zentrums angeord-
net sind (Tang et al., 1978). Jede Domine trigt einen Aspartylrest zur katalytischen Dyade bei,
Asp32 und Asp215 in Pepsin-Nummerierung. Eines der beiden Aspartate ist bei dem fiir die Kataly-
se idealen pH-Wert ionisiert, das andere nicht. Retropepsine sind jedoch Monomere und dime-
risieren zu ihrer Aktivierung. Die nukleophile Attacke erfolgt liber zwei gleichzeitige Protoneniiber-
tragungen: von einem Wassermolekiil zur katalytischen Dyade und von der Dyade auf den
Carbonyl-Sauerstoff des Substrats unter Spaltung der Peptidbindung. Diese Sdure-Base-Katalyse
(,push-pull“-Mechanismus) verlduft iiber einen nicht-kovalenten tetraedrischen Ubergangszustand

(Polgar, 1987).

1.1.3. Cysteinproteinasen

Zu den Cysteinproteinasen gehoren neben den Legumainen, Gingipainen und Caspasen die papain-
dhnlichen Cysteinproteinasen, die lysosomalen Kathepsine B, H, L und S in Sédugetieren, die cytoso-
lischen Calcium-aktivierten Calpaine sowie Proteinasen aus Parasiten (z.B. Trypanosoma; Rawlings
& Barrett, 1994). Beim Katalysevorgang, an dem ein Cystein (Cys25 in der Papain-Nummerierung)
und ein Histidin (His159) beteiligt sind, bildet sich ein kovalentes tetraedrisches Zwischenprodukt

(Angelides & Fink,1979). Das Thiolation von Cys25, das als Nukleophil fungiert, wird durch die
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Bildung eines Ionenpaars mit der benachbarten Imidazoliumgruppe von His159 stabilisiert (Polgar,
1974).
1.1.4. Serinproteinasen

In die Klasse der Serinproteinasen gehoren z.B. Sdugerenzyme wie Chymotrypsin, Trypsin, Elastase

oder Kallikrein, die Furine, viele bakterielle Proteinasen (z.B. Subtilisin) und die o/pB-Hydrolasen.

(a) Tetraedrischer
Enzym-Ser Substrat Ubergangszustand Acyl-Enzym Intermediat
R . _
[ =4 A %RA RA Peptid Rg
E—CH=Q, + RBfFA];H E-CH—O " YNy E—CH=0" Rp_NLH freigesetzt
H : L D i
‘ 5
Base Base Base
(His) (His) (His)
(b)
Acyl-Enzym Tetraedrischer Enzym Produkt
Intermediat Ubergangszustand
: On. RA Peptid Rp
}/ RA RA %_/ freigesetzt
- S ol E-CH=0 " O-H ECHED OO
H _— H _— N,
| Y,
Base Base Base
(His) (His) (His)

Abbildung 3: Mechanismus der Peptidbindungsspaltung bei Serinproteinasen. (a) Bildung des Acyl-Enzym-In-
termediats. (b) Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediats. (Entnommen aus Branden & Tooze, 1999)

Drei Reste sind fiir die Katalyse essentiell: Serin, Histidin und Aspartat. Sie bilden die soge-
nannte ,katalytische Triade* (Dodson & Wlodawer, 1998). Der erste katalytische Schritt ist eine
Acylierung, wobei iiber einen negativ geladenen tetraedrischen Ubergangszustand unter Spaltung
der Peptidbindung ein kovalentes Acyl-Enzym-Zwischenprodukt zwischen dem Substrat und dem
Serin entsteht. Bei der Deacylierung erfolgt ein nukleophiler Angriff eines Wassermolekiils auf
diesen labilen Komplex, wobei das Peptid freigesetzt und die Hydroxylgruppe des Serins wieder-

hergestellt wird. Histidin agiert als Base und iibernimmt ein Proton vom reaktiven Serin (Kraut,

1977).
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Die erste dreidimensionale Kristallstruktur einer chymotrypsinartigen Serinproteinase wurde

1967 von a-Chymotrypsin bestimmt (Matthews et al., 1967). Aus diesem Grunde dient die Struktur

dieses Enzyms als Referenz und die Nummerierung seiner Aminoséuren (beginnend mit 16) wird

verwendet, um topologisch dquivalente Aminosduren in anderen Proteinen der Familie zu bezeich-

nen (Chymotrypsinogen-Nummerierung). Dabei erhalten hinsichtlich Chymotrypsinogen inserierte

Reste ein Buchstabensuffix (A, B, C ...).
Chymotrypsinartige Proteinasen besteht aus zwei
sechsstrangigen antiparallelen B-Faltblittern (B-Barrel),
die in einem Greek-Key-Motiv angeordnet sind ($1-4),
gefolgt von einer antiparallelen Haarnadelschleife (B5/6).
An der Grenze zwischen den beiden Barrels liegen die
Reste der katalytischen Triade, wobei His57 und Asp102
in Subdoméne I, Ser195 aber in Subdomine II liegen
(Blow, 1968). Die Riickgrat-Amide von Xaal93 und

Ser195 bilden die sogenannte ,,Oxyaniontasche*

Abbildung 4: Faltung von x-Chymotryp-
sin (Entnommen aus Branden & Tooze,

1999)

(Robertus et al., 1972), in die die Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung zu liegen

kommit.

Diese Arbeit wird sich mit einer Serinproteinase, der Dipeptidylpetidase IV, beschéftigen
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1.2. Dipeptidylpeptidase IV

1.2.1. Charakterisierung

Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, CD26, ADAbp, EC 3.4.1.2.5) ist eine multifunktionale Serinexo-
peptidase, die aufgrund ihrer Sekundéarstruktur in der katalytischen Domine zu den o/B-Hydrolasen
gehort. Durch ihre Sequenzhomologie um den Serylrest im aktiven Zentrum, der Anordnung der ka-
talytischen Triade und der Strukturhomologie im C-terminalen Teil wird die DP IV zusammen mit
der Prolyloligopeptidase (POP, EC 3.4.21.26) und der Acylaminoacylpeptidase (EC 3.4.19.1) in die
Prolyloligopeptidase-Familie (S9) eingeordnet (Rawlings et al., 2004). Sie wurde von Hopsu-Havu
und Glenner (1966) erstmals aus Rattenleber isoliert. In spiteren Arbeiten wurde ihre Lokalisierung
in Bakterien, Pilzen, Insekten und Pflanzen beschrieben (Yoshimoto & Tsuru, 1982; Bordallo et al.,
1984; Beauvais et al., 1997; Casey & Meyer, 1985, Tsakalidou et al., 1998, Kreil et al., 1980; Stano
etal., 1994, Stano et al., 1997). Bei Sdugern konnte die DP IV unter anderem in der Placenta, Niere,
Leber, Pankreas und im Serum nachgewiesen werden. Dabei findet man besonders hohe Konzentra-
tionen in den Biirstensaummembranen des Verdauungstraktes und in den proximalen Tubuli der
Niere (Yaron & Naider, 1993).

Die homodimere, membranstindige Form der DP IV gehort zur Klasse der integralen Mem-
branproteine vom Typ II (Hong & Doyle, 1990). Das Molekulargewicht des Monomers wurde in
Abhingigkeit von der Spezies, der Herkunft des Gewebes und dem Grad der Glykosylierung mit
110 kDa bis 150 kDa (Wolf et al., 1978; Ikehara et al., 1994; Kahne et al., 1996) beschrieben.

Die N-glykosidisch mit dem Protein verbundenen Zucker (Bartles et al., 1985; Yamashita et
al., 1988) machen einen Anteil von 10 % bis 27 % der Protease aus (Erickson & Kim, 1983; Bartles
et al., 1985). Durch gezielte Punktmutationen potentieller Glykosylierungsstellen konnte die Abhéin-
gigkeit der biologischen Stabilitit und Proteinfaltung, sowie die enzymatische Aktivitidt und die
Zielsteuerung der DP IV innerhalb der Zelle von der doménenspezifischen Glykosylierung nachge-

wiesen werden (Fan et al., 1997).
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Das katalytisch aktive Dimer besteht aus [ 776 COOH
5H
zwei von einander unabhingigen Einheiten mit n’e C-terminale
[ 708 latahtische Region
jeweils vollstandigen aktiven Zentren, die durch HS%D
G—Y~ _ sa0

elektrostatische Wechselwirkungen miteinander

verbunden sind (Kullertz et al.,, 1978). Die Extra-

) ) ] ze]lu..lfﬁ.re Cysteinreiche
Tertidrstruktur unterteilt das Monomer in fiinf Domane Region
funktionelle Doménen. Am N-Terminus be-
findet sich die kurze, hochkonservierte, aus 6
Aminoséduren bestehende cytosolische Domine, Glykosglier te

Region

gefolgt von einer 22 Reste langen Transmem-

brandomine (Reutter et al., 1995). Die iiber ein Flexibles Segrent

flexibles Segment mit dem Membrananker ver- Membran
P Cuto- =

bundene, 738 Aminosduren zdhlende extrazel- plasmatische
Dom#ns L

luldre Region unterteilt sich in drei weitere Do-

Abbildung 5: Das Fiinf-Domdnenmodell der DP IV
ménen: eine glykosylierte Doméne mit neun po-  (Entnommen aus Mentlein, 1999).
tentiellen Glykosylierungsstellen, eine cysteinreiche Doméne und die C-terminale katalytische Do-
mine (Marguet et al., 1992) (Abb. 5).

Die cDNA-Sequenz der DP IV weist zwischen Pro- und Eukarionten eine Homologie von
ca. 30 % auf (Kabashima et al., 1996; Kajiyama et al., 2002). Innerhalb der Eukarionten ist sie mit
85-92 % deutlich konservierter (Reutter et al., 1995; Misumi et al., 1992; Darmoul et al., 1992).

Durch gezielte Punkmutation innerhalb stark konservierter Bereiche der katalytischen Do-
méine wurde die katalytische Triade (Ser630, Asp708, His740) identifiziert (Ogata et al., 1992; Da-
vid et al., 1993). Die typische Konsensussequenz von Serinproteasen, Esterasen und Lipasen Gly-
Xaa-Ser-Xaa-Gly konnte um das katalytisch aktive Ser630 nachgewiesen werden (Brenner, 1988;

Polgar, 1992). Die DP 1V ist als Serinprotease durch die klassischen Serinprotease-Inhibitoren Di-

isopropylfluorophosphat und Phenylmethylsulfonylfluorid inaktivierbar (Kenny et al., 1976). Die
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Anordnung der katalytischen Triade und der Katalysemechanismus unterscheiden sie aber von den
Serinproteasefamilien der Subtilisine (S8; Asp, His, Ser) und Chymotrypsine (S1; His, Asp, Ser),
(Brandt et al., 1996; Rawlings et al., 1991).

Neben dem membrangebundenen Enzym konnten auch 16sliche Formen der DP IV aus hu-
manem Urin (Chikuma et al., 1990) und Serum (Hino et al., 1975) isoliert werden. Zur Herkunft der
DP IV-Aktivitdt im Serum gibt es verschieden Modelle. Nach Duke-Cohan und Morimoto (1995,
1996) handelt es sich um ein DP IV-dhnliches Protein (DPPTL/ Attractin) mit einem Molekularge-
wicht von 175 kDa, das durch Stimulation von T-Zellen freigesetzt wird. Dagegen wurde von Du-
rinx und Mitarbeitern (Durinx et al., 2000) gezeigt, dal 95% der Serum-DP IV-Aktivitit beziiglich
ihrer biochemischen, enzymatischen und antigenischen Eigenschaften dem CD26 zuzuordnen sind.
Die in der Literatur erwdhnten T-Zelloberflachenproteine 1F7, Tp103, Tal (Morimoto et al., 1989;

Hegen et al., 1990) und CD26 sind identisch mit der DP IV (von Bonin et al., 1998).

1.2.2. Substratspezifit:it

Die DP IV spaltet Xaa-Pro-Dipeptide am N-Terminus von Oligo- und Polypeptiden ab. In der P;-
Position akzeptiert sie neben Prolin auch Ala, Pip, Hyp (mit einer katalytischen Effizienz von
Kea/Kin = 10° bis 10* M's™") und Dhp (Heins et al., 1988) sowie in ihrer RinggroBe variierende proli-
nanaloge Reste (ke./Km = 10° bis 10° M's™, Rahfeld et al., 1991a). Zusétzlich toleriert sie in P; Abu
(Kea/Kin = 10 M's™) Ser, Val, Gly (Kea/Kin = 10° M's™") und Leu (Keo/'Kin = 40 M's™") (Bongers et al.,
1992). Dariiber hinaus hydrolysiert die DP IV aus Schweineniere auch synthetische Derivate des
Growth-Hormone-Releasing-Factor (Somatoliberin) aus Rind mit Threonin in P;-Stellung (Martin
et al., 1993). Dipeptidische p-Nitroanilide mit Glycin und Alanin in P,-Position, sowie deren N-al-
kylierte Derivate werden nach Ergebnissen von Schutkowski (Schutkowski et al., 1994) ebenfalls
gespalten.

In der P,"-Position akzeptiert die DP IV alle Aminosduren mit Ausnahme von Pro, Hyp, N-

alkylierte Reste und D-Aminosduren (Kenny et al., 1976). Prolylreste in P,‘ fithren zum Verlust der
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internen Wasserstoffbricke vom Stickstoff der DPP IV

P,"-Aminosdure zum Carbonyl-Sauerstoff der P p ‘“’ p
2 1 1

P,-Aminosdure (Brandt et al., 1996) (siche
HYDROPHOB Pro

2z &

Abb. 21C).

BASISCH Ala
In der P,-Position werden alle proteino-
. . . .. MELTRAL Gl

genen Aminosduren akzeptiert, jedoch mit einer ESEB;]}

deutlichen Bevorzugung von Resten mit einer R EE:E]

hydrophoben oder verzweigten Seitenkette JJ(

(Heins et al., 1988). Substrate, mit in P,-Positi- H’NI 2 3 7

Reste
on phosphorylierten Aminosduren (Kaspari et

Abbildung 6: Substratspezifitit der DP IV. (Ent-
al., 1996) oder Peptide, die eine Thioxoaminoa- nommen aus Mentlein, 1999).
cylprolyl-Bindung enthalten (Schutkowski et al., 1994), werden im Vergleich zu den entspre-
chenden nichtphosphorylierten bzw. eine Amidbindung enthaltenden Peptiden um bis zu drei Gro-
Benordnungen schlechter durch die DP IV hydrolysiert.

Als Voraussetzung fiir die Substraterkennung muf3 die Aminosaure in P, in L-Konfiguration
vorliegen. Dies gilt auch fiir die Aminosdure in P,, wenn Pro in P; gebunden wird. Bei Ala in P,
werden auch D-Aminosduren in P, toleriert (Heins et al., 1988). Neben einem ungeschiitzten, pro-
tonierten N-Terminus (Heins et al., 1988), muB fiir eine effektive Substrathydrolyse die Konformati-
on der Peptidbindung zwischen P,-P; in trans vorliegen (Fischer et al., 1983). Als bisher grof3tes na-

tives Substrat der DP IV wurde das Chemokin RANTES mit 68 Aminosduren beschrieben (Ora-

vecz et al., 1997; Proost et al., 1998Db).

1.2.3. Inhibition

Die DP IV wird als Serinprotease von klassischen Serinproteaseinhibitoren wie Diisopropylfluo-
rophosphat (DFP, ) (Barth et al., 1974; Kenny et al., 1976) irreversibel aber unspezifisch gehemmt.

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMFS) und Diethyl-p-nitrophenylphosphat sind deutlich weniger
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wirksam (Kenny et al., 1976: Yoshimoto & Tsuru, 1982; Shibuya-Saruta et al., 1996). Schwerme-
talle wie Zink, Cadmium, Quecksilber und Blei inhibieren die Enzymaktivitdt der DP IV ebenfalls
(Barth et al., 1974; Bella et al., 1982; Piischel et al., 1982). Die einzigen bekannten natiirlichen Inhi-
bitoren der DP IV sind neben den Xaa-Pro- und Xaa-Ala-Dipeptiden das HIV-1 Tat-Protein
(Wrenger et al., 1997) und der N-Terminus des TXA2-Rezeptors (Wrenger et al., 2000). Thre inhibi-
torische Wirkung ist auf die N-terminale Xaa-Yaa-Pro-Sequenz zuriickzufiihren.

Die DP IV wird durch ihre Hydrolyseprodukte (Xaa-Pro- und Xaa-Ala-Dipeptide) kompeti-
tiv mit Ki-Werten im Bereich von 107 bis 10~ gehemmt (Yaron & Naider, 1993; Born et al., 1994).
Oligopeptide wie Tetraprolin (K; =6 x 10* M) hemmen ebenfalls kompetitiv (Harada et al., 1982,
Hoffmann et al., 1995). Die von Umezawa et al. (1984) beschriebene kompetitive Hemmung durch
Diprotin A (Ile-Pro-Ile) und Diprotin B (Val-Pro-Leu) wurde von Rahfeld et al. (1991b) widerlegt.
Die Autoren konnten nachweisen, daf es sich bei beiden Peptiden um Substrate der DP IV handelt
(Diprotin A: kea/Kimn = 3.4 x 10° M's, Diprotin B: ke Kin= 1.7 x 10° M's).

Durch Entfernung der Carboxylgruppe von Dipeptiden erhélt man die produktanalogen Ami-
nosdurepyrrolidide, die um eine GroBenordnung besser hemmen als die thnen zugrunde liegenden
Peptide (Born et al., 1994). Die Weiterentwicklung dieser Verbindungen zu Aminosaurethiazolidi-
den, Aminosiure-2-cyano-pyrrolididen und Aminoséure-4-cyanothiazolididen fiihrt zu einer Ver-
besserung der Hemmkonstanten um bis zu vier Grof3enordnungen (Born et al., 1994; Li et al., 1995;
Ashworth et al., 1996a; Ashworth et al., 1996b). Mit Ausnahme der letztgenannten werden alle Ver-
bindungstypen in biologischen Systemen eingesetzt (Schon et al., 1991; Jiang et al., 1997; Reinhold
et al., 1994, Reinhold et al., 1998D).

