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II   ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

Aa beliebige Aminosäure 

ACTH adrenocorticotropes Hormon (Corticotropin) 

ACN Acetonitril 

AMC 7-Amido-4-Methylcoumarin 

APP Amyloid precursor protein 

βA4 Teilsequenz des APP 

BIA biomolekulare Interaktionsanalyse 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

CCK Cholecystokinin 

CHO-K1 Chinese hamster ovary -Zell-Linie 

CLIP Corticotropin-like intermediate lobe peptide (ACTH18-39) 

CZE Capillary zone electrophoresis 

DAHC Di-Ammoniumhydrogencitrat 

DFP Diisopropylfluorophosphat 

DHAP 2‘,6‘-Dihydroacetophenon 

DP I Dipeptidylpeptidase I (Cathepsin C) 

DP IV Dipeptidylpeptidase IV 

DTT Dithiothreitol 

∆E Extinktionsänderung 

EDC 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (Hydrochlorid) 

EDTA Ethanoldiamintetraacetat 

ERK Extracellular signal-regulated kinases 

ε Extinktionskoeffizient 

FPLC Fast protein liquid chromatography 

GF-NHO-Bz Glycylphenylalanylhydroxamsäure-N-Benzoylester 

GIP Glucose-dependent insulinotropic polypeptide 

GLP-1 bzw. -2 Glucagon-like peptide-1 bzw. -2 

GP-4NA Glycylprolyl-4-Nitroanilid 

GPP-4NA Glycylprolylprolyl-4-Nitroanilid 

GRF Growth hormone-releasing factor 

GRP Gastrin releasing peptide 

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)Piperazine-N'-(2-Ethansulfonsäure) 

HIT β-Zell-Linie  

HPLC High performance liquid chromatography 
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HS-1 Hymenistatin-1 

Ile-Thia Isoleucyl-Thiazolidin 

IP3 Inositol(1,4,5)-Trisphosphat 

KA Assoziationskonstante 

KD Dissoziationskonstante 

Ki Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes 

kcat Wechselzahl 

Km Michaelis-Menten-Konstante 

Kcat/Km Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung enzymkatalysierter Reaktionen 

MALDI-TOF MS Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry

MDF Macrophage derived factor 

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

NHS N-Hydroxysuccinimid 

NP Y Neuropeptid Y 

NTA Nitriltriacetylsäure 

P YY Peptide YY 

p38-MAP-Kinase p38 mitogen-activated-protein kinase 

PACAP Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 

PBS Phosphate buffered salt 

PHM Peptide histidine methionine 

PI3-Kinase Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PKB Proteinkinase B 

POP Prolyloligopeptidase 

PP Pancreatic polypeptide 

RANTES Regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted 

rPOP rekombinante Prolyloligopeptidase 

SDF Stromal derived factor 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SP Substanz P 

SPR Surface plasmon resonance 

TFA Trifluoressigsäure 

TRH Thyrotropin-releasing hormone 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U343 Humane Glioma-Zell-Linie 

VIP Vasoactive intestinal peptide 

Xaa variable Aminosäure 

Z- Benzyloxycarbonyl- 
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1  Einleitung 

 

Zur Aufrechterhaltung physiologischer Gleichgewichte (Homöostase) müssen Organismen 

über ein sensitives und flexibel agierendes Informationssystem verfügen. In komplexen tieri-

schen Organismen existieren hierfür zwei hochspezialisierte Koordinierungs- und Kommuni-

kationssysteme: das Hormon- und das Nervensystem. Das Zusammenwirken beider Syste-

me wird u.a. durch chemische Botenstoffe, im Nervensystem durch Neurotransmitter und im 

endokrinen System durch Hormone, gewährleistet, die Signale von Zelle zu Zelle übertragen. 

Diese Supersysteme arbeiten jedoch nicht unabhängig sondern interagieren miteinander. So 

können biologisch aktive Peptide sowohl als Neurotransmitter als auch als Peptidhormone 

fungieren. In Abhängigkeit vom jeweils exponierten Rezeptortyp auf der Zielzelle kann ein 

und dasselbe Signalmolekül verschiedene physiologische Reaktionen hervorrufen. Die Mo-

dulation der Aktivität dieser Signalmoleküle erfolgt unter anderem durch limitierte Proteolyse, 

d.h. durch Enzyme, die hochspezifisch Peptidbindungen spalten. Nachfolgend soll die Funk-

tion von Peptidhormonen im Nerven- und Hormonsystem erläutert werden. Im Anschluß dar-

an wird auf die Rolle der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5) und der Prolyloligopep-

tidase (POP; EC 3.4.21.26), zweier prolinspezifischer Proteasen, als Mediatoren im Kommu-

nikationsprozeß beider Systeme eingegangen. 