Die irreversiblen, substratanalogen Chlormethylketone (Demuth, 1989) und die Peptidylam-
moniummethylketone (Steinmetzer et al., 1993) aus der Gruppe der Slow-Binding-Inhibitoren,
weisen Ki-Werte im mikromolaren Bereich auf. Durch iiber den freien N-Terminus induzierte intra-

molekulare Reaktionen sind sie in wéssriger Losung jedoch sehr instabil.
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Die bisher potentesten Inhibitoren der DP IV (Pargellis et al., 1997) stellen die Peptidylbo-
ronsduren (Coutts et al., 1996; Pargellis et al., 1997) dar. Als iibergangszustandsanaloge Ver-
bindungen hemmen sie entsprechend einem Slow-Tight-Binding-Mechanismus (Gutheil & Bachov-

chin, 1993) mit Ki-Werten im pikomolaren Bereich. Trotz der unter physiologischen Bedingungen

S\/ >CH-NH,
HyC === CH P32
\ 32/98

%+ (probiodrug)
Q
— o N st

NC
N\)j\ e s
X | /\/“\)I\ D Q‘“ N
N H N OH NC/
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NVP DPP 728 (Novartls
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LAF 237 (Novartis) (BMS)
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,>—/_\ P A

cl Cl

Xanthin (NOVO) Xanthine (Bl) Aminomethylpyridine (Roche)

Abbildung 7: Beispiele von Vertretern der drei Substanzklassen von in der Humanerprobung befindlichen
DP [V Inhibitoren. (nach Demuth, 2004)

beobachteten Zyklisierung (Snow et al., 1994; Sudmeier et al., 1994; Pargellis et al., 1997), die zu
einem drastischen Aktivititsverlust fithrt, finden die Verbindungen in biologischen Systemen
Anwendung (Bristol et al., 1995; Jeanfavre et al., 1996). Das Pro-boroPro aus dieser Gruppe ist ein
spezifischer, reversibler Inhibitor mit einer Hemmkonstante von 16 pM.

Peptidyl-(a-aminoalkyl) Phosphonatester und Diphenylphosphonatester sind spezifische irre-
versible Inhibitoren der DP IV und zeichnen sich durch eine hohe Stabilitdt unter physiologischen

Bedingungen aus (Boduszek et al., 1994). Durch die langsame aber stabile Inaktivierung des En-
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zyms (Lambeir et al., 1996) finden sie ebenfalls in biologischen Systemen Anwendung (De Meester
etal., 1997).

Aufgrund der Fiille an Inhibitoren sei fiir eine umfassende Darstellung auf zwei Reviews
verwiesen (Augustyns et al., 1999; Lambeir et al., 2003).

Die Entwicklung spezifischer DP IV-Inhibitoren fithrte zu zahlreichen Verbindungstypen,
die sich in ihrem Inhibierungsmechanismus deutlich unterscheiden. Unter den inzwischen
Tausenden Einzelverbindungen lassen sich die in der Humanerprobung befindlichen in drei Sub-
stanzklassen einordnen (Abb. 7). Zu den reversiblen, produktanalogen Pyrrolididen und Thiazoliden
gehdren der P32/98 von Probiodrug und der MK-431 von Merck. Das aktive Zentrum kovalent mo-
difizierende, produktanaloge Cyanopyrrolidide sind der NVP DPP 728 und der LAF 237 von No-
vartis. Zu den reversiblen nicht-peptidischen Heterozyklen zdhlen Xanthin von NOVO, das Xan-

thin-Derivat von BI und das Aminomethylpyridin-Derivat von Roche (Demuth, 2004).

1.2.4. Biologische Bedeutung

Die enorme Bedeutung der DP IV leitet sich von ihrer Beteiligung an zahlreichen biologischen Pro-
zessen ab. Die Multifunktionalitidt im Sdugerorganismus ist dabei nicht nur ein Resultat der enzyma-
tischen Aktivitt.

Proteaseaktivitiit

Zahlreiche Peptidhormone, Neuropeptide und Zytokine weisen prolinreiche Regionen in ihren Se-
quenzen auf (Mentlein, 1988; Vanhoof et al., 1995), die sie vor unspezifischer Proteolyse schiitzen.
Die Regulation ihrer Aktivitdt wird durch prolinspezifischen Proteasen ermoglicht.

Fiir viele dieser biologisch aktiven Peptide konnte gezeigt werden, dal} sie von der DP IV als
Substrate akzeptiert werden. Die Abspaltung eines N-terminalen Dipeptids verhindert dabei hédufig
die Bindung an spezifische Rezeptoren und eréffnet damit die Moglichkeit in den Ablauf von biolo-
gischen Kaskaden regulatorisch einzugreifen. /n vivo- und in vitro-Untersuchungen zeigten, daf3 die

DP IV das N-terminale Tyr-Pro-Dipeptid des Neuropeptids Y (Mentlein et al., 1993a) und des
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Einflusses von Inhibitoren auf die DP IV-modulierte Inkretin-
Wirkung. (Demuth, 2004)

gastrointestinalen Peptids YY (Medeiros & Turner, 1994) abzuspalten vermag. Erst durch die
schrittweise Hydrolyse der Substanz P durch die DP IV wird das Neuropeptid der anschlieBenden
vollstindigen Hydrolyse durch Aminopeptidase N (APN) zugénglich gemacht (Ahmad et al., 1992;
Russell et al., 1996). N-terminale Teilsequenzen verschiedener Zytokine werden von der DP IV hy-
drolysiert, obgleich die nativen Zytokine keine Substrate darstellen (Berger et al., 1987; Hoffmann
et al., 1993). Inwieweit die Kettenldnge der Peptide dabei eine Rolle spielt, ist fraglich, da die Hy-
drolyse des nativen Chemokins RANTES mit 68 AS-Resten durch die DP IV nachgewiesen werden
konnte (Oravecz et al., 1997; Proost et al., 1998a). Die Prozessierung gastrointestinaler Peptide wie
Enterostatin (Val-Pro-Asp-Pro-Arg, Bouras et al., 1995), Glucagon-Like-Peptide-1(7-36) (GLP.s6,
Mentlein et al., 1993b; Pauly et al., 1996) und Glucose-Dependent-Insulinotropic-Polypeptide
(GIP,.p, Kieffer et al., 1995; Pauly et al., 1996) konnte in vitro und in vivo gezeigt werden. Die In-
kretine GIP;.4, und GLP-13¢ sind zwei Hormone, die in Abhédngigkeit von der Glukosekonzentrati-
on im Blut die Insulinausschiittung an den B-Zellen des Pankreas stimulieren (Abb. 8). Beide Hor-
mone sind aufgrund ihrer N-terminale Xaa-Ala-Sequenz Substrate der DP IV. Daneben konnte die

Inaktivierung des B-Casomorphin-5 (Hartrodt et al., 1982), des humanen Somatoliberins (GRF.4,
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Bongers et al., 1992) und des Growth-Hormone-Releasing-Factor aus Rind (Martin et al., 1993) so-
wie des GRF,. (Bai & Chang, 1995) durch die DP IV nachgewiesen werden.

Die DP IV-katalysierte Hydrolyse eines Gly-Pro-Dipeptids vom N-Terminus der a-Kette des
monomeren Fibrins fithrt zur Hemmung der Fibrinpolymerisierung und damit zur Verhinderung der
Blutgerinnung (Mentlein & Heymann, 1982).

Die hohe Konzentration der DP IV in den proximalen Tubuli der Niere sowie auf den Epi-
thelzellen des Diinndarms ist durch die Beteiligung des Enzyms am Abbau von prolinhaltigen Stoff-
wechselprodukten begriindet (Tiruppathi et al., 1990).

Vermittlung von Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen

Durch die Assoziation mit der Adenosindeaminase (ADA) an der Zelloberfldche von T-Zellen wird
die DP IV/CD26 auch als ADA-Bindeprotein (ADAbp) bezeichnet (Kameoka et al., 1993; Tanaka
et al., 1993, De Meester et al., 1994). Die Bindung verursacht keine Beeintrdchtigung der enzyma-
tische Aktivitdt beider Proteine (De Meester et al., 1994; Blanco et al., 1996). Die Funktion der
ADA in den T-Zell-Aktivierungs- und Proliferationsprozessen ist noch nicht geklart. Von groBBerer
Bedeutung soll die Aufhebung der Hemmung der T-Zell-Aktivierung durch Adenosin tliber seine
ADA-vermittelte Desaminierung sein (Franco et al., 1998; Dong et al., 1996). ADA-Mangeler-
krankungen verursachen schwere Beeintrichtigungen im humanen Immunsystems durch Storung
des Purinstoffwechsels.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Generierung von Zell-Matrix-Adhésionsprozessen ist
die von der enzymatischen Aktivitit der DP IV unabhidngige Wechselwirkung von DP IV aus
Rattenleber und Maus-Fibroblasten mit Kollagen (Hanski et al., 1988) und Fibronektin (Piazza et
al., 1989). Fiir Kollagen und Fibronektin konnten zwei separate Bindungsstellen in der Cystein-rei-
chen Region der DP IV nachgewiesen werden (De Meester et al., 1999). Bei der Tumormeta-
stasierung soll die DP IV der Lungenendothelzellrezeptor fiir metastasierende Brustkrebszellen in
der Ratte sein (Cheng et al., 1998). Ligand ist dabei das Tumorzelloberflachen-assoziierte Fibronek-

tin.
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Rolle in der Immunantwort

Die Rolle der DP IV in der Immunantwort ist bis heute nicht umfassend geklirt, scheint aber eine
Kombination ihrer Exopeptidaseaktivitit und ihrer Eigenschaft als Rezeptor oder Ligand fiir ver-
schieden Molekiile zu sein. Das ermoglicht es der DP IV/CD26 als kostimmulatorisches Oberfla-
chenmolekiil zu fungieren, die T-Zell-Aktivitit zu beeinflussen und die Chemotaxis zu modulieren
(Lambeir et al., 2003).

DP IV/CD26 wurde als Oberflachenprotein einer Subpopulation von CD4-positiven T-
Lymphozyten beschrieben (Mentlein et al., 1984). Daneben wurde DP IV/CD26 auch auf einer Sub-
population CD8-positiver Zellen gefunden (Munoz et al., 1992). Nach mitogener Stimulation wird
eine um ein Vielfaches erhohte Expression der lymphozytiren DP IV/CD26 beobachteten, was auf
die Bedeutung des Enzyms als T-Zell-Aktivierungsmarker hinweist (Schon & Ansorge, 1990). Dar-
tiber hinaus wurde die Expression von DP IV/CD26 auf aktivierten B-Lymphozyten und NK-Zellen
nachgewiesen (Buhling et al., 1994, Buhling et al., 1995; Yamabe et al., 1997.

Neben ihrer Funktion als Aktivierungsmarker wurde ihre kostimulatorische Aktivitdt in T-
Zell-Aktivierungs- und Proliferationsprozessen diskutiert. /n vivo und in vitro konnte gezeigt
werden, dafl DP IV-spezifische Inhibitoren (Aminosdurepyrrolidide und -thiazolidide Schon et al.,
1991; Reinhold et al., 1993; Reinhold et al., 1997a; N,O-Diacylhydroxylamine Schon et al., 1985;
Peptidylboronsduren Kubota et al., 1992) starke immunsuppressive Wirkungen hervorrufen.

Der genaue Mechanismus der kostimulatorischen Aktivitdt von DP IV/CD26 ist nicht be-
kannt. In Zusammenhang damit steht die beschriebene Assoziation von DP IV/CD26 mit CD45
(Torimoto et al., 1991), einer membranverankerten Protein-Tyrosin-Phosphatase. Die mit der anti-
CD26-induzierten Kostimulation verbundene Phosphorylierung der CD3{-Kette bei gleichzeitiger
Erhéhung der CD4-assoziierten p56'*-Protein-Tyrosin-Kinase(PTK)-Aktivitdt, weist auf eine Betei-
ligung von CD45 innerhalb dieser Prozesse hin. Daneben konnte die anti-CD26-induzierte Phos-
phorylierung einer Vielzahl zelluldrer Proteine, nach Kreuzvernetzung von DP IV/CD26 mit CD3,

gezeigt werden (Munoz et al., 1992; Hegen et al., 1997).
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Die Bedeutung der enzymatischen Aktivitit fiir die Rolle der DP IV/CD26 als Kostimulator
von T-Zell-Aktivierungsprozessen wird kontrovers diskutiert. Einerseits weist die durch Punktmuta-
tion des Serylrestes im aktiven Zentrum bzw. die durch vollstdndige Inhibierung der DP IV-Aktivi-
tit mit DFP erreichte Hemmung der anti-CD26-vermittelten T-Zell-Aktivierung auf die Notwendig-
keit der Enzymaktivitit fiir die CD26-induzierte T-Zell- Proliferation hin (Tanaka et al., 1993;
Tanaka et al., 1994). Andererseits wird eine von der DP IV-Aktivitit unabhiingige Ubertragung von
Signalen nach anti-CD26-vermittelter T-Zell-Aktivierung diskutiert (Hegen et al., 1993).
Involvierung in die HIV-Infektion
Eine mogliche Beteiligung der DP IV am Eintritt des HI-Virus in T-Zellen als Kofaktor von CD4
wurde vorgeschlagen (Callebaut et al., 1993). Nachfolgende Studien haben die Chemokinrezeptoren
CCRS5 und CXCR4 als die eigentlichen Korezeptoren fiir HIV-1 identifiziert (Feng et al., 1996; Alk-
hatib et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Choe et al., 1996; Oberlin et al., 1996).
CCLS5/RANTES inhibiert die R5 HIV-1 Infektion durch Bindung an den CCR5-Rezeptor (Cocchi et
al., 1995). Die DP IV-katalysierte Hydrolyse von RANTES verstirkt dessen Affinitdt zum CCRS5-
Rezeptor und verbessert dadurch seine anti-HIV-1 Eigenschaften (Proost et al., 1998b; Schols et al.,
1998). Moglicherweise ist die DP IV auch fiir die immunsuppressive Wirkung des HIV-1-Proteins
Tat verantwortlich, welches fiir die Transaktivierung und Replikation der viralen Gene notwendig
ist. Es konnte gezeigt werden, dafl Tat an CD26 bindet und die DP IV-Aktivitit und die antigensti-
mulierte Lymphozytenproliferation hemmt (Wrenger et al., 1997; Gutheil et al., 1994). Die Inhibiti-
on der DP IV durch Tat ist abhéngig von der Sialysierung der DP IV und der Salzkonzentration
(Smith et al., 1998).

Das HIV-1 Hiillprotein gp120 bindet tiber seine C3-Region an DP IV/CD26 auf Lymphozy-
ten und inhibiert dabei die Assoziation mit ADA (Valenzuela et al., 1997b). Die Interaktion zwi-
schen DP IV und gp120 erfordert keine DP IV-Aktivitit, aber sie ist CD4 oder CXCR4-abhingig

(Herrera et al., 2001, Blanco et al., 2000b). Da die C3-Region von gp120 nicht oberflichenexponiert
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ist, konnte die Interaktion mit CD4 oder CXCR4 die verborgene Region demaskieren und dadurch

die Bindung von DP IV/CD26 ermdoglichen (Lambeir et al., 2003).

1.3. Kristallographie

Da eine Darstellung der Theorie der Rontgenkristallographie den Rahmen dieser Arbeit {iberschrei-
ten wiirde, sei auf Lehrbilicher und Artikel (Blundell & Johnson, 1976; Giacovazzo et al., 1992;

Drenth, 1994; Messerschmidt & Huber, 2000) verwiesen.



MATERIAL UND METHODEN 21

2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Geriite

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AvpricH, Biomor, Dirco, FLuka, MERrck,
RotH, SErvA und Sicma bezogen und waren mindestens vom Reinheitsgrad ,,zur Analyse* (p.a.). Die
verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
AwmicoN, EpPENDORF, MILLIPORE, QIAGEN, STRATAGENE und BioRAD bezogen.

Benutzte Gerdte und Materialien: FPLC LCC-500 (Puarmacia), Kolbenhubpipetten (Ep-
PENDORF), UV-VIS-Spektrophotometer Lambda 17 (Perkin ELmer), Ultrazentrifuge L7-55 mit Rotor
Ti-45 (Beckman), Ultrazentrifuge XL-l1 (Beckman), Tischzentrifugen, Zentrifuge Avanti mit Rotor
JA20 (Beckman), Zentrifugen J2-21 und J2-21M mit Rotoren JA10 und JA20 sowie J-6M/E mit Ro-
tor JS4.2 (Beckman), Amicon-Riihrzelleneinheit (Awmicon), Ultrafiltrationsmembranen YM30
(Amicon), Centriprep 30 Mikrokonzentratoren (Awmicon), Centricon 30 Mikrokonzentratoren
(Amicon), Ultrafree 30 Mikrokonzentratoren (MiLripore), Partikelfilter Millex HA 22 m (MILLIPORE),
Mar345 Image Plate System (MarREsearcH), MarCCD Detector (MarREsEarcH), ROntgengenerator

RTP300 (RiGaku).



MATERIAL UND METHODEN 22

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Fillung von Proteinen mit Trichloressigsiure

Proteine wurden vor der Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Trichloressigsdaure (TCA) gefdllt, um
eine hohere Konzentration zu erreichen oder um Kalium-Ionen zu entfernen, da diese mit Dode-
cylsulfat einen Niederschlag bilden, der die Gelelektrophorese stort. Eine Probe der Proteinldosung
wurde mit 12 % (w/v) TCA versetzt, die Proteine 10 min bei 4 °C gefillt und anschlieBend se-
dimentiert (17000 g, RT, 5 min). Das Sediment wurde danach in 10-15 pl Proteinprobenpuffer (sie-
he 2.2.2) resuspendiert. Wenn die Farbe des Bromphenolblau von blau nach gelb umschlug, wurde
die Losung mit 2 M Tris-HCI pH 8,8 in 1-pl-Schritten neutralisiert. Vor dem Auftragen auf das Gel

wurde die Probe 5 min bei 95 °C inkubiert.

2.2.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurde die Variante nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Je 10 ml Gellosung
werden kurz vor dem Gieflen der Gele 20 pl TEMED und 10 pl einer Ammoniumperoxodisulfatlo-
sung (10 % (w/v) APS in H,O) zugegeben. Die Proteinproben wurden 1:1 mit Proteinprobenpuffer
gemischt, 5 min bei 95 °C inkubiert, um alle Proteine restlos zu denaturieren, und danach auf das
Gel aufgetragen. Der Gel-Lauf wurde bei einer konstanten Stromstiarke von 40 mA und max. 250 V
durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele mit Coomassie Brillant Blue

gefarbt.

2.2.3. Firben von Proteingelen

Zur qualitativen Identifizierung wurden die Proteinen nach der Elektrophorese (SDS-PAGE, siehe
2.2.2) mit Coomassie Brilliant Blue gefirbt. Dazu wurde das Gel mit der Féarbelosung bedeckt, in
der Mikrowelle kurz auf ca. 60 °C erhitzt und danach 20 min auf einem Schiittler inkubiert. An-

schlieBend wurde das Gel bis zur vollstindigen Entfirbung des Hintergrunds mit Wasser oder
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einem Gemisch aus Methanol/Essigsdure/Wasser auf einem Schiittler inkubiert. Gegebenenfalls

wurde die Farbung ein bis zweimal wiederholt.

2.2.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine wurde iiber die Extinktion bestimmt. Mit dem UV-VIS Spektrome-
ter Lambda 17 von Perkiv ELmer, wurde die Extinktion bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von

Proteinen, gemessen und mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes die Konzentration berechnet.

2.3. Biochemische Methoden

2.3.1. Analytische Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation wurde in einer BEckman XL-1 Ultrazentrifuge mit einem Ti60 Rotor durchge-
fithrt. Das Protein wurde auf eine Konzentration von 0,3 mg/ml in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 20 mM
NaCl eingestellt und bei 10000 Upm und 4 °C 48 Stunden lang zentrifugiert. Die Auswertung er-

folgte durch die mit dem Gerit gelieferte Origin-Software.

2.3.2. CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden mit einem Jasco J-715 Spektropolarimeter aufgenommen. Bei Fern-UV-
Spektren betrug die Proteinkonzentration 0,23 mg/ml in 40 mM Na-Phosphat pH 7,2. Die Spektren
wurden in einer Quarzkiivette mit 0,1 cm Durchmesser aufgenommen. Thermotiibergdnge wurden

bei einer Heizgeschwindigkeit von 10 °C/h bei einer Wellenldnge von 220 nm aufgezeichnet.

2.4. Reinigung von DP IV

Die DP IV aus Schweinenierenkortex wurde von unserem Kooperationspartner Probiodrug in Halle
gereinigt und uns zur Kristallisation und Strukturaufklarung zur Verfiigung gestellt.
Die DP IV wurde nach bekannten Protokollen (Fischer et al., 1983; Demuth & Heins, 1995)

aus dem Kortex der Niere von Schweinen aufgereinigt. Die Reinigung beinhaltet Gewebshomo-
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genisierung, Membranautolyse, differentielle Zentrifugation, Ammoniumsulfat-Féllung, Gelfiltrati-

on und Ionenaustauschchromatographie (siche Abb. 9, Tab. 1).

Gewebshomogenisierung: Von Schweinenieren e
wird anndhernd 2 kg Kortex entfernt und in e -

kleine Stiicke geschnitten. Man wascht das Ma-

—eegelw=
terial mit 0.9 % NaCl Losung iiber Nacht bei —-— v

4°C zur Entfernung des Blutes. Der ge- o —
waschene Kortex wird mit einem Ultraturrax .
ol -
homogenisiert. Wéhrend der Homogenisierung o '
Abbildung 9: 7.5 % SDS-PAGE. Qualitdtskontrolle
wird die gleiche Menge einer 0.02 M Sucrose- mehrerer Chargen aufgereinigter DP IV aus dem
Kortex der Niere von Schweinen. Das Gel zeigt in je-
lésung mit 0.2 % Triton X 100 Zugegeben. der Spur eine einzelne Bande bei 116 kDa.

Membranautolyse: Die anschlieBende 18-stlindige Autolyse bei 30 °C setzt die DP IV aus der Mem-
bran frei. Unldsliche Partikel werden durch Zentrifugieren bei 15900 g fiir 30 min entfernt.
Differentielle Zentrifugation und Ammoniumsulfat-Fillung: Die folgende fraktionierte Prizipitation
wurde mit dem festen Material durchgefiihrt. Nach der ersten Féllung und Zentrifugation (60 %
(NH,),SO.-Sittigung, 3 h, RT; 39200 g, 30 min) verbleibt die DP IV Aktivitit im Uberstand. Mit
der zweiten Fillung (85 % (NH,),SO4-Sattigung, iiber Nacht, 4 °C; 39200 g, 30 min) prézipitiert
man das Protein. Das Pellet wird in einer minimalen Menge Puffer (25 mM Phosphat, pH 6.8)
wieder aufgenommen und dreimal gegen 2 | des gleichen Puffers iiber Nacht dialysiert. Nach wei-
terem Zentrifugieren (39200 g, 30 min) wird die Losung auf 45 ml mit einer Amicon Ultrafiltra-
tionszelle (Ausschlul 100 kDa) konzentriert und wieder zentrifugiert (44000 g).

Préparative Gelfiltration: 15ml der DP IV-Losung werden auf eine Sepharose 6B-Siule

(PrARMACIA, 100 cm x 2.6 cm) geladen und anschlieBend mit Phosphatpuffer bei pH 6.8 eluiert.
Anionaustausch-Chromatographie: Die vereinigten Fraktionen von drei Laufen werden in 25 mM
Phosphatpuffer bei pH 6.8 an eine DEAE-Sephacel-Sdule (PrarRMAciA, 17 cm x 2.5 cm) gebunden

und mit einem Salzgradienten von 39 mM bis 150 mM NaCl in 5 Sdulenvolumen eluiert.
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Anionaustausch-Chromatographie (HR): Die DP IV-enthaltenden Fraktionen werden mit dem glei-
chen Volumen Wasser verdiinnt, mit 25 mM Bis-Trispuffer bei pH 6.8 auf eine Uno Q-Séule
(BioRap, 6 ml) geladen und mit einem NaCl-Gradienten von 0 bis 60 mM eluiert.

Das so gereinigte, natiirlich glykosylierte Protein wurde abschlieBend mit dem Rotoforen-
System (BioRab) préparativ isoelektrisch fokussiert. Eine Reinigung aus 2 kg Kortex ergibt ~60 mg
eines ca. 280-fach angereicherten Proteins mit einer spezifischen Aktivitidt von > 42 Units/mg. Die
Aktivitdt wurde wie bei Demuth und Heins (Demuth & Heins, 1995) beschrieben bestimmt. Durch
N-terminale Sequenzierung wurde gezeigt, da3 diese DP IV-Ectodomédne mit dem Ser39 beginnt

und somit keine Transmembransequenz mehr besitzt.

2.5. Sequenzierung porciner DP IV ¢cDNA

Die cDNA der DP IV aus Schweineniere wurde von unserem Kooperationspartner Probiodrug in
Halle sequenziert und uns zur Strukturbestimmung zur Verfiigung gestellt.

Zur Ermittlung der Sequenz von porciner DP IV wurde Gesamt- RNA aus Schweineniere extrahiert
und sequenziert (siche Tab. 2; submitiert zu GenBank, Accession Number: AY198323) (Bir et al.,

Manuskript in Bearbeitung).

2.6. Inhibitor-Synthese

Die Inhibitoren wurden von unserem Kooperationspartner Probiodrug in Halle synthetisiert und uns

zur Kristallisation mit der DP IV zur Verfligung gestellt.

2.6.1. p-lodo-Phe-Pyr-CN O\
N \

N
Der kovalent bindende DP IV Inhibitor p-lodo-Phe-Pyr-CN ¢ TFA .
o
wurde nach bekannten chemischen Protokollen (Ashworth et al., | HN'
1996a) synthetisiert. Die Synthese startete mit den Edukten Boc-p- F :O
F
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Iodo-Phe-OH und H-Pro-NH, « HCI. Das fertige Produkt 1-(2-(S)-cyanopyrrolidin-1-yl)-3-(4-i0d-

ophenyl)-1-oxopropan-2-aminium-trifluoroacetat wurde als weiller Festkorper erhalten. Die Struk-

tur wurde mittels 'H-NMR, BC-NMR und ESI-MS bestitigt. Die chemische Reinheit wurde durch

HPLC {iber RP-18 Material mit einem Wasser/ACN-Gradienten {iberpriift. Die Inhibierungskon-

stanten wurden wie bei Steinmetzer und Mitarbeitern (Steinmetzer et al., 1993) beschrieben bestim-

mt.

Formel Ci6H17F3IN;05

Mol. Gew. 483.23 g/mol

Schmp. 138-140°C (unkorrigiert)

ESI-MS  berechnet 369.0, gefunden (M+H) = 370.0

'H-NMR  (D,0), & (ppm): 1.55-1.61 (m, 1H), 1.7-1.82 (m, 1H), 1.91-2.19 (m, 2H), 2.49-2.62 (m,
1H), 2.89-3.09 (m, 1H), 3.19-3.21 (m, 1H), 3.21-3.34 (m, 1H), 4.31-4.39 (m, 1H), 4.61-
4.69 (m, 4H), 6.91-7.00 (m, 2H), 7.60-7.71 (m, 2H).

PC-NMR (D,0), & (ppm): 167.832, 131.656, 118.055, 93.173, 65.934, 52.250, 47.061, 46.428,
36.322, 29154, 24.063.

K; 25 nM, fiir die kompetitive Inhibierung der DP IV. Der Inhibitor bildet eine kovalente,

wenn auch reversible Bindung mit dem aktiven Ser630 aus.
HPLC 98.6 %

Loslichkeit Wasser, Puffer

2.6.2. tBuGly-Pro-lle

O
Der kovalent bindende DP IV Inhibitor tBuGly-Pro-Ile « HCl wurde Q\(
N
nach bekannten chemischen Protokollen synthetisiert. Das fertige %(go —oH
H,N e}
Produkt tert-Butylglycyl-L-prolyl-L-isoleucin-hydrochlorid wurde als Ck

weiller Festkorper erhalten. Die Struktur wurde mittels '"H-NMR, 3C-NMR und ESI-MS bestitigt.
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Die chemische Reinheit wurde durch HPLC iiber RP-18 Material mit einem Wasser/ACN-Gradien-
ten tiberpriift. Die Inhibierungskonstanten wurden wie bei Steinmetzer und Mitarbeitern (Steinmet-

zer et al., 1993) beschrieben bestimmt.

Formel C7H5,CIN;0,
Mol. Gew. 377,90 g/mol
ESI-MS  342.3 (M+H)
HPLC 96.2 %

Loslichkeit Wasser, Puffer

2.6.3. SC3/2

Der kovalent bindende DP IV Inhibitor SC3/2 wurde nach bekannten p

N HN

0]
chemischen Protokollen synthetisiert. Das fertige Produkt 7-Benzyl-1,3- \)N\)H/i'\‘ /T N\
/>
=
dimethyl-8-piperazin-1-yl-3,7-dihydro-purin-2,6-dion-trifluoroacetat 0 '\“ N

wurde als weiller Festkorper erhalten. Die Struktur wurde mittels 'H- F o
F
NMR, BC-NMR und ESI-MS bestitigt. Die chemische Reinheit wurde £ EO

durch HPLC {iber RP-18 Material mit einem Wasser/ACN-Gradienten iiberpriift. Die Inhibierung-
skonstanten wurden wie bei Steinmetzer und Mitarbeitern (Steinmetzer et al., 1993) beschrieben
bestimmt.

Formel Ca0H23F3N6O4

Mol. Gew. 468.44 g/mol

K; 0.7 nM (kompetitiv)

HPLC 99.0 %

Loslichkeit Dichlormethan, Wasser, Methanol, DMSO
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2.6.4. AEBSF
i
Der DP IV Inhibitor AEBSF ist von ICN (Lot.-No. 1879C). 0=S—F
+ CF
H.N

2.7. Aktivititsbestimmung der DP IV

Die Aktivitdt der DP IV wurde mit 400 ul des chromogenen Substrats Glycyl-prolyl-4-nitroanilid in
40 mM HEPES Puffer (I1=0.125; KCI justiert) bestimmt. Die Freisetzung von 4-Nitroanilid wurde
bei 30 °C spektrophotometrisch bei 390 nm iiberwacht. Eine Einheit der DP IV-Aktivitdt ist de-

finiert als die Freisetzung von 1 uM 4-Nitroanilid pro Minute unter diesen Bedingungen.

2.8. Kiristallisation und Kristalltransformation

Zur Kiristallisation der DP IV, der Schweratomderivate und der Ligand-Komplexe wurde die Metho-
de der Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen angewandt. Die Kristallisationsexperimente wurden in
Cryschem Plates™ (Hawmpron REesearcH, USA) bei 18 °C durchgefiihrt. Alle Kristallisationslo-
sungen wurden durch Ultrafiltration und/oder
Zentrifugation von Schwebstoffen befreit. Das
Reservoirvolumen betrug 500 pl. Trikline Kris-

talle der Dimension 0.20x 0.10 x 0.05 mm

Y
wurden innerhalb von wenigen Tagen bis meh-
<
reren Wochen durch Mischen von gleichen Vo- i
lumina der Proteinldsung bei einer Konzentrati- Abbildung 10: Trikline Kristalle der DP IV aus Sus

) ] ] scrofa der Dimension 0.20 x 0.10 x 0.05 mm. Auf-
on von 20 mg/ml in 5 mM Tris pH 7.6 mit der nahmen von einem Mikroskop mit Polarisationsfilter.
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Reservoirlosung (20-22% PEG2000, 0.1 M Ammoniumsulfat, 0.1 M Tris/HCl pH 8.0) erhalten

(Abb. 10).

\
\

10.5%/60s |

relative Feuchtigkeit 96.5% relative Feuchtigkeit 90.0%

Abbildung 11: Diffraktionsbilder aufgenommen bei Raumtemperatur auf der hauseigenen Drehanode mit einem
Mar180 Image Plate System (MarREsEarcH, Hamburg) vor und nach der Transformation mit dem Free-Mounting-
System (Proteros BIOSTRUCTURES, Martinsried). Dramatische Verbesserung des Diffraktionmusters und der Aufls-
sung trikliner Kristalle der DP IV aus Sus scrofa.

Die Kristallisationstropfen wurden zum Schutz der Kristalle mit Perfluoropolyether6l iiber-
schichtet. Anschlieend wurden die Kristalle mit einem CryoLoop™ (Hampron REsearcH, USA)
durch den Oltropfen hindurch gehoben und auf das Free-Mounting-System (PROTEROS BIOSTRUCTURES,
Martinsried) transferiert, wo die relative Feuchtigkeit von 96.5 % auf 90.0 % mit einem Gradienten
von 0.5 % in 60 s verringert wurde. Dadurch konnte das Diffraktionsmuster und die Auflosung der
Kristalle dramatisch von etwa 10 A bis auf 3 A verbessert werden (sieche Abb. 11). Bei einer opti-
malen relativen Feuchtigkeit von 90.0 % wurden die Kristalle in fliissigem Stickstoff (100 K)
schockgefroren (Kiefersauer et al., 2000).

Die Schweratomderivate wurden durch Tranken der nativen Kristalle mit einer Losung der
Schweratomverbindung vor der Kristalltransformation hergestellt.

Fiir die Liganden-Komplex-Studien wurde der Ligand im 10-fach molaren Uberschuf mit

der DP IV zur Kokristallisation angesetzt.
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2.9. Datensammlung und Auswertung

Zur Datensammlung wurden die gefrorenen Kristalle unter einem Stickstoffstrom (100 K) entweder
mit Kupfer-K,-Strahlung (A=1,54 A) der hauseigenen Drehanode mit einem Mar345 Image Plate
System (MarREsearcH, Hamburg) [BuGPI], oder mit Synchrotronstrahlung am DESY (Deutsches
Elektronensynchrotron, HASYLAB) an der Beamline BW6 (Wiggler-Beamline mit variabler
Wellenldnge) mit einem MarCCD Detector (MarResearcH, Hamburg) [h 01, i 01, Hg, SC3/2,
AEBSF] vermessen. Von einzelnen Kristallen konnten jeweils vollstindige Datensidtze aufgenom-
men werden. Die Statistik zur Datensammlung ist in Tabelle 3 aufgelistet.

Die Diffraktionsbilder wurden mit den Programmen DENZO und SCALEPACK
(Otwinowski & Minor, 1997) indiziert, integriert und aufeinander skaliert. Die Datenreduktion er-
folgte mit den Programmen TRUNCATE und CAD der CCP4-Programmsammlung (Collaborative
Computational Project No. 4, 1994). Die Statistik zur Datenauswertung ist in den Tabellen 4 und 5

aufgelistet.

2.10. Strukturlosung

Die Struktur der DP IV aus Sus scrofa wurde mit der Methode der ,,Multiplen Anomalen Dispersi-
on‘“ (MAD) an einem Quecksilber-Derivat mit anschlieBender Mittelung unter Ausniitzung der nicht-
kristallographischen Symmetrie (NCS, Abb. 12) gelost (Tab. 6).