 

 

1.1  Peptide im Hormonsystem 

 

1905 prägten Bayliss und Starling den Begriff „Hormon“, um die Wirkung von Secretin zu 

beschreiben. Secretin ist ein Hormon des Gastrointestinaltraktes. Es stimuliert die Ausschüt-

tung des Pankreassaftes. Aus ihren Arbeiten leiteten sich folgende Vorstellungen über Ei-

genschaften von Hormonen ab. 

Hormone sind chemische Botenstoffe, die durch spezielle Gewebe (Hormondrüsen) produ-

ziert, in Körperflüssigkeiten ausgeschüttet werden und so an ihre Zielzellen gelangen. Die 

Synthese erfolgt jedoch nicht nur in den klassischen endokrinen Organen. Manche Hormone, 

wie z.B. Angiotensin werden aus Vorstufen im Blut durch die Aktivität proteolytischer Enzyme 

freigesetzt. Andere, wie das Dihydrotestosteron männlicher Säuger, zirkulieren als Vorstufen 

und werden erst in den Zielorganen in ihre aktive Form überführt. 

Durch Hormon-Rezeptor-Wechselwirkungen kommt es in effizienter Weise zu Änderungen in 

den Aktivitäten der Zielorgane bzw. Zielzellen. Die chemische Natur von Hormonen ist ver-
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schieden. Man unterteilt in vier Hormonklassen: Aminosäurederivate, Polypeptide oder Pro-

teine, Steroide und Eicosanoide. 

Different wie ihre chemische Natur sind auch die Wirkprinzipien von Hormonen. Hierbei kön-

nen vier allgemeine Mechanismen unterschieden werden: 

•  Die Bindung an einen in der Plasmamembran lokalisierten Rezeptor bewirkt eine Ak-

tivierung der Adenylatzyklase-Kaskade und führt so zu einem erhöhten cAMP-Spiegel 

und zur Aktivierung von Proteinkinasen (Adrenalin, Glukagon, Thyrotropin-releasing 

hormone (TRH)). 

• In der Phosphoinositid-Kaskade erzeugt die Hydrolyse eines Membranphospholipids 

zwei intrazelluläre Botenstoffe - Inositoltrisphosphat (öffnet Kalziumkanäle) und Dia-

cylglycerin (aktiviert Proteinkinase C, die Ser- und Thr-Reste in ihren Zielproteinen 

phosphoryliert). 

• Ein drittes Prinzip ist die Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivität der Rezeptoren durch 

die Bindung des Hormons (Insulin, Wachstumsfaktoren). 

• Steroid- und Schilddrüsenhormone dringen in ihre Zielzellen ein und binden an Re-

zeptoren, die zum Kern transportiert werden. Dort binden sie an spezifische DNA-

Segmente und agieren als Transkriptionsverstärker. 

Bis auf Steroidhormone, deren Rezeptoren intrazellulär lokalisiert sind und die auch aufgrund 

ihrer Lipophilie die Zellmembran gut passieren können, befinden sich die Rezeptoren der 

anderen Hormonklassen auf der extrazellulären Seite der Plasmamembran. Bei vielen Hor-

monen initiiert die Ausbildung des Rezeptor-Hormon-Komplexes die Synthese von sekundä-

ren Botenstoffen (second messenger), die eine kaskadenartige Aktivierung von Protein-

Kinasen bewirken und so zu einer enormen Verstärkung des Signals führen. Ein Hormon 

kann an mehrere verschiedenartige Rezeptoren binden und in Abhängigkeit vom Rezeptor-

typ unterschiedliche Wirkungen in verschiedenen Organen und Geweben auslösen. Limitier-

te Proteolyse eines Hormons kann seine Rezeptorspezifität beeinflussen, wie es zum Bei-

spiel für Neuropeptid Y bekannt ist (Medeiros and Turner, 1996). 

 

 

1.1.1  Gastrointestinale Peptidhormone 

 

In einfachen einzelligen Lebewesen sezerniert der Organismus hydrolytische Enzyme in das 

äußere Milieu oder in Vakuolen und nimmt die Hydrolyseprodukte durch die Zellmembran 

wieder auf. In höheren Organismen erfolgt der Aufschluß der Nahrung im Verdauungssys-
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tem. Um diesen komplexen Prozeß zu steuern, bedarf es einer Vielzahl regulatorischer Pep-

tide. Die beiden zuerst beschriebenen Hormone, Secretin (1902 durch Bayliss & Starling) 

und Gastrin (1905 durch Edkins), sind Hormone des gastrointestinalen Traktes. Aufgrund der 

Menge seiner endokrinen Zellen und der Vielfalt der hier synthetisierten Hormone ist der 

Darm das größte Hormon-produzierende Organ des Körpers. Viele Gene gastrointestinaler 

Hormone werden auch außerhalb des gastrointestinalen Traktes exprimiert. Sie können so-

wohl als metabolische Hormone als auch als Neurotransmitter, lokale Wachstumsfaktoren 

und Fertilitätsfaktoren wirken.  

Ein Polypeptid muß folgenden Kriterien genügen, um als gastrointestinales Hormon klassifi-

ziert werden zu können: 

1. Das Peptid muß in Reaktion auf Nahrungsaufnahme oder einen anderen physiologischen 

Stimulus durch einen Teil des Verdauungstraktes freigesetzt werden. 

2. Die Substanz muß nach dem Stimulus im Blut nachweisbar sein. 

3. Die exogene Gabe der Substanz muß die Reaktion im gastrointestinalen Trakt auslösen, 

die normalerweise auf den endogenen Stimulus erfolgt (Rehfeld, 1998). 

Seit den späten siebziger Jahren wurden eine Vielzahl regulatorischer Peptide (Hormone, 

Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren) des Darms beschrieben. Individuelle Gene für regula-

torische Peptide des Darms kodieren für verschiedene Peptide, die in gewebs- und zellspezi-

fischer Art unterschiedliche bioaktive Peptide freisetzen. Durch Strukturaufklärung konnten 

Homologien zwischen Gruppen der Peptidhormone nachgewiesen werden, so daß eine Un-

terteilung in Familien erfolgte (vgl. Tabelle 1, S. 8). 

Die Art der Homologie variiert bei den einzelnen Familien. So ist den Mitgliedern der „Panc-

reatic polypeptide“-Familie (PP-Familie) eine generelle Ähnlichkeit in der Primärstruktur (zwi-

schen 45 und 70%) eigen, die eine identische und stabile Tertiärstruktur (PP-Faltungsmotiv) 

zur Folge hat. Die Gastrin-Familie zeichnet sich durch eine Konservierung der Aminosäuren 

des C-Terminus aus. Veränderungen an den vier C-terminalen Aminosäuren führen zu ei-

nem drastischen Verlust der biologischen Aktivität (Rehfeld, 1998).  

Der Aufschluß der Nahrung im Magen-Darm-Trakt führt zu einer Freisetzung gastroentero-

pankreatischer Hormone in das Blut, die bei der Koordinierung der Verdauungsprozesse 

eine wesentliche Rolle spielen. Dies führte zu der These, daß ein Teil der Peptide auch in die 

Kontrolle des Sättigungsgefühls und damit in die Steuerung der aufgenommenen Nah-

rungsmenge involviert sein könnte (Schols et al., 1999). 
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Tabelle 1:  gastroenteropankreatische Peptidfamilien nach Rehfeld (Rehfeld, 1998) 

Familie Peptide 

Secretin-Familie oder auch 

GRF-Familie 

- Secretin 

- Glukagon und Glucagon-like Peptides (GLP) 

- Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) 

- Vasoactive intestinal polypeptide (VIP) und Peptide histidine me-
thionine (PHM) 

- Growth hormone releasing factor (GRF) 

- Pituitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) 

Insulin Familie - Insulin 

- Insulin-like growth factor I und II (IGF I und IGF II) 

- Relaxin 

EGF Familie - Epidermal growth factor (EGF) 

- Transforming growth factor-α (TGF- α) 