Aus dem dreidimensionalen, anomalen Patterson-Raum wurde rechtwinklig zur molekularen
Dimerachse (siehe Abb. , Programm GLRF Tong & Rossmann, 1990) eine lokale Harker-Ebene mit
dem Programm MAIN (Turk, 1992) ausgeschnitten, entlang der orthogonalen, lokalen zweizédhligen
Achse gemittelt, und anschlieend, zur automatischen Erkennung von lokalen Schweratomdupletts
in das Programm RSPS (Knight, 2000) eingegeben. Dadurch konnte eine 50 bis 100-fache Ver-
stairkung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses erreicht werden. Die relative Position der zwei sym-

metrieverwanten Hg-Dupletts wurde durch translationale Suche mit dem Programm RSPS (Knight,
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2000) ermittelt. Konstruktionsbedingt folgen
die resultierenden Lagen der lokalen Symmetrie
und bestimmen die translationalen NCS-Pa-
rameter. Nach Verfeinerung der Schweratom-
lagen, Phasieren mit dem Programm MLPHA-
RE (Collaborative Computational Project No.

4, 1994) und Solvent Flipping mit dem Pro-

gramm SOLOMON (Abrahams & Leslie,

1996), konnten die Phasen durch NCS-Mitte- ce15000

lung mit dem Programm MAIN (Turk, 1992) Abbildung 12: Nichtkristallographische 2-2-2 Sym-
metrie der triklinen Kristalle von DP IV aus Sus scro-
fa. Der Plot wurde mit dem Programm GLRF (Tong

bis zu einer Aufldsung von 2.0 A erweitert '
& Rossmann, 1990) generiert.

werden, wodurch eine interpretierbare
Elektronendichte entstand (Tabelle 6).

Die Struktur der DP IV-Ligand-Komplexe wurde aus dem Modell der freien Protease und
den gemessenen Strukturfaktoren der Komplexe durch Anwendung einiger Ridgid Body Refinement

Zyklen mit dem Programm CNS (Briinger et al., 1998) gel0st.

2.11. Modellbau und Verfeinerung

Atomare Modelle wurden mit einer Octane Workstation (SiLicon Graphics, USA) oder einer dafiir
eigens aufgebauten Linux Grafic Workstation und dem Programm MAIN (Turk, 1992) in die
Elektronendichte eingepasst.

Die Struktur der katalytischen Domine der Prolyloligopeptidase (POP) wurde als Vorgabe
fiir den Modellbau und die Zuweisung der Sequenz in die Elektronendichte plaziert.

Die kristallographische Verfeinerung wurde in mehreren Zyklen, bestehend aus Modellbau-
schritten mit dem Programm MAIN (Turk, 1992) und nachfolgender Gradientminimierung mit dem
Programm CNS (Briinger et al., 1998) und den Zielparametern von Engh und Huber (Engh & Hu-

ber, 1991), durchgefiihrt.



MATERIAL UND METHODEN 32

Die Inhibitoren und Substratanaloga wurden mit dem Programm SYBYL (Tripos, Inc.) er-
stellt und mit MAIN in die Elektronendichte plaziert. Die Komplexe wurden mit CNS (Briinger et

al., 1998) verfeinert bis Konvergenz erreicht wurde.

Die Hauptkette der vier DPIV-
Monomere ist durch die Elektronendichte vom
Ser39 bis zum Pro766 definiert. Nur an den
Seitenketten des flexiblen Loops zwischen
Blatt I und Blatt IT von Glu97 bis Tyr100 fehlt

eindeutige Dichte. Die finalen R-Faktoren der

Verfeinerung haben Werte von 20 bis 21 %
(working set) und 24 bis 27 % (test set) unter Abbildung 13: Lokale Harker-Ebene rechtwinklig

zur molekularen Dimerachse im dreidimensionalen
Verwendung von konservativen Parametem. Patterson-Raum. Abbtldung wurde mit dem Pro—
gramm MAIN (Turk, 1992) erstellt.
Die Statistik der Verfeinerung ist in den

Tabellen 4 und 5 aufgelistet.

2.12. Analyse des Modells

Nach der Verfeinerung wurde die Qualitit der Modelle mit den Programm PROCHECK (Laskow-
ski et al., 1993) kontrolliert. Falls in den ausgegebenen Statistiken und Grafiken fiir eine bestimmte
Aminosdure ungewohnliche ¢/y-Winkel, Torsionswinkel der Seitenkette oder sonstige geome-
trische Auffilligkeiten auftraten, so wurden diese noch einmal iiberpriift. Uberlagerungen mit
anderen Proteinen wurden mit dem Programm TOP (Collaborative Computational Project No. 4,

1994) durchgefiihrt.
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2.13. Graphische Darstellung

Sequenzvergleiche wurden mit den Programmen PILEUP (Wisconsin Package, Genetics Computer
Group, USA), CLUSTALX (Thompson et al., 1997) oder SYBYL (Tripos, Inc.) erzeugt, z.T. manu-
ell an die Strukturdaten angepasst und mit dem Programm ALSCRIPT (Barton, 1993) dargestellt.
Zur graphischen Darstellung von Molekiilmodellen wurden die Programme PYMOL (DeLa-
no, 2002), MOLSCRIPT (Kraulis, 1991), BOBSCRIPT (Esnouf, 1999), RASTER3D (Merritt & Ba-

con, 1997), ViewerLite (http:/www.accelrys.com) und DeepView — The Swiss-PdbViewer

(http://www.expasy.org) verwendet. Oberflichen wurden mit GRASP (Nicholls et al., 1991) erzeugt
und dargestellt.
Zur Nachbearbeitung von Bildern wurde die Programme PHOTOSHOP (ADOBE SyYSTEMS,

USA) und COREL-DRAW (CorEr, Kanada) verwendet.

2.14. PDB Zugangscodes

Die Koordinaten der Struktur des nativen Proteins und die des p-lodo-Phe-Pyr-CN-DP IV-
Komplexes wurden in der Protein-Datenbank (PDB, http://www.rcsb.org) unter den Zugangscodes

10RV und 10RW deponiert.
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serviert. Thr Vergleich weist keine Insertionen oder Deletionen auf (Abb. 14). In der katalytischen
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Die Aminoséduresequenzen der DP IV aus Schwein, Mensch und anderen Sdugern sind stark kon-
noch zu 88 %. Bemerkenswert ist der Austausch des Ser339 der porcinen Sequenz durch ein Cys-
humanen DP IV fiihrt. Im Vergleich zur humanen Sequenz ist die potentielle Glykosylierungsstelle
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) und Prolyloligo_peptidase (POP _p). Der Vergleich erkldrt das Fehlen

AP _h

-a (F

Sequenzvergleich der neu bestimmten Sequenz von DP IV aus Schwein (DPP4 _p) mit den

Gesamtstruktur und Aufbau der Untereinheiten

zusétzliche potentielle Glyksylierungsstelle am Asnl179, welche sich nicht in der humanen Sequenz

8S POP
S§S POP

Das Monomer umfasst eine N-terminale B-Propeller Domidne (Arg54-Asn497) gefolgt durch die

der Dimerisierung von POP und korreliert das Fehlen der ADA-Bindung bei Nagetieren mit der Glykosylierungs-
findet. Interessanterweise ist die Glykosylierungsstelle am Asn279 in der humanen Sequenz um
katalytische Doméne GIn508-Pro766. Die Gesamtstruktur bildet ein Dimer von Dimeren in der

stelle Asn-279 (281).
am Asn520 durch einen Asn-His Austausch verloren gegangen. Auf der anderen Seite gibt es eine

DP IV-Sequenzen aus Mensch (DPP4_h) und Maus (DPP4_m) sowie mit den Sequenzen der verwandten Prote-

zwel Aminosduren zum Asn281 verschoben.

ine Fibroblast Activation Protein

Abbildung 14
3.2.
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Abbildung 15: Losliches DP IV bildet eine 2-2-2 symmetrische Anordnung als Dimer von Dimeren. Die Blick-
richtung ist entlang einer zweizdhligen Achse. Potentielle Glykosylierungsstellen sind als graue Kugeln eingezeich-
net. Rote Kugeln markieren in der Kristallstruktur gefundene Glykosylierungsstellen. Die Transmembranhelices
und ihre Orientierung zur Membran sind modelliert um zu illustrieren, wie die Tetramerisierung von DP IV Zell-
Zell Kontakte vermitteln kann.

kristallographischen Einheitszelle, welches einer nicht-kristallographischen 2-2-2 Symmetrie mit
allen Achsen senkrecht auf einander stehend folgt (Abb. 15). Das Propellerblatt IV ist sowohl an der

Dimer- als auch an der Tetramerinteraktion beteiligt (Abb. 18).
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Der wesentlich ausgedehntere Dimerkontakt wird hauptséchlich durch Reste der katalytis-
chen Domiine vermittelt, mit einer Kontaktregion von 2270 A? gegeniiber 2 x 570 A? des Dimer-zu-
Tetramerkontakts. Die Dimerkontaktflache ist durch hydrophobe Interaktionen dominiert, in deren
Zentrum die aromatischen Seitenketten von Trp734 und Phe713 beider Monomere miteinander
packen (siehe Abb. 16). Die hydrophoben Kontakte werden durch solvensvermittelte, polare Inter-

aktionen wie Lys721 mit Asp243, Glu244 und Asp737 komplementiert. Bemerkenswerterweise be-

Abbildung 16: Blick senkrecht zur zweizdhligen Achse auf die Dimerkonzaktfliche. Sie wird aus drei C-termina-
len Sekunddrstrukturelementen von F713-C762 der katalytischen Domdéne (gelb und griin) gebildet und durch
das fingerartig zwischen Strang 2 und 3 des Propellerblatts IV hervorgehenden Insertionsmotivs (orange)
stabilisiert. Zentrale, aromatische Packung durch hydrophobe Seitenketten von Trp734 und Phe713 (dargestellt als
Kugel-Stibchen-Modell in blauem Dichtenetz) beider Monomere. (Stereoabbildung)

dingt der Kontakt zwischen GIn731(0¢l)-GIn731(Neg2) einen subtilen (atomaren) Bruch der exak-
ten zweizdhligen Symmetrie innerhalb des Dimers. Die fiir die Dimerisierung kritischen Reste sind
zwischen allen Spezies streng konserviert.

Die Tetramerkontaktfliche ist durch hydrophile Reste gekennzeichnet. Im Zentrum bilden
die Stringe Asn279-GIn286 jedes DP IV-Dimers ein antiparalleles B-Faltblatt, welches das Pro-
pellerblatt IV zu einem achtbléttrigen, antiparallelen Blatt erweitert (Abb. 17). Die dulleren Stringe
von Blatt V tragen zusdtzlich zur Bildung der tetrameren Struktur bei. Die Reste, die zum

Tetramerkontakt beitragen sind dhnlich in verschieden Spezies, wenn auch gerade bei Nagern vari-
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Abbildung 17: Blick entlang der zweizdhligen Achse auf die Tetramerkontaktregion. Die Propellerblitter IV
(griin und Pink) jeder Untereinheit bilden paarweise miteinander achtbldttrige, antiparallele p-Faltbldtter. Die mar-
kierten Aminosduren Leu294 und Val341 sind an der ADA-Bindung beteiligt. (Stereoabbildung)

abler (Abb. 14). Viel wichtiger aber ist, dal es keine Insertionen oder Deletionen in den duBleren

Stangen von Propellerblatt IV gibt. Bezeichnenderweise befindet sich Asn279 an der Tetramerkon-

taktfldche und ist glykosyliert (Abb. 15, 17).

3.2.1. Der p-Propeller

Die N-terminale B-Propeller Doméne ist aus acht Bldttern mit je vier antiparallelen Strangen aufge-
baut. Das erste und das letzte Blatt eines reguldren -Propellers sind entweder kovalent durch Disul-
fidbriicken (vierblattrige B-Propeller) oder durch Strangaustausch zwischen dem ersten und dem let-
zten Blatt (fiinf- bis achtblittrige B-Propeller) miteinander verkniipft.

In der Literatur wurden bisher drei Ausnahmen zu dieser ,,geschlossenen Propeller Topolo-
gie” Regel beschrieben: Der siebenblittrige Propeller der POP (Fiilop et al., 1998), die sechs- und
siebenbléttrigen Propeller der Tricornprotease (Brandstetter et al., 2001) und der flinfblattrige
Propeller der a-L-Arabinase 43A (Nurizzo et al., 2002). Der B8-Propeller der DP 1V ist ebenfalls ir-
reguldr mit einer ,,offenen Velkro“-Topologie, da kein Segment C-terminal von Blatt VIII mit dem
Ersten Propellerblatt interagiert. Interessanterweise stabilisiert die N-terminale Erweiterung von

Blatt I (Phe53-Tyr58) die Propellerstruktur durch Interaktion mit der direkten C-terminalen Erweite-
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Abbildung 18: Topologiediagram zur Erlduterung der Domdnenstruktur der DP IV. Blatt IV des Propellers ist in
beides involviert, den Dimerkontakt (IV A-IV B: L235-P255, zusammen mit den gestrichelt hervorgehobenen drei
Sekundadrstrukturelementen F713-C762) und die Tetramerisierung der DP IV (IV A-IV C und IV B-IV C, nicht
gezeigt).

rung von Blatt VIII (Glu499-Met503). Eine dhnliche, wenn auch kiirzere externe Verkniipfung
wurde fiir den B7-Propeller der Tricornprotease beschrieben (Brandstetter et al., 2001).

Mit Ausnahme von Cys649-Cys762 findet man alle Disulfidbriicken in der B-Propeller-Do-
méne, wo sie intrablattstabilisierende Verkniipfungen bilden (Abb. 18). Alle Glykosylierungsstellen
auBler Asn685 befinden sich auf dem B-Propeller. Fiinf von insgesamt 10 potentiellen Glyko-
sylierungsstellen hdufen sich an der von der katalytischen Doméne abgewandten Oberfliche, wie er-

lautert in Abb. 15 und 18. Vier Stellen finden sich auf den Strang 3 und 4 verbindenden Schleifen

von Blatt I (Asn85), III (Asnl79), IV (Asn279) und VI (Asn393), eine auf der Schleife zwischen
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Strang 1 und 2 von Blatt IV (Asn219). Interessanterweise ist von diesen fiinf potentiellen Glyko-
sylierungsstellen nur Asn279, welches in die Tetramerisierung involviert ist, posttranslational modi-
fiziert. Weitere glykosylierte Reste findet man auf Blatt I (Asn92 am Ende von Strang 4), Blatt [V
(Asn229 nahe dem Teramerisierungsmotiv) und Blatt V (Asn321 auf der Strang 2 und 3 verbinden-
den Schleife), (Abb. 15 und 18). Asn150 auf dem letzten Strang von Blatt II ist in diesen Kristallen

nicht modifiziert.

Abbildung 19: DP [V-Monomer zum Vergleich als ,,Ribbon“ und in Oberflichendarstellung. Die Oberfliche ist
nach dem Drei-Domdnen-Modell eingeférbt: stark glykosylierte Domdne (grtin), cysteinreiche Doméne (blau), ka-
talytische Domdne (grau).

Die Gestallt des DP IV-B8-Propellers ist asymmetrisch. Die Blétter VI, VII, VIII und I bzw.
IL, III, IV und V bilden kompaktere Subdominen (Abb. 15 und 18), konsistent mit dem Drei-Domé-
nen-Modell der DP IV (Lambeir et al., 1997) (Abb. 191). Der ellipsoide Tunnel durch den Propeller
ist kontinuierlich offen. An der solvensexponierten Offnung miBt sein Durchmesser 9 A von
Blatt IV zu VIII und 15 A von Blatt Il zu VL. Zur katalytischen Doméine hin weitet sich der Tunnel
bis auf einen Durchmesser von 15 A und 25 A. Durch seine GroBe 148t der Tunnel gestreckte Pep-
tide oder Haarnadelschleifen aber keine gefalteten a-Helices hindurch. Interessanterweise ist ein
Sulfatanion an eine Oxyaniontasche gebunden, welche durch die Amidstickstoffe von Glu361 und

[1e407 und das Ne2 von His363 gebildet wird.
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3.2.2. Die katalytische Domiine

Die katalytische Doméne erstreckt sich von GIn509 bis Pro766. Sie zeigt die typische Faltung einer
o/B-Hydrolase mit einem zentralen §-stringigen -Blatt zwischen mehreren a-Helices (Abb. 15, 18).
Das B-Blatt ist um mehr als 90° in sich verwunden, in Ubereinstimmung mit Beobachtungen an
verwandten a/B-Hydrolasen (Medrano et al., 1998; Ito et al., 2000; Goettig et al., 2002).

Innerhalb der katalytischen Doméne verbindet eine einzelne Disulfidbriicke zwischen
Cys649 und Cys762 die C-terminale Helix Met746-Ser764 mit dem [B-Blatt und stabilisiert so die
tertidre Struktur. Helix Met746-Ser764 zusammen mit Helix GIn714-Asp725 und Strang Asp729-
Thr736 vom C-terminalen Ende, bilden das zentrale Dimerisierungsmotiv, welches durch Pro-
pellerblatt IV stabilisiert wird (Abb. 16). Das B-Blatt wird von 11 a-Helices flankiert. Das kata-
lytische Ser630 ist von umgebenden Sekundarstrukturelementen eingefalit. Es gehdrt sowohl zum
vorausgehenden Strang 4 (Arg623-Trp629) als auch zur darauf folgenden Helix Tyr631-Ala642.
Das erzeugt eine gespannte Konformation der Aminosdurehauptkette mit Diederwinkeln (o,y) =
(61.4, -115.7), welche mutmallich Energie fiir die Katalyse zur Verfligung stellt (Goettig et al.,

2002).