- Amphiregulin 

Gastrin Familie - Gastrin 

- Cholecystokinin21 (CCK21) 

PP-gefaltete Familie  - Pancreatic polypeptide (PP) 

- Peptid YY (P YY) 

- Neuropeptid Y (NP Y) 

Tachykinin Familie - Substanz P (SP) 

- Neurokinin A 

- Neurokinin B 

Somatostatin Familie - Somatostatin 

- Corticostatin 

 

 

1.1.1.1  Glukagon 

 

Die Regulation der Konzentration des Blutzuckers ist ein homöostatisches System. Eine 

konstante Blutglukosekonzentration ist essentielle Voraussetzung für den Ablauf so elemen-

tarer Lebensprozesse wie der Zellatmung. Glukose ist eine der Haupttransportformen von 

Kohlenhydraten und die Hauptenergiequelle der Zellen höherer Organismen. Länger anhal-

tende Störungen dieses Systems führen zu pathologischen Veränderungen, die sich z.B. in 
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Diabetes mellitus äußern können. Wichtigste Regulatoren der Blutglukosekonzentration sind 

die antagonistischen Hormone Insulin und Glukagon, die in den Langerhans’schen Zellen 

des Pankreas produziert werden. Glukagon ist ein aus 29 Aminosäuren bestehendes Poly-

peptid. Es wird als Propeptid in den α-Zellen (auch A-Zellen) der Bauchspeicheldrüse und in 

endokrinen Zellen der intestinalen Mukosa synthetisiert. In Abhängigkeit vom Syntheseort 

wird Proglukagon unterschiedlich prozessiert. Als Hauptprodukte entstehen im Pankreas 

Glukagon und im Dünndarm Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) sowie Glucagon-like peptide-2 

(GLP-2) (vgl.  

Abbildung 1). 

Trotz der hohen Sequenzhomologie zwischen Glukagon und GLP-1 wirken beide Peptide 

über spezifische Rezeptoren (Holst, 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der aus der Sequenz des Proglukagons durch 
limitierte Proteolyse freisetzbaren Peptidhormone 

                                                                                                                                                                           

Bindet Glukagon an seinen Rezeptor, so wird G-Protein-vermittelt eine Adenylatzyklase akti-

viert, die die intrazelluläre Menge an cAMP erhöht. Die erhöhte cAMP-Konzentration stimu-

liert das Proteinkinase-System in Leberzellen. Eine Aktivitätssteigerung der Glykogen-

phosphorylase und die Induktion der Glykogenolyse sind die Folge. Gleichzeitig wird die Ak-

tivität der Glykogensynthase gehemmt. Zu einer gesteigerten Glukagon-Produktion kommt 

es immer dann, wenn sich der Organismus im Hungerzustand befindet oder nach einer koh-

lenhydratarmen Mahlzeit, um die Versorgung des Organismus mit Glukose aufrechtzuerhal-

ten. 

1 30 33 61 64 69 72 78 108 111 123 126 158

GRPP IP-1 GLP-1 GLP-2IP-2

Pankreas
(αααα - Zellen)

Dünndarm (L-Zellen)
Hirn

Glucagon Glicentin GLP-1 GLP-2

Glucagon
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1.1.1.2  Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP)  

 

Ausgangs des 19. Jahrhunderts beschrieben Ewals und Boas, daß mit Olivenöl vermengte 

Nahrung sowohl die Entleerung des Magens als auch die Magensäuresekretion hemmte 

(Ewald and Boas, 1880). Bei der Entdeckung des Secretins 1902 postulierten Bayliss und 

Starling, daß nach Nahrungsaufnahme vom Darm freigesetzte Signale eine endokrine Reak-

tion des Pankreas hervorrufen können (Bayliss and Starling, 1902). 1929 verfolgten Zuns 

und La Barré diese Idee weiter und konnten einen Secretin-freien intestinalen Extrakt isolie-

ren, der Hypoglykämie in Hunden induzierte (Zunz and La Barré, 1929). Daraufhin wurde 

von La Barré der Begriff „Incretin“ eingeführt, um die humorale Aktivität des Darms zu be-

schreiben, die die Sekretion der endokrinen Zellen des Pankreas verstärkte (La Barre and 

Still, 1930). 40 Jahre später prägten Unger und Eisentraut (Unger and Eisentraut, 