3.3. Das Aktive Zentrum und die Substraterkennung

Die sequentielle, dreidimensionale Anordnung der katalytische Reste Ser630, His740 und Asp708
entspricht der von verwandten o/p-Hydrolasen (Medrano et al., 1998; Fiilop & Jones, 1999; Goettig
et al., 2002). Die Oxyaniontasche wird durch das Amid von Tyr631 und das Hydroxyl-On von Ty-
r547 gebildet und ist von einem Wassermolekiil in der uninhibierten Struktur besetzt. Zur Ermitt-
lung des exakten Mechanismus der Substraterkennung wurde die DP IV mit dem dipeptidischen
Cyanopyrrolidid p-lodo-phenyl-cyano-pyrrolydid (i_01), dem Tripeptid tert-Butylglycyl-L-prolyl-L-
isoleucin (tBuGPI), dem Piperazinderivat 7-Benzyl-1,3-dimethyl-8-piperazin-1-yl-3,7-dihydro-

purin-2,6-dion (SC3/2) und dem Sulfonylfluorid 4-(2-Aminoethyl)-benzen-sulphonyl-fluorid (AEB-
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A Propeller-
offnung

Standard-
orientierung

C Standard-
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Abbildung 20: Oberflichendarstellung eines DP IV Monomers mit einem an das aktive Zentrum gebundenen
tetrapeptidischen Substratanalog (Kugel-Stdbchen-Modell: Tetrapeptid (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffa-
tome (blau)). Die Oberfliche zeigt das elektrostatische Potential von rot (-50 e/kT) nach blau (50 e/kT). A) Blick
in die innere Hoéhle durch den B-Propeller. B) Blick durch die Seitenéffnung nach einer 70°-Rotation um die Y-
Aschse im Vergleich zu (A). C) Blick auf die Oberfliche eines Monomers in Standardorientierung nach je einer
30°-Rotation um die X- und Y-Achse im Vergleich zu (B). (Stereoabbildung)
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A
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Abbildung 21: Substraterkennung der DP IV am Modell eines tetrapeptidischen Substratanalog (Kugel-Stdb-
chen-Modell: Tetrapeptid (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberflichendarstellung mit
elektrostatischem Potential des DP IV-Monomers in Standardorientierung. Schnitt durch die Oberfliche des
Monomers zur Enthtllung des Innenraums und des innen liegenden aktiven Zentrums mit Blick auf das hinein
modellierte Substrat. B) Zoom in das aktive Zentrum. Die Enzymreste sind durch die Oberfdchendarstellung (Ein-
farbung nach Atomtyp) verdeckt. C) Kugel-Stidbchen-Modell der DP IV-Reste in (hellblau) und um das aktive
Zentrum (beige), mit intermolekularen Wasserstoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. (Stereoabbildung)
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SF) kokristallisiert und deren Kristallstrukturen bestimmt (Abb. 21). Die Komplexe kristallisieren
unter denselben Bedingungen wie das freie Enzym in triklinen Kristallen mit nahezu identischen
Zellkonstanten, vier Monomeren pro asymmetrischer Einheit, angeordnet als Dimer von Dimeren
mit lokaler 2-2-2 Symmetrie.

In Abbildung 21 und 20 ist ein Monomer als geschlossene Oberfliche bzw. zur Enthiillung
des aktiven Zentrums aufgeschnitten, in Standardorientierung dargestellt. Standardorientierung be-
deutet, dal ein ungefaltetes peptidisches Substrat durch das aktive Zentrum von links nach rechts
entsprechend dem Verlauf der Peptidkette vom N- zum C-Terminus laufen wiirde. Die Kluft des ak-
tiven Zentrums ist iiberall negativ geladen (Abb. 21A) und erklért dadurch die allgemeine Préiferenz

der DP IV fiir alkalische Substrate (Mentlein, 1999).

3.3.1. Kiristallstruktur des p-lodo-Phe-pyr-CN -DP IV-Komplexes

Das Nukleophil des aktiven Zentrums, der Hydroxylrest von Ser630, ist kovalent mit dem abzuspal-
tenden Carbonyl-Kohlenstoff des Inhibitors verbunden, welches zu einem stabilen Carbaminsiure-
addukt fiihrt. Der Pyrrolidinring sitzt in einer hydrophoben Tasche, die aus den Seitenketten von Ty-
1666, Tyr662, Val711, Val656 und Trp659 gebildet wird. Wahrend diese Umgebung fast perfekt fiir
die Iminoséure Prolin als P;-Rest paft, ist das Hydroxyl-On von Tyr662 korrekt positioniert um mit
dem normalen Amidstickstoffatom einer Aminosdure in P; zu interagieren. Der Inhibitor erfaf3t
eindeutig die S;.Bindestelle. Das P,-Carbonyl-Sauerstoffatom wird in einer elektrostatischen Falle
gefangen, die aus den Seitenketten von Argl25 und Asn710 gebildet wird (Abb. 22). Glu205 und
Glu206 und zu einem geringeren Anteil das Carbonyl-Sauerstoffatom von Glu205 interagieren mit
dem freien Aminoterminus des P,.Rests, wodurch sie die Dipeptidylaminopeptidaseaktivitit des En-
zyms bestimmen. Es ist der B-Propeller, der essentielle Bindungskomponenten zur P,-Erkennung
bereit stellt, nimlich Argl25, welches auf einer Haarnadelschleife zwischen Strang 2 und 3 von
Blatt II positioniert ist und Glu205-Glu206, die auf einer kurzen, helikalen Insertion innerhalb von

Strang 1 des Blatts IV liegen. Es ist ausreichend Platz ist vorhanden um volumindse Seitenketten
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A

Abbildung 22: Substraterkennung der DP IV am Beispiel des Dipeptidanalogs p-lodo-Phe-pyr-CN (Kugel-Stdb-
chen-Modell: p-lodo-Phe-pyr-CN (grtin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberflichendarstel-
lung des aktiven Zentrums der DP IV (Einfirbung nach Atomtyp). Die Enzymreste sind durch die
Oberfdchendarstellung verdeckt. B) Kugel-Stibchen-Modell der DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive
Zentrum (beige) mit intermolekularen Wasserstoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. (Stereoabbildung)

wie Tyr oder Trp in der P,.Position unterzubringen (Abb. 21). Der P,.Rest des Inhibitors ist am Phe-

nylring iodiert und iiber eine lonenbindung mit Arg358 verbunden (Abb. 22).

3.3.2. Kiristallstruktur des tBuGPI-DP IV-Komplexes

In dieser Struktur ist das Tripeptid bis auf seine C-terminale Caboxylatgruppe durch angemessene
Elektronendichte definiert. Das tBuGPI-Peptid bindet in gekriimmter Konformation in die Kluft des
aktiven Zentrums an eine Anzahl von Seitenketten des Enzyms, woraus eine dichte Packung des ak-
tiven Zentrums resultiert. Die Elektronendichte, ebenso wie die Verfeinerung, zeigen in allen vier
Molekiilen der asymmetrischen Einheit eindeutig eine kovalente Bindung zwischen dem Ser630-Oy

und dem P;-Pro Carbonyl-Kohlenstoff, sowie eine tetraedrische Konformation dieses ,,ortho-Koh-
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lensiurediesteramid*“-Kohlenstoffs. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Thoma und Mitarbei-
tern (Thoma et al., 2003), aber im Gegensatz zu den kiirzlich verdffentlichten Ergebnissen der
Gruppe von Hiramatsu (Hiramatsu et al., 2004) zu ihren Strukturen des Diprotin A-DP IV-Komple-
xes, ist das tBuGPI-Tripeptid in einem tetraedrischen Ubergangszustand (Abb. 23) gefangen. Zur

Addition an die P;-Carbonylgruppe dreht sich die Seitenkette des Ser630 nur geringfiigig von einem

Abbildung 23: Substraterkennung der DP IV am Beispiel des Tripeptids tBuGPI (Kugel-Stdbchen-Modell:
tBuGPI (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberflichendarstellung des aktiven Zentrums
der DP IV (Einfarbung nach Atomtyp). Die Enzymreste sind durch die Oberfdchendarstellung verdeckt. B) Kugel-
Stdbchen-Modell der DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive Zentrum (beige), mit intermolekularen Wasser-
stoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. (Stereoabbildung)

x1-Winkel von -157° in der freien DP IV auf -148°, so da3 die Wasserstoftbriicke zum His740-No2
in Bezug auf Lange und Orbitaliiberlappung nahezu unverdndert bleibt. Der negativ geladene P;-
Sauerstoff erstreckt sich in die Oxyaniontasche, von wo er giinstige Wasserstoffbriickenbindungen

vom Tyr547-On (2.9 A) und vom Hauptketten-Amid-Sticktoff des Tyr631 (3.2 A) (Abb. 23) erhilt.
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Im Gegensatz zu dem Befund bei Aertgeerts und Mitarbeitern (Aertgeerts et al., 2004) verursacht
die Substratbindung keine wesentliche Anderung der Konformation von Ser630 und His740.

Die a-Ammoniumgruppe des P,-Glycins sitzt in der S,.Kationtasche, die von den Seiten-
ketten von Glu205, Glu206 und Tyr662 gebildet wird, und ist fixiert durch giinstige Wasserstoft-
briicken zu deren Carboxylat-Sauerstoffen und zum On von Tyr662. Die tert-Butyl-Gruppe ist so-
wohl von hydrophoben als auch von polaren Wianden flankiert und streckt sich weg vom aktiven
Zentrum in die innere Hohle der DP IV (Abb. 23). Die P,-Carbonylgruppe erhilt Wasserstoft-
briickenbindungen von der Carboxamidgruppe des Asn710 (3.0 A), von der Guanidylgruppe des
Argl125 (3.4 A) von der einen Seite und vom P, *-Ile-Amid-Stickstoff (2.7 A) von der anderen Seite.
Der pentazyklische P;-Pro-Ring steckt in der gleichen Orientierung, wie schon in der Struktur des
p-lodo-Phe-pyr-CN beobachtet, in der ziemlich hydrophoben S;-Tasche, welche auch yC-substitu-
ierte Proline (Hydroxyproline) aber keine groBeren BC-verzweigten P;-Seitenketten (Abb. 23) auf-
nehmen kann. Da die Phenolgruppe des Tyr666 eine Seitenwand der S;-Tasche bildet, sollte Serin
in P, trotzdem akzeptiert werden. Fiir beide Carboxylat-Sauerstoffe des C-terminalen P,‘-Isoleucin
fehlt angemessene Dichte, was auf eine zitternde Bewegung des Carboxylats zwischen dem gut de-
finierten Imidazolring des His740 und der Guanidylgruppe des Argl25 hindeutet. Die P,‘-Isopentyl-
Seitenkette streckt sich weg vom aktiven Zentrum in die grofle innere Hohle, flankiert von polaren
Seitenwinden, die die Aufnahme von groBeren, polaren P,‘-Seitenketten erlauben wiirden. Prolin-
Seitenketten in P;¢ wiirden mit der P,-Carbonylgruppe des gebunden Peptids zusammenstof3en, wo-
durch sich die Inaktivitdt der DP IV gegeniiber Prolin in P,¢ erkldrt. Die distale Carboxylatgruppe
der in DP IV-Substraten haufiger anzutreffenden P1°-Glu-Reste wiirde nahe heran, aber nicht in di-
rekten Kontakt mit der e-Ammoniumgruppe des inneren Oberfldchen-Restes Lys554 kommen.
Thoma und seinen Mitarbeiter fanden in ihrer Struktur der humanen DP IV im Komplex mit Ile-
Pro-Ile (Diprotin A) (Thoma et al., 2003) eine dhnliche Konformation des Tripeptids mit einer nur

durch geringe Dichte definierten C-terminalen Carboxylatgruppe.
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3.3.3. Kiristallstruktur des SC3/2-DP IV-Komplexes

Der hervorragend in der Elektronendichte definierte, kleine, organische Inhibitor SC3/2 bindet
nicht-kovalent in die Spalte des aktiven Zentrums (Abb. 24). Die zentrale 1,3-Dimethyl-3,7-dihy-

dro-purin-2,6-dion-Gruppe steckt im aktiven Zentrum und présentiert seine 6-Carbonylgruppe dem

A

Abbildung 24: Substraterkennung der DP IV am Beispiel des Piperazinderivats SC3/2 (Kugel-Stibchen-Modell:
SC3/2 (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberflichendarstellung des aktiven Zentrums der
DP IV (Einfdrbung nach Atomtyp). Die Enzymreste sind durch die Oberfdchendarstellung verdeckt. B) Kugel-
Stdbchen-Modell der DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive Zentrum (beige) mit intermolekularen Wasser-
stoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. Die 2 Fops - Feac Electronendichte umbhiillt nur den Inhibitor (blaues
Netz, kontouriert mit 10). (Stereoabbildung)

Tyr631-Amid-Stickstoff der Proteinase. Die Bindung des Inhibitors verursacht eine konforma-
tionelle Anderung der Geometrie am aktiven Zentrum. Die Seitenkette des Ser630 wird aus seiner

nativen Position (Anderung des 1-Winkels auf -57°) herausgeschoben, kann aber immer noch eine

giinstige Wasserstoffbriickenbindung mit dem His740-Ne2 (2.7 A) ausbilden. Der Phenolring des
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Tyr547 wird um anndhernd 70° gegen die Ser552-Seitenkette gedreht, so daB3 beide Ringsysteme
perfekt und in kurzen Van-der-Waals-Abstinden aufeinander packen. Das Tyr547-On-Atom ist jetzt
so plaziert, dal} es eine Wasserstoffbriicke zum aromatischen n-Elektronensystem des Purinrings
ausbilden kann. Der in Position 8 am Purinflinfring gebundene Piperazinring steckt so zwischen den
Seitenketten von Argl25 und Tyr666, dall sein distaler, sekundérer Stickstoff den Carboxylat-
Sauerstoffen von Glu205 (2.7 A) und Glu206 (3.0 A) Wasserstoffbriickenbindungen anbieten kann,
und gleichzeitig die Glu205-Carbonylgruppe wegschiebt. Aus der Elektronendichte geht eindeutig
hervor, dal} der Piperazinring eine energetisch weniger giinstige Twistkonformation annimmt. Der
am Puringertist in Position 7 sitzende Benzylring steckt in der hydrophoben S;-Tasche und fiillt sie
perfekt ohne sichtbare Verdnderung gegeniiber der nativen Struktur aus. Die giinstigen energe-
tischen Interaktionen der Piperazin-, der Purin- und besonders der Benzylgruppe liefern offensicht-
lich die Energie fiir die Verschiebung des Ser630 Oy und die Rotation des Tyr547-Phenolrings aus

ihrer normalen Lage.

3.3.4. Kristallstruktur des AEBSF-DP IV-Komplexes

Der Sulfonylfuorid-Inhibitor AEBSF ist erstaunlicherweise kovalent iiber eine Sulfonylesterbindung
nicht an das katalytische Ser630, sondern an das On der Phenolgruppe des Tyr547 gebunden, wel-
ches bei der Katalyse von peptidischen Substraten wesentlicher Bestandteil der Oxyaniontasche ist
(Abb. 25). Die zentrale Benzylgruppe ist zwischen der Argl25-Seitenkette und der Phe357-Phenyl-
gruppe eingeschoben, mit orthogonaler Orientierung zu letzterer. In der kleinen, versteckten Hohle
dahinter, ist ein Wassermolekiil (293) iiber giinstige Wasserstoftbriicken mit dem Tyr547 On-Este-
ratom, dem Tyr666 On, dem Pro550-O und dem n-Elektronensystem der positiv polarisierten Kante
der Phenylgruppe von Phe357 fixiert. Die freie Aminogruppe des p-Aminoetyhl-Substituenten wird
in der S;-Kationtasche fixiert und bildet Wasserstoftbriicken zu den Carboxylaten von Glu205 und
Glu206, und zum Tyr662-On, wie die a-Ammoniumgruppe des P,-Rests eines peptidischen Sub-

strats. Ahnlich wie im SC3/2-Komplex wird die Phenolgruppe des Tyr547 aus ihrer normalen Posi-
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tion herausgedreht und gegen die Seitenkette des Ser552 gedriickt, um die Ausbildung des Sulfony-
lesters und die Insertion der Aminoethyl-Benzylgruppe zwischen die S,-Kationtasche zu erlauben.
Der Platz zwischen der Phenylgruppe des Inhibitors, der Phenolgruppe des Tyr547 und der

Si-Tasche ist anscheinend leer, sollte aber mit einigen Wassermolekiilen gefiillt sein, die nicht an

Abbildung 25: Substraterkennung der DP IV am Beispiel des Sulfonylfluorids AEBSF (Kugel-Stibchen-Modell:
AEBSF (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberfldchendarstellung des aktiven Zentrums
der DP IV (Einfarbung nach Atomtyp). Die Enzymreste sind durch die Oberfachendarstellung verdeckt. B) Kugel-
Stdbchen-Modell der DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive Zentrum (beige) mit intermolekularen Wasser-
stoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. Die 2 Fops - Feac Electronendichte umbhiillt den Inhibitor und die Phe-
nolgruppe des Tyr547 (blaues Netz, kontouriert mit 1o). (Stereoabbildung)

der hydrophoben Oberfldche fixiert sind. Dieses Wassernetzwerk hat offensichtlich einen Einfluf3
auf die Position des Ser630-Oy. Wie schon im SC3/2-Komplex beobachtet ist es aus seiner nativen

Lage verschoben (y1 = -55°), kann aber immer noch eine giinstige Wasserstoffbriickenbindung mit

dem His740-Ng2 (2.7 A) ausbilden. Die Konformationsenergie dieser Anderung scheint durch die
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glinstigen energetischen Interaktionen der distalen Ammoniumgruppe mit der S,-Kationtasche, die
dichte Packung der Phenylgruppe gegen die riickseitige Wand und die giinstige Interaktion der
Sulphonylgruppe mit ihrem polaren Umfeld aufgebracht zu werden, neben der Bereitschaft des

Tyr547-Phenolrings zu weichen.

3.4. Zugang und Austritt des Substrates vom Aktiven Zentrum

Die B-Propeller Doméne deckt das aktive Zentrum ab und beschrinkt dadurch den Zugang fiir Sub-
strate. Es gibt zwei Moglichkeiten in das aktive Zentrum zu gelangen. Einer fiihrt durch den Tunnel
des B-Propellers, der andere durch eine Seitendffnung. Die Seitendffnung ist ebenso oval wie der
Propellertunnel und miBt 15 A und 22 A. Sie wird durch die Anordnung von Blatt I und II generiert
(Abb. 15). Die Distanz von der Proteinoberfliche zum aktiven Zentrum betriigt 20 A durch die Seit-
endffnung und 37 A durch den Propellertunnel. Von ihren AusmaBen her kdénnte die Seitenéffnung
helikalen Substraten Zugang zum aktiven Zentrum verschaffen. Nach der Substratspaltung verlassen
zwei Produkte das aktive Zentrum. Zweifellos konnen sich die Zugangs- und Abgangswege unter-

scheiden.
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4. Diskussion

4.1. Oligomerisierung von membrangebundenem und loslichem DP IV

Tetramerisierung an der Zelloberfliche ist aus geometrischen Griinden mit einem membran-
gebunden und einem 16slichen DP IV-Dimer oder mit Dimeren auf der Oberflache von zwei unter-
schiedlichen Zellen verbunden, wie in Abb. 15 gezeigt. DP IV konnte als Zell-Zell Kommunikation-
smolekiil fungieren. Somit koénnte DP IV in die Vermittlung solcher Zell-Zell Kontakte durch
Tetramerisierung von zwei DP IV Dimeren an der Oberfliche von miteinander wechselwirkenden
Zellen involviert sein, und die Zugabe von l6slichem DP IV sollte solche Zell-Zell Interaktionen
verhindern. Das findet man tatsdchlich, wenn man 16sliches DP IV zu einem Zell-Adhésions-Modell
hinzufiigt (Cheng et al., 1998; Abdel-Ghany et al., 1998), in Ubereinstimmung mit dem vorgeschla-
genen Zell-Zell-Kontakt-Modell aus Abb. 15. Alternativ konnen sich, wie in den untersuchten
Kristallen, 16sliche Dimere zusammenlagern um ein Homotetramer zu bilden. Das Tetramer um-
schliet eine groBe Hohle und konnte erkldren, warum die Form der DP IV mit hohem Moleku-
largewicht sich wie ein Hexamer bei der Gelfiltrationschromatografie verhdlt (Lambeir et al., 1997).
Glykosylierung von Asn279 konnte die fehlende regulatorische Verkniipfung liefern, welche zur
Kontrolle der Zusammenlagerung vorgeschlagen wurde (Lambeir et al., 1997).

Dimerisierung wird iiber drei C-terminale Sekundérstrukturelemente der katalytischen Do-
mine und einem fingerartigen Insertionsmotiv zwischen Strang 2 und 3 von Propellerblatt IV ver-
mittelt. Eine N-terminale Verldngerung von 60 Aminoséuren in POP verdeckt die Dimerkontaktre-

gion der DP IV und erklirt dadurch, warum POP nicht dimerisiert (Abb. A). Konsequenterweise
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sollten N-terminal verkiirzte Isoformen von POP dimerisieren. Genauso sollte es moglich sein, eine
monomere DP IV Variante durch Addition eines entsprechenden Scheindimerisationsmotivs an
DP IV zu konstruieren. Zusitzlich ist bekannt, dafl DP IV-Heterodimere mit dem Fiboblast Ac-
tivation Protein o (FAPa, Separase) bildet (Scanlan et al., 1994). FAPa teilt die essentiellen
Elemente des Dimerisationsmotivs einschlieBlich der Erweiterung von Strang 2 und 3 in Propeller-
blatt IV mit DP IV (Abb. 14). Folglich sollten FAPa/FAPB-Heterodimere und FAPa-Homodimere

den FAPB(DP IV)-Homodimeren dhneln.

4.2. Funktionelle Rolle der Oligomerisierung

Aus der Kristallstruktur wird deutlich, dafl die Dimerisierung der DP IV nicht zur Vervollstindi-
gung des aktiven Zentrums notwendig ist, wie z.B. im Fall des Tricorns (Brandstetter et al., 2001).
Stattdessen werden Dimerisierung und Tetramerisierung Interaktionen mit anderen Komponenten,
wie die Bindung von proteolytischen Substraten oder die Anlagerung der Adenosindeaminase
(ADA) eingeschlossen, beeinflussen und méglicherweise Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Uberdies
ist es wahrscheinlich, da3 die Dimerisierung der DP IV die Rezeptor-Ligand-Affinitdt durch biva-

lente Interaktion steigert. Ein Effekt, der kritisch fiir die Signaltransduktion in die Zelle sein kann.

4.3. Substratpriferenz und katalytischer Mechanismus

In die hydrophobe S;-Tasche passen Prolin und andere kleine, ungeladene Reste wie Alanin oder
Serin. Durch die Wasserstoffbriicke des Tyr662-Hydroxyl-On-Atoms mit dem P;-Amidstickstoff
wird das Substrat optimal fiir die Katalyse présentiert. Die richtige Orientierung des Prolins in der
P;-Position wird durch seine Seitenketteninteraktion mit der Oxyaniontasche erreicht.

Die Hauptkette des P»-Rests interagiert mit Glu205-Glu206, welche eine Zwillings- und eine
einfache Salzbriicke mit dem freien Aminoterminus des P»>-Rests ausbilden. Argl125 und das N62

von Asn710 stabilisieren und aktivieren das P,-Carbonyl-Sauerstoffatom. In POP sind diese beiden
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Reste strukturell und funktionell durch Arg643 substituiert. Eine dem Glu-Motiv dquivalente Binde-
stelle fiir den Aminoterminus fehlt jedoch ganz. Durch gezielte Punktmutationen wurde gezeigt, dafl
das Glu-Motiv essentiell fiir die enzymatische Aktivitét ist (Abbott et al., 1999a). Dieses duale
Erkennungsmotiv dhnelt auf bemerkenswerte Weise einem funktionell dquivalenten Motiv von Tri-
corn und seinem assoziierten Faktor F1. In F1 dienen die Carboxylatgruppen von Glu213 und
Glu245 als Andockstelle fiir den freien Aminoterminus (Goettig et al., 2002), wihrend in der Car-
boxydipeptidase Tricorn ein Argl31-Argl32 Motiv den Carboxyterminus des Substrats bindet
(Brandstetter et al., 2001).

Als postprolin spaltendes Enzym muf3 die DP IV zusitzlichen Anforderungen fiir eine ef-
fiziente Katalyse entsprechen. Prolin beinhaltende Peptid konnen cis- und trans-Peptidbindungs-
konformationen einnehmen. Wie in der Inhibitorstruktur gezeigt, und im Einklang mit friiheren
Beobachtungen (Fischer et al., 1983), kann nur ein Peptide in der trans-Konformation produktiv an
das aktive Zentrum binden. Wie erwartet, verstirkt das Einfrieren der trans-Konformation eines N-
Alanyl-prolyl-O-acyl-hydroxamins durch Substitution der P,-P,-Peptidbindung mit einer Fluoro-
olefingruppe die irreversible Bindung des DP I'V-Inhibitors (Lin et al., 1998; Zhao et al., 2003; De-
muth et al., 1988). Im Gegensatz dazu werden nicht fluoroolefinierte N-Aminoacyl-prolyl-O-acyl-
hydroxamine von der DP IV zu mehr als 99.9 % gespalten, wéihrend sie andere Proteinasen sehr
stark inhibieren (Bromme & Demuth, 1994; Demuth et al., 1988).

Diese unerwarteten Ergebnisse legen einen konformationellen Zweischritt-Mechanismus fiir
die Substrathydrolyse nahe. Dabei bindet das Substrat zuerst in trans-Konformation an das aktive
Zentrum. Erst die anschlieBende trans/cis-Isomerisierung ermdoglicht die proteolytische Spaltung des
Substrats (Demuth & Heins, 1995). Solche Konformationsianderungen kénnen Dank der volumi-
nosen Geometrie des aktiven Zentrums der DP IV ohne sterische Konflikte ablaufen (Abb. 21).
Durch Stabilisierung der negativen Ladung am Carbonyl-Sauerstoff des P,-Rests reduziert die P»-
Oxyanionfalle (Argl25) die Valenz der partiellen C=N-Doppelbindung und senkt damit die Ak-

tivierungsenergie fiir den Ubergang von der trans in die cis-Konformation.
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Das Aktive Zentrum hat in der P,-Position Platz fiir sperrige Seitenketten wie Tryptophan
oder Tyrosin. Tatsdchlich zeigten Substrate oder Inhibitoren mit modifizierten langen oder sperrigen
Seitenketten der P,-Aminosdure sogar eine stirkere Bindung (Demuth & Heins, 1995). Substrate
mit sauren Resten in der P,-Position werden nur méBig umgesetzt. Moglicherweise ist dies durch
die attraktive Interaktion mit dem Argl25 verursacht, welche die fiir eine effiziente Katalyse notige
Oxyanionfalle zerstort, oder durch AbstoBung mit Glul31-Glul32. Entsprechend reduziert die
Phosphorylierung der P,-Aminosdureseitenkette, wie in Ser-Pro- und Thr-Pro-p-Nitroaniliden, die

katalytische Effizienz des Enzyms um bis zu 99.5 % (Demuth & Heins, 1995; Kaspari et al., 1996).

4.4. Strukturelle Basis der Substratspezifitit

Die o/B-Hydrolasen unterscheiden sich von anderen Proteinasen einerseits durch ihre umgekehrte
Héndigkeit im Hinblick auf die Oxyaniontasche und die katalytischen Serin und Histidin-Reste (Ol-
lis et al., 1992), andererseits durch die ausschlieliche Fixierung des Substrats iiber Seitenketten-
Seitenketten Interaktionen. Die drei Reste des Substrats von P, bis P, schmiegen sich an eine
gekriimmte, verhiltnisméBig rigide Oberfliche aus Enzymseitenketten, welche eine relativ hy-
drophobe S;-Tasche und eher polare S, und S,’-Taschen ausbilden. Wahrend sich die Seitenketten
der P, und P,’-Reste von der Enzymoberfldche weg in den Innenraum strecken, steckt die P;-Seiten-
kette in einer Mulde im Enzym, die durch ihre Gestalt die Bindung auf L-Prolin, L-Hydroxyprolin,
L-Alanin und L-Serin einschrinkt. Seitenketten von D-Aminosduren in P; wiirden mit der Enzy-
moberflache kollidieren oder die Geometrie der drei N-terminalen Reste so verdndern, dafl das Pep-
tid nicht mehr als Substrat erkannt werden kann und folglich die zu spaltende Bindung nicht richtig
prisentiert wird. In Ubereinstimmung mit der Priferenz fiir Prolin und Alanin in P, ist das Fehlen
einer nukleophilen Gruppe in der S,-Tasche, welche zur Aktivierung der zu spaltenden Bindung
eine P;-Aminogruppe erkennen wiirde (Fiilop et al., 1998). Aufgrund der gekriimmten Enzymober-
fliche konnen nur Peptide mit der P,-P,-Peptidbindung in trans-Konfiguration von der Peptidase

erkannt werden (Abb. 23). Nur die Phenolgruppe des Tyr547 zeigt in das aktive Zentrum, ohne mit
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benachbarten Seitenketten in Konakt zu treten. Thr distales Hydroxyl-On ist wesentlicher Bestand-
teil der Oxyaniontasche mit der physiologischen Aufgabe den Carbonyl-Sauerstoff eines ge-

bundenen Substrats zu polarisieren.

4.5. Rigiditat und Flexibilitat des aktiven Zentrums

Da die phenolische Seitenkette des Tyr547 der flexibelste Teil der verhéltnismifBig starren Oberfla-
che des aktiven Zentrums ist, verwundert es nicht, daf} sie von SC3/2 und AEBSF verschoben
wurde um Platz fiir die Inhibitoren zu schaffen. Der SC3/2 Inhibitor zeigt eine dichte Packung in der
Spalte des aktiven Zentrums. Seine Phenylgruppe fiillt die hydrophobe S;-Tasche, der Purinring
packt mit der verschobenen Phenolgruppe des Tyr547, und der Piperazinring bindet mit weiteren
giinstigen Interaktionen in die S,-Kationtasche. Die hohe Affinitidt von SC3/2 zum aktiven Zentrum
der DP IV offenbart sich auf den ersten Blick aus der Struktur.

Im Gegensatz dazu enthiillt sich das Potential des AEBSF Inhibitors erst nach eingehender
Betrachtung. Er bindet in ungewo6hnlicher Weise an das aktive Zentrum ohne die hydrophobe S;-Ta-
sche zu besetzen. In dieser Tasche finden ein paar ungeordnete Wassermolekiile Platz, welche die
Orientierung der Ser630-Seitenkette beeinflussen und ihre Rotation erzwingen. Obwohl man iiber

AEBSF weil, da3 es viele Proteine kovalent iiber ihre Tyrosinreste modifiziert (John Stults, Genen-

klért sich seine Reaktivitidt im Fall der DP IV mit Sicherheit aus der Mobilitdt des Tyr547, welche

tiber die vorteilhafte Prasentation der Sulfonylgruppe durch Fixierung der Aminoethylfunktion in
der S,-Kationtasche zusidtzlich begiinstigt wird. Um Inhibitoren in die DP IV Struktur zu
modellieren, wird man die Flexibilitdt der Tyr547 und Ser630 Seitenketten beriicksichtigen miissen.
Wiéhrend verschiedene kleine, organische Inhibitoren zur effektiven Bindung ans aktive Zentrum
dessen Flexibilitdt ausniitzen, profitieren peptidischen Substrate von der Rigiditit seiner Oberfliche
und bilden bei produktiver Bindung eine kompakte, dichte Packung mit dem Enzym aus. Bei letz-

teren Komplexen wird die phenolische Gruppe des Tyr547 zur Vervollstindigung der Oxyanionta-
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sche zwischen den Seitenketten von Enzym und Substrat eingeklemmt, um iiber eine Polarisierung
des P,-Carbonyl-Sauerstoffs den tetraedrischen Ubergangszustand der Katalyse zu stabilisieren. Das
P,-P;‘-Segment des Substrats wird zusitzlich iiber die starke elektrostatische Interaktion mit der S,-
Kationtasche und durch die Wasserstoffbriickenbindungen der P, und P,‘-Carbonylgruppen fixiert.
Die starke Bindung der N-terminalen a-Ammoniumgruppe an das aus dem dualen Glu205-Glu206-
Motiv gebildeten Bindungsmotiv unterstreicht die absolute Notwendigkeit eines unsubstituierten
aber protonierten N-Terminus fiir die Spaltung des Substrat (Heins et al., 1988; Brandt et al., 1996).
Die Bedeutung dieser zwei Glu-Seitenketten fiir Docking-Experimente wird durch die beiden nicht-

peptidischen Inhibitoren SC3/2 und AEBSF demonstriert.

4.6. Stabilitit des tetraedrischen Ubergangszustands

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Gruppen um Aertgeerts (Aertgeerts et al., 2004) und
Thoma (Thoma et al., 2003) konnte das gebundene Tripeptid tBuGPI den Ubergangszustand eines
langeren peptidischen Substrats wihrend der Katalyse widerspiegeln. Leider sind bis jetzt alle Ver-
suche, die Bindung eines C-terminal elongierten peptidischen Substratanalogs, wie z.B. Decapepti-
de von N-terminalen GIP-Resten mit D-Ala in der vorletzten Position oder einer Pseudopeptid-
bindung zwischen der Position zwei und drei, zu beobachten, gescheitert. Das konnte die fehlende
Bereitschaft, irgend etwas anderes als mittelgrofle Seitenketten von L-P;-Resten zu akzeptieren, und
den metastabilen Ubergangszustand wihrend der Katalyse widerspiegeln. Auf der anderen Seite ist
die Stabilitit des decapeptidischen Komplexes bei Aertgeerts et al. (Aertgeerts et al., 2004) nicht
verstindlich. Aus Modeling-Studien, sowie in Ubereinstimmung mit dem bei Aertgeerts und Mit-
arbeitern (Aertgeerts et al., 2004) gezeigten Modell, ist klar ersichtlich, da3 die DP IV {iber keine
weiteren Bindestellen iiber S;* hinaus verfiigt.

Die Kristallstruktur des tBuGPI-DP IV-Komplexes zeigt ohne Zweifel eine kovalente Inter-
aktion des Tripeptids mit der Protease in allen vier Monomeren, wie auch bei Thoma und Mitarbei-

tern (Thoma et al., 2003) fiir ihren Diprotin A-Komplex mit rekombinanter, humaner DP IV. Im



DISKUSSION 58

Gegensatz dazu finden Hiramatsu und Mitarbeiter (Hiramatsu et al., 2004) in ihrer kiirzlich er-
schienenen Verdffentlichung zu eben diesem Diprotin A-Komplex keine kovalente Interaktion,
wenn auch bei einem hoheren pH-Wert. Die Stabilitit von jedem dieser tripeptidischen Komplexe
ist erstaunlich vor dem Hintergrund einer fritheren Veroffentlichung von Rahfeld und Mitarbeitern
(Rahfeld et al., 1991b), in der sie Diprotin A (Ile-Pro-Ile) und Diprotin B (Val-Pro-Leu) als gute
Substrate nachweisen, was die Inhibitoreigenschaften der beiden Tripeptide vorgeblich in Konkur-
renz zu noch besseren Substraten erscheinen 146t.

Was konnte die strukturelle Basis fiir die Stabilitit des tBuGPI-DP IV-Komplexes sein? Die
enge, hydrophobe Interaktion des Tripeptids mit den korrespondierenden Taschen des aktiven
Zentrums und das dichte Salz- und Wasserstoftbriicken-Netzwerk zwingen das Peptid in eine unge-
wohnliche Konformation. Die P,‘-Amid-N-H-Gruppe bildet darauthin eine giinstige intramolekula-
re Wasserstoftbriicke zum P,-Carbonyl-Sauerstoff aus. Der optimale nukleophile Angriff auf das P;-
Carbonyl eines Substrats, die Bildung und der Zusammenbruch des tetraedrischen Ubergangszu-
stands setzten jeweils die antiperiplanare Orientierung des Orbitals des freien Elektronenpaars am
P,-Stickstoff voraus. Solch eine Orbital-Reorientierung konnte durch die intramolekulare Wasser-
stoffbriicke und die gleichzeitige Priasentation des P,‘-Amid-Stickstoffs fiir den Protonentransfer
vom His740-Ne2 gehindert sein. Betrachtet man die beobachtete Konformation des Tripeptids als
Modell fiir die Substratbindung, wiirden beide Effekte auch die normale Katalyse beeinflussen. Der
augenscheinlichste Unterschied des Tripeptids zu langeren Peptiden ist die Platzierung der C-termi-
nalen P,‘-Carboxylatgruppe in die direkte Nachbarschaft zur mutmaBlich protonierten His740-
Imidazoliumgruppe. Zweifellos wird die negativ geladene P,‘-Carboxylatgruppe das Imidazolium-
kation stabilisieren und dadurch den Transfer des Protons auf die Abgangsgruppe verhindern.
Folglich wiirde die Peptidbindung nicht gespalten, die P1‘-Aminosdure konnte den Komplex nicht

verlassen und der metastabile, tetraedrische Ubergangszustand wird eingefroren.
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4.7. Vergleich der p-Propeller Architekturen

Der Tunnel durch den achtblittrigen B-Propeller weitet sich trichterartig von der Oberfliche zum
aktiven Zentrum der DP IV. Eine dhnliche konische Weitung des Propellertunnels zum aktiven Zen-
trum hin wurde flir den B7-Propeller des Tricorns und der POP beobachtet (Fiilop et al., 1998;
Brandstetter et al., 2001). Der B6-Propeller von Tricorns besitzt auch eine konische Form, weitet
sich aber zum Solvens hin. Da dieser f6-Propeller zum Abtransport der Protolyseprodukte zu weit-
erverarbeitenden Protease Faktoren dient (Brandstetter et al., 2002; Kim et al., 2002), bestitigt diese

scheinbare Ausnahme, die Regel der Tunnelerweiterung hin zum aktiven Zentrum.

4.8. Substrateintritt und Produktaustritt vom aktiven Zentrum

DP IV wird als vollstindig aktives Enzym expremiert. Das Fehlen eines Zymogen-Enzym-Ak-
tivierungsschritts und endogener DP IV-Inhibitoren verlagert die Regulation der Aktivitdt auf die

Genexpression, Proteinsynthese und Substratselektion. Entsprechend den Proteasen mit ver-

Tricorn DP IV

Seiten-
offnung

B6-Propeller

B7-Propeller B8-Propeller

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Substratzugangs- und Produktabgangswege bei Tricorn und DP IV
nach Uberlagerung der katalytischen Hauptelemente der beiden Strukturen.

borgenen aktiven Zentren, wie der POP, dem Proteasom oder Tricorn, dient die Kontrolle des Sub-

stratzugangs hier hauptsichlich als regulatorisches Element der Enzymaktivitit. Zwei Offnungen



DISKUSSION 60

ermdglichen den Zugang zum aktiven Zentrum. Der kiirzere Weg durch die Seitendffnung scheint
der einfachere und kinetisch favorisierte Zu- und Abgang vom aktiven Zentrum zu sein. Funktionell
betrachtet kann das ,,Seitendffnungs““-Modell die hohe Substratselektivitit nicht erkldren, da sogar
gefaltete Peptide das aktive Zentrum durch die Seiten6ffnung erreichen kdnnten. Das Modell igno-
riert die starke Priferenz von POP (7) und Tricorn (B7 und B6), bei denen alle drei topologisch of-
fenen B-Propeller Substrate hin zum und Produkte weg vom aktiven Zentrum leiten. Die Situation
der DP IV ist der Tricornprotease am dhnlichsten, bei der ein sieben- und ein sechsblattriger -Pro-
peller separate Ein- und Ausginge zum aktiven Zentrum darstellen. Die Tricornprotease ist eine
Serinprotease mit niedriger aber signifikanter struktureller Homologie zur Familie der o/p-Hydro-
lasen. Durch Uberlagerung der katalytischen Hauptelemente, einschlieBlich des Serins und Histidins
im aktiven Zentrum, der dem aktiven Serin folgenden, hoch konservierten Helix (Ser630-Ala642
bzw. Ser965-Leu977) und des flinfstringigen, parallelen B-Faltblatts von Tricorn auf die dquivalen-
ten Striinge des achtstringigen DP IV-Faltblatts, werden die strukturellen Ahnlichkeiten der beiden
Proteasen noch deutlicher. Beide zentralen B-Faltblétter haben identische Polaritit. Die beiden Tri-
cornpropeller lassen sich auf die zwei DP IV-Offnungen iiberlagern: Der Tricorn-B7-Propeller auf
den DP IV-B8-Propeller und der Tricorn-B6-Propeller auf die Seitendffnung (Abb. 26). Diese Ahn-
lichkeit deutet darauf hin, dal der B8-Propeller als Substrateingang und die Seiten6ffnung als Pro-
duktausgang des aktiven Zentrums der DP IV dienen kdnnte. Das vom Tricorn abgeleitete Modell
kann die hohe Substratselektivitit der DP IV erklaren, welche kritisch fiir die Aktivierung und Inak-
tivierung von regulatorischen Peptiden ist. Der Zugang durch den B-Propellertunnel erfordert die
Entfaltung des Substrats, die der DP IV ein chemisches finger printing ermdglichen wiirde. Wenn
der Aminoterminus des Peptids das aktive Zentrum erreicht hat, konnte es durch die Interaktion
seines C-Terminus mit dem B-Propeller fixiert werden. Diese Interaktion wiirde zur korrekten Posi-
tionierung des Substrats fiir die Spaltung beitragen. Nach dem nukleophilen Angriff bildet sich das
Acyl-Enzym-Intermediat, worauf die Produkte direkt durch die Seitenoffnung entlassen wiirden.

Das wiirde erkldaren, warum der Abbau von Glukagon durch DP IV nicht prozessiv ist sondern se-



DISKUSSION 61

quentiell in zwei unabhdngigen Schritten statt findet (Glukagon 3-29, Glukagon 5-29) (Pospisilik et

al., 2001).

4.9. Vergleich mit der Prolyloligopeptidase

Die hydrolytische Aktivitdt der DP IV ist im Gegensatz zur POP nicht auf oligopeptidische Sub-
strate beschrinkt. DP IV kann groBere Proteine wie Trypsinogen (Nausch et al., 1990) umsetzen,
wenn auch nicht in physiologisch relevantem MaBstab. Die simple Erkldarung dafiir ist die im Ver-
gleich zur POP groBere Propelleroffnung, eine relativ grofle Seitendffnung, welche auch kompak-
teren Substraten erlauben wiirde, ihren N-Terminus zur Prozessierung durch das aktive Zentrum
durchzufiihren (Abb. 27A). Nach Ergebnissen von Nausch und Mitarbeitern (Nausch et al., 1990)
kann die DP IV das N-terminale Dipeptid Argl-Pro2 vom nativen, stark quervernetzten, 58 Reste
grofen Trypsin Inhibitor Aprotinin (Basic Pancreatic Trypsin Inhibitor, BPTI, Trasylol®) abspalten,
wenn auch nicht sehr effizient. Docking-Experimente zeigen, dafl der Hauptteil des kompakten
Proteins aufgrund seiner Cys5-Cys55 Disulfidbriicke in den Innenraum der Protease durch die Sei-
tendffnung gelangen mufB, um seinen N-Terminus dem aktiven Zentrum in geeigneter Weise zu
prisentieren (Abb. 27B). Solch ein Eintritt wire nur moglich, wenn sich die Seiten6ffnung etwas
vergroflern kann. Eine Aufweitung ist durch Propellerexpansion oder eine Separation der Propeller-
Domine und der katalytischen Doméne denkbar. Die Propellerexpansion kénnte durch Separation
von Blatt I und VIII und/oder durch Aufbiegen der Halbschale bestehend aus den Bléttern VI, VII,
VIII und I erfolgen. Die Analyse der Struktur der DP IV zeigt, da3 eine derartige Flexibilitdt durch
die Dimer- oder Tetramerbildung nicht behindert wiére.

Eine dhnliche Flexibilitdt wurde kiirzlich fiir die topologisch verwandte POP mit Hilfe von
kiinstlich eingefiihrten Disulfidbriicken gezeigt. Die zusétzlichen Bindungen verkniipften die
Propellerblétter I und VII entfernt zur oder nahe der katalytischen Domine, oder verbanden beide
Doménen miteinander (Fiilop et al., 2000; Szeltner et al., 2004; Juhasz et al., 2005). Die Autoren

konnten in ihren Studien zeigen, dafl die Disulfidbriicken einerseits die Protease stabilisierten,
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A

Abbildung 27: Vergleich der DP IV mit POP und Docking von Aprotinin (BPTI) an DP IV. A) Uberlagerung
eines DP IV-Monomers mit POP. Das DP IV-Monomer ist durch seine Oberfliche dargestellt (B-Propeller Do-
mdne: Blatt I (cyan), Blatt I (marine), Blatt Il (dunkelgriin), Blatt IV (hellgriin), Blatt V (gelb), Blatt VI (orange),
Blatt VII (rot), Blatt VIII (violett), katalytische Domdéne (grau)), widhrend das POP Molekiil nur dort wo es die
DP IV durch seine GréBe verdeckt als rote Ribbon-Darstellung zu sehen ist, z.B. an der Seitendffnung der DP V.
B) Docking des starren, 58 Reste grol3en Inhibitors Aprotinin an das aktive Zentrum der DP IV. Das DP IV-
Monomer ist als Ribbons dargestellt (Farbgebung wie in A), wédhrend der Inhibitor als Oberflache (griin) gezeigt
ist. (Stereoabbildung, Standardorientierung nach W. Bode)

andererseits einen groBen Aktivitdtsverlust durch die ausschlieBliche Substratbindung iiber den
engen siebenblittrigen B-Propellertunnel verursachten. Auch wenn der achtbléttrige Propeller der
DP IV weniger eng ist, sollten oligopeptidische Substrate das aktive Zentrum doch iiber den Seiten-

eingang erreichen konnen. Die hydrolytische Aktivitdt gegeniiber groferen, kompakten Proteinen
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demonstriert eine gleichfalls bemerkenswerte Flexibilitdt der DP IV. Zur endgiiltige Klarung der

funktionellen Rollen der beiden Offnungen sind weitere Experimente erforderlich.

4.10. Interaktion mit anderen Komponenten

An der Oberfliche von T-Zellen fungiert die DP IV als Rezeptor zur Bindung der Adenosin-
deaminase (ADA) und schiitzt dadurch die Zelle vor der durch Adenosin vermittelten Inhibition der
Proliferation (De Meester et al., 1996). Interessanterweise bindet DP IV aus Maus und Ratte ADA
nicht (Dinjens et al., 1989; Iwaki-Egawa et al., 1997). Durch Punktmutationen wurden Leu294 und
Val341 als zwei ADA-Bindestellen identifiziert (Abbott et al., 1999b). Leu294 und Val341 befind-
en sich auf den duferen Stringen der Propellerblitter IV und V der Tetramerkontaktflache. Dadurch
wird die Tetramerisierung wahrscheinlich mit der ADA-Bindung konkurrieren (Abb. 17), genauso
wie die Glykosylierung von Asn279 (Asn281 in der humanen Sequenz) die ADA-Bindung be-
einflussen konnte. Dies 14Bt den Schlufl zu, dall die Tetramerisierung der DP IV und die Glykosy-
lierung von Asn279 den Hauptkontrollmechanismus der ADA-Bindung darstellen. Interessanter-
weise fehlt diese Glykosylierungsstelle in der DP IV-Sequenz aus Maus und Ratte und korreliert mit

deren Unfdhigkeit, ADA zu binden (Abbott et al., 1999b).

4.11. DP 1V als pharmakologisches Zielprotein

Die Aktivitit der DP IV zeigt eine stark Korrelation mit vielen Krankheiten wie Diabetes, Fett-
leibigkeit und Tumorentwicklung (Pederson et al., 1998b; Pospisilik et al., 2002; Cheng et al., 2002;
Kajiyama et al., 2002; Ho et al., 2001). Das macht sie zu einem der Hauptziele pharmazeutischer
Forschung. Die in der vorliegenden Arbeit priasentierten Inhibitorstrukturen identifizieren wichtige
Erkennungselemente aus dem aktiven Zentrum der DP IV und reprisentieren einen exzellenten
Startpunkt fiir rationelles Design von spezifischen Inhibitoren. Verbindungen wie die Cyanopyrroli-

dide blockieren das Enzym kovalent. Die Beteiligung der DP IV in zahlreichen physiologischen
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Prozessen stellt hohe Anforderungen an jedes DP IV-Arzneimittel-Entwicklungsprogramm, um
ungewollte Nebeneffekte zu vermeiden. Idealerweise wird man eher versuchen, ein einzelnes
DP IV-Substrat regulieren als die gesamte Aktivitit. Eine Losung des Problems stellen nicht auf das
aktive Zentrum gerichtete Inhibierungsstrategien dar. Das an die Oxyaniontasche im p-Propellertun-
nel gebundene Sulfation (Abb. 21) konnte ein vielversprechender Startpunkt fiir die Entwicklung
von neuartigen Inhibitoren sein, die den Durchgang des Substrats durch den B-Propellertunnel

blockieren.
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A. Anhang

A.1. Biochemische Daten

Tabelle 1: Reinigung der DP IV aus Schweineniere.

Praparationsschritt Volumen Protein Aktivitat gesammt spezifische Ausbeute Reinigungs-
[ml] [mg] [U/mI] Aktivitat Aktivitat [%] grad
(U] [U/mg]

Homogenisierung 1435 66040 7.6 10906 0.17 100.00 1.00
und Autolyse
(NH.),SO,-Fallung (60%) 1700 18700 6.1 6958 0.37 63.80 2.19
Uberstand
(NH,4).SO4-Féllung (85%) 77 7132 64 4928 0.69 45.19 4.06
Pellet
Sepharose 6B 138 836.9 29 4002 4.78 47.81 31.88
DEAE-Sephacel 276 65.4 9.1 2511.6 38.40 30.01 256.02
UNO-Q 192 58.3 11.45 2431.2 41.70 29.05 278.01
Tabelle 2: Sequenz der DP IV aus Sus scrofa.

0 MKTPWKVLLG LLGIAALVTV ITVPVVLLNK GTDDAAADSR RTYTLTDYLK STFRVKFYTL
60 QWISDHEYLY KQENNILLEFN AEYGNSSIFL ENSTFDELGY STNDYSVSPD RQFILFEYNY
120 VKQWRHSYTA SYDIYDLNKR QLITEERIPN NTQWITWSPV GHKLAYVWNN DIYVKNEPNL
180 SSQRITWTGK ENVIYNGVTD WVYEEEVFSA YSALWWSPNG TFLAYAQFND TEVPLIEYSF
240 YSDESLQYPK TVRIPYPKAG AENPTVKFEFFV VDTRTLSPNA SVTSYQIVPP ASVLIGDHYL
300 CGVIWVTEER ISLQWIRRAQ NYSIIDICDY DESTGRWISS VARQHIEIST TGWVGREFRPA
360 EPHFTSDGNS FYKIISNEEG YKHICHFQTD KSNCTFITKG AWEVIGIEAL TSDYLYYISN
420 EHKGMPGGRN LYRIQLNDYT KVTCLSCELN PERCQYYSAS FSNKAKYYQL RCFGPGLPLY
480 TLHSSSSDKE LRVLEDNSAL DKMLQDVQMP SKKLDVINLH GTKFWYQMIL PPHFDKSKKY
540 PLLIEVYAGP CSQKVDTVFR LSWATYLAST ENIIVASEFDG RGSGYQGDKI MHAINRRLGT
600 FEVEDQIEAT RQFSKMGFEVD DKRIAIWGWS YGGYVTSMVL GAGSGVFKCG IAVAPVSKWE
660 YYDSVYTERY MGLPTPEDNL DYYRNSTVMS RAENFKQVEY LLIHGTADDN VHFQQOSAQLS
720 KALVDAGVDEF QTMWYTDEDH GIASNMAHQH IYTHMSHFLK QCFSLP
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A.2. Kiristallographische Daten

Tabelle 3: Datensammlung der nativen DP |V, des Schweratomderivates und der Ligand-

Komplexe.

Datensammlung

Kristall h_01 i 01 Hg (pk) Hg(ip) Hg(rm) SC3/2 AEBSF tBuGPI
Weite [°/Bild] 0.5 0.5 0.75 0.75 1.0 0.5 0.5 1
Dosis (Zeit [s]) 2000 2000 500 500 500 2000 2000 (1500)
Anzahl der Bilder 360 720 540 540 360 360 360 200
Phi [°] 180 360 405 405 360 180 180 200
Distanz [mm] 115 145 180 180 180 160 130 200
Wellenlange [A] 1.05 1.4 1.0050 1.0092 0.95 1.05 1.05 1.54
Schlitz H [mm] 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 -
Schlitz V [mm] 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 -

max. Auflésung [A] 1.8 2.8 25 2.5 2.4 2.25 1.93 2.3
Zeit [h] ~3 ~6 ~6 ~6 ~6 ~3 ~3 ~83




ANHANG

67

Tabelle 4: Datenauswertung und Verfeinerung der nativen DP IV (h_01) und des Ligand-

Komplexes p-lodo-phenyl-cyano-pyrrolidid (i_01).

Datenauswertung

Kristall

h_01

i 01

Kristallbedingung

Raumgruppe
Molekdle in der ASU
Zellkonstanten

a, b, c[A]

a, B, v[]
man. Aufldsung
Gemessene Reflexe
Unabhangige Reflexe
Reym @ [%]
Vollstandigkeit © [%]
<l/o(l) >
Multiplizitat

20-22% PEG2000
0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0

P1
4

61.98, 118.07, 133.51
112.79, 94.97, 91.18
1.8

617050

322283

5.2 (35.2)

96.1 (94.2)

12.4

1.8

20-22% PEG2000
0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0

P1
4

61.97, 117.65, 133.32
112.69, 94.96, 91.10
2.8

287421

157559

5.7 (16.2)

96.4 (92.0)

12.2

1.8

Verfeinerung

Verwendete Reflexe ([%])

Working Set ([%])
Test Set ([%])
Aufldsungsbereich [A]
Ruorking [%0]

Riree [%]

RMS Standard Abweichungen

Bindungslange [A]
Bindungswinkel [°]

Gemittelter B-Faktor [A%]

Ramachandran Plot

Most favoured regions [%]
Additional allowed regions [%]
Generously allowed regions [%]
Disallowed regions ® [%)]
Nicht-Wasserstoff Proteinatome

Nicht-Wasserstoff Inhibitoratome

Lésungsmittelmolekiile

309996 (96.2)
294550 (91.4)
15446 (4.8)
20.0-1.8
21.7

25.2

0.009
1.5
55.4

87.3
12.0
0.3
0.3
23864

1468

157559 (96.4)
149754 (91.6)
7805 (4.8)
30.0-2.8
18.7

24.7

0.008
1.5
33.6

83.1
15.6
0.9
0.4
23864
76
818
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Tabelle 5: Datenauswertung und Verfeinerung der Ligand-Komplexe SC3/2, AEBSF und

tBuGPlI.

Datenauswertung

Kristall

SC3/2

AEBSF

tBuGPI

Kristallbedingung

Raumgruppe
Molekdle in der ASU
Zellkonstanten

a, b, c[A]

a, B, v[]
max. Auflésung
Gemessene Reflexe
Unabhangige Reflexe
Reym @ [%]
Vollstandigkeit © [%]
<I/s(l) >
Multiplizitat

20-22% PEG2000
0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0

P1
4

63.11, 118.96, 133.76
112.79, 95.73, 90.63
2.1

411647

212238

5.3 (34.7)

97.9 (96.5)

11.4

1.9

20-22% PEG2000
0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0

P1
4

62.35, 118.68, 133.68
112.76, 95.16, 90.95
2.0

463697

247685

3.5(33.8)

96.8 (94.9)

14.8

1.8

20-22% PEG2000
0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0

P1
4

62.30, 118.50, 133.53
112.67, 94.94, 91.02
2.7

284948

144454

7.8 (26.4)

96.3 (94.6)

9.9

1.8

Verfeinerung

Verwendete Reflexe ([%])

Working Set ([%])
Test Set ([%])
Aufldsungsbereich [A]
Ruorking [%0]

Riree [%]

RMS Standard Abweichungen

Bindungslange [A]
Bindungswinkel [°]

Gemittelter B-Faktor [A?]

Ramachandran Plot

Most favoured regions [%]
Additional allowed regions [%]
Generously allowed regions [%]
Disallowed regions ® [%)]
Nicht-Wasserstoff Proteinatome

Nicht-Wasserstoff Inhibitoratome

Lésungsmittelmolekiile

200628 (97.9)
190635 (93.0)
9993 (4.9)
40.0 - 2.1
20.7

24.1

0.006
1.3
48.4

87.3
11.9
0.5
0.2
23864
208
1646

247604 (96.7)
235261 (91.9)
12343 (4.8)
40.0 - 2.0
21.1

23.6

0.006
1.3
54.8

87.1
12.3
0.4
0.2
23864
48
1496

87138 (95.9)
82731 (91.0)
4407 (4.8)
20.0 - 2.7
20.1

26.8

0.007
1.4
27.7

87.1
12.3
0.4
0.2
23864
96
841
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Tabelle 6: Datenauswertung und Phasierungsstatistik des Quecksiber-Derivates.

Datenauswertung
Kristall Hg (peak) Hg (inflection point) Hg (remote)
Kristallbedingung 20-22% PEG2000 20-22% PEG2000 20-22% PEG2000
0.1 MAS 0.1 MAS 0.1 MAS
0.1 M Tris/HCI pH 8.0 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 0.1 M Tris/HCI pH 8.0

Raumgruppe P1 P1 P1
Molekdle in der ASU 4 4 4
Zellkonstanten

a, b, c [A] 62.12, 118.79, 134.17 62.09, 118.73, 134.11 62.02, 118.60, 133.99

a, B, v [] 112.90, 94.72, 91.18 112.91, 94.72, 91.16 112.93, 94.73, 91.17
max. Auflésung 2.5 25 2.4
Gemessene Reflexe 542280 540918 568673
Unabhangige Reflexe 245588 245175 290594
Reym @ [%] 4.1 (17.4) 4.0 (15.8) 4.1(18.1)
Vollstandigkeit @ [%] 98.6 (97.9) 98.6 (97.9) 98.4 (96.8)
<llo(l) > 16.4 17.2 14.5
Multiplizitat 2.2 2.2 1.9
Phasierungsstatistik
Wellenldnge [A] 1.0050 1.0092 0.9500
Auflésungsbereich [A] 45.0-25 45.0-2.5 45.0-24
Riso @ [%] 18.1 (28.4) 18.0 (27.3) 20.3 (29.8)
Recuis (iso / ano) bei 3.5 A 0.67/0.69 0.68/0.74 0.54/0.64
Phasing Power bei 3.5 A 214 1.97 213
Anzahl der Schweratomlagen 4 4 4

@ Werte in Klammern beziehen sich auf die duBerste Auflosungschale.

® Das katalytische Ser630 gehort sowohl zum vorausgehenden Strang wie auch zur darauf

folgenden Helix. Das erzeugt eine gespannte Konformation der Aminosdurehauptkette, wodurch

es in der “disallowed region” des Ramachandranplots zu liegen kommt.
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A.3. Kristallographische Begriffe

Auflosung

Datensatz

Derivat-Datensatz

Differenz-Fourier

Differenz-Patterson

F calc

F obs

Abstand dnmin der Gitterebenen in einem gegebenen Kristall gemal der
_ A
" 2sin6

max

winkel darstellt, bei dem das Diffraktionsbild verschwindet.

Braggschen Gleichung d, , wobel Bmax den Beugungs-

Ergebnis der Auswertung einer Serie von Diffraktionsbildern, wel-
ches die gemessenen Reflexe in Form von numerischen Werten der

Strukturfaktoramplituden (|Fn|) darstellt.

Datensatz von einem Proteinkristall, der durch die Reaktion mit einer
Schwermetallverbindung eine lokale Anderung der Elektronendichte-

verteilung aufweist.

Fouriersummation, bei der Differenzen zwischen Strukturfaktoram-
plituden als Koeffizienten benutzt werden: die resultierende Elektro-
nendichtekarte gibt die molekularen Unterschiede wieder, welche die

Differenzen in den Strukturfaktoramplituden erzeugen.

Pattersonfunktion bei der Differenzen zwischen Strukturfaktorampli-

tuden als Koeffizienten benutzt werden.

Strukturfaktoren, die aus den Koordinaten eines Modells berechnet
wurden, die sich aus den Strukturfaktoramplituden |Fcao (kiirzer Fc)

und den Phasenwinkeln a..c zusammensetzen.

experimentelle Strukturfaktoren, die sich aus den Strukturfaktoram-
plituden |Foss| (kiirzer Fo) und falls experimentell bestimmt, den Pha-

senwinkeln a.qac Zusammensetzen.
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Figure of Merit (FOM)

Freier R-Faktor

Multiplizitat

Nativer Datensatz

R-Faktoren

R, bZW. Rcryst

Mal fiir die Qualitit der experimentell ermittelten Phasenwinkel als
Kosinus des mittleren Phasenfehlers: fiir einen Strukturfaktor Fpy er-
gibt sich die Figure of Merit (FOM) zu:

m=[ (P u(«)exp(i «)da) ;wobei 0>m >1
Prq wird wihrend der Phasierung berechnet und gibt die Wahrschein-

lichkeit an, dass fiir Frs der Phasenwinkel betragt.
Siehe Rfree

Mittelwert des Verhéltnisses aus Anzahl der gemessenen Reflexe und

der kristallographisch unabhiangigen Reflexe.

Datensatz von einem unverdnderten Proteinkristall, d.h. nicht mit

einer Schwermetallverbindung behandelt.

R-Faktoren werden in der Kristallographie dazu verwendet, um die
Ubereinstimmung von zwei Messwerten oder der Messwerte mit dem

Modell zu beschreiben.

Beschreibung der Qualitdt einer verfeinerten Kristallstruktur als

Funktion der Ubereinstimmung von |Feac| und |Fobs|,

z ”F obS|_ k ‘F caICH
R=24 , wobei k einen Skalierfaktor dar-
Z |F obS‘

hkl
stellt, um die gemessenen und die berechneten Strukturfaktoramplitu-

den auf eine einheitlich Skala zu bringen.
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Rfree

Rsym

Rueri , bzw. Riso

Rcuiis (iso)

Riee Wird analog zu R.yst mit einem bestimmten Anteil der Reflexe
(test set) berechnet, die nicht bei der Verfeinerung beriicksichtigt

wurden. Dies soll eine Uberanpassung des Modells verhindern.

Z ”F obS‘_ k ‘F caICH
=HeT wobei
free Z ‘F 0bs| s

hklcT

R hkl T alle Reflexe

des test set bezeichnet.

Beschreibung der Qualitit eines Datensatzes als Funktion der Uber-

einstimmung von symmetrieverwandten Reflexen;

> 2|1 hkl =1 bkl )|
R l — hkl i . . .
sym( ) Z Z II( hkl ) N fur n unabhanglge Reﬂexe

hkl i

und / Beobachtungen eines gegebenen Reflexes.

Dieser R-Faktor wird zur Beurteilung der Qualitit eines isomorphen

Derivats herangezogen;

Z ”F deri( hki )‘_|F nati( hkl )”
R, =2 , Feeri und Fray bezeichnen
Z |F nati‘ i t

hki

die Strukturfaktoren des Derivats und des nativen Datensatzes.

ZHF putF P‘_F H(Calc>|
il

Z‘F PHiF P‘

hkl

R cuis (i80)= , fur  zentrische

Reflexe. Fp, Fpy und Fy beinhalten ihr Vorzeichen: Fey + Fp , wenn
die Vorzeichen verschieden sind, Fey - Fr , wenn die Vorzeichen

gleich sind.
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Rcuiis (ano) > HA F ;H(Obs)|—|F ;H(calc)”
Ry (@ano)=2% + : mit
cule Y |AF 5.(obs)
hkl
AF ,(obs) als Differenz der Strukturfaktoramplituden aus Bi-
' . B f rr .
jvoet-Paarenund A F PH<Ca|C)_2E|F H‘Sln((xPH_(XH)
Rigid Body Refinement Bezeichnung fiir die Verfeinerung von ganzen Molekiilen (oder Mo-

r.m.s, bzw. RMS

Simulated Annealing

Solvensbereich

Solvensgehalt

lekiilteilen) als starre Korper.

Quadratisches Mittel (,,root mean square®), das in der Regel zur An-
gabe von Abweichungen verwendet wird, im Gegensatz zum Geome-

trischen Mittelwert werden hohe Differenzen stirker gewichtet:

. 1 —
RMS—AbweIChUHQZH— Z (Xn—X)2 , mit n: Anzahl der Mess-

n

werte, x»: n-ter Messwert, x: Mittelwert oder Standardwert.

Verfeinerungsalgorithmus in XPLOR und CNS bei dem im Rahmen
einer Molekiildynamikrechnung die Temperatur des Systems virtuell
erhoht und schrittweise wieder gesenkt wird, um so den Konvergenz-

radius der Verfeinerung zu verbessern.

Zusammenhingender Bereich in Proteinkristallen, der mit Losungs-

mittel gefuillt ist.

Anteil des Solvensbereich am Gesamtvolumen.
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Test Set

Vollstindigkeit

Working Set

Zahl d. Reflexe

Teil der Strukturfaktoren eines Datensatzes, der nur zur Berechnung
von Riee benutzt und nicht zur Verfeinerung herangezogen wird (in

der Regel ca. 5-10% der gemessenen Strukturfaktoramplituden).

Prozentualer Anteil der gemessenen unabhédngigen Reflexe im Ver-

gleich zu den theoretisch moglichen Strukturfaktoren.

Strukturfaktoren, die nicht zum fest set gehdren und zur Verfeinerung

benutzt werden (90-95% der gemessenen Strukturfaktoramplituden)

Anzahl der unabhingigen Reflexe, bzw. Strukturfaktoramplituden,

die nicht iiber eine kristallographische Symmetrie verwandt sind.
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A.4. Nomenklatur der Aminosiauren

Name Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsaure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
beliebige Aminosiure Xaa X
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A.S. Liste der Verwendeten Abkiirzungen

%(v/v)
Y%(wW/v)

Abb.
Abu
ADA
APN
AS
ASU
CD
Da
dH.O
ddH;O
DESY
DFP
Dhp
DMSO
DP IV
e
EDTA
EC

E. coli
FAD
FMN
FPLC
g

GIP
GLP
GRF

h
HASYLAB
HIV

L [1]

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Amino Acid (Aminoséure)

Angstrom (1 A=10""m)

Abbildung

a-Aminobuttersdure
Adenosindesaminase

Aminopeptidase N

Aminosiure

Asymmetric Unit (Asymmetrische Einheit)
Cluster of Differentiation

Dalton

H.O dest. (destilliertes Wasser)

H.O bidest. (zweifach destilliertes Wasser)
Deutsches Elektronensynchrotron
Diisopropylfluorophosphat
L-Dehydroprolin

Dimethylsulfoxid

Dipeptidylpeptidase IV
Extinktionskoeffizient [M'cm™]
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
Enzyme Classification

Escherichia coli

Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid

Fast Protein Liquid Chromatography
Erdbeschleunigung

Glucose-Dependent-Insulinotropic-Polypeptide

Glucagon-Like-Peptide
Growth-Hormone-Releasing-Factor
Stunde

Hamburger Synchrotron-Strahlungslabor
Human Immunodeficiency Virus

Inhibitor, Inhibitorkonzentration
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IEC

=

MAD
MIR
min
MR

NCS

ODy

PAGE
PEG

pl

Pip
PMSF
POP
RANTES
RMS

RT

SBK
SDS

Tab.
TCA
TEMED

lon Exchange Chromatography (lonenaustauschchromatographie)
Kapitel
Geschwindigkeitskonstante enzymatischer Reaktionen [s™]

Inhibierungskonstante, Dissoziationskonstante des Enzym- Inhibitor-
Komplexes [M]

Michaelis-Menten-Konstante [M]
Wellenldnge

Losungsmittel

Mikro (107°)

Milli (107)

Multiplett

Molaritét [mol/1]

Multiple Anomalous Diffraction
Multiple Isomorphous Replacement
Minuten

Molecular Replacement
Molekulargewicht

Non Crystallografic Symmetrie (Nicht-Kristallographische
Symmetrie)

Optische Dichte bei der Wellenlédnge x [nm]

zur Analyse

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyethylenglykol

Isoelektrischer Punkt

L-Pipecolinsére

Phenylmethansulfonylfluorid

Proyloligopeptidase

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
Root-Mean-Square (quadratisch)

Revolutions per Minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

second

Substratbindeklammer

Sodiumdodecylsulfat

time

Tabelle

Trichloressigsdure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
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TFA Trifluoressigsdure

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

uv Ultraviolett

\Y Volt

VIS Visible (sichtbar)
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DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive Zentrum (beige) mit intermolekularen
Wasserstoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. Die 2 Fobs - Fcalc Electronendichte
umbhiillt nur den Inhibitor (blaues Netz, kontouriert mit 15). (Stereoabbildung)................. 48

Abbildung 25: Substraterkennung der DP IV am Beispiel des Sulfonylfluorids AEBSF (Kugel-Stéb-
chen-Modell: AEBSF (griin), Sauerstoffatome (rot), Stickstoffatome (blau)). A) Oberfla-
chendarstellung des aktiven Zentrums der DP IV (Einfirbung nach Atomtyp). Die
Enzymreste sind durch die Oberfdchendarstellung verdeckt. B) Kugel-Stibchen-Modell der
DP IV-Reste im (hellblau) und um das aktive Zentrum (beige) mit intermolekularen
Wasserstoffbriicken als schwarz gestrichelte Linien. Die 2 Fobs - Fcalc Electronendichte
umhiillt den Inhibitor und die Phenolgruppe des Tyr547 (blaues Netz, kontouriert mit 1c).
(StereoabbildUNG)......ccccviieiiieeeiie ettt et e e sate e e esaeeeeebeeeensreeeenseeeennseeas 50

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Substratzugangs- und Produktabgangswege bei Tri-
corn und DP IV nach Uberlagerung der katalytischen Hauptelemente der beiden Struk-

Abbildung 27: Vergleich der DP IV mit POP und Docking von Aprotinin (BPTI) an DP IV. A)
Uberlagerung eines DP IV-Monomers mit POP. Das DP IV-Monomer ist durch seine
Oberflache dargestellt (B-Propeller Doméne: Blatt I (cyan), Blatt IT (marine), Blatt III (dun-
kelgriin), Blatt IV (hellgriin), Blatt V (gelb), Blatt VI (orange), Blatt VII (rot), Blatt VIII
(violett), katalytische Doméne (grau)), wahrend das POP Molekiil nur dort wo es die DP IV
durch seine Grofle verdeckt als rote Ribbon-Darstellung zu sehen ist, z.B. an der Seitenoft-
nung der DP IV. B) Docking des starren, 58 Reste groflen Inhibitors Aprotinin an das ak-
tive Zentrum der DP IV. Das DP IV-Monomer ist als Ribbons dargestellt (Farbgebung wie
in A), wihrend der Inhibitor als Oberflache (griin) gezeigt ist. (Stereoabbildung, Standard-
orientierung NACh W. BOd@).......ccouuiiiiiiiiiiiiieeie e 62
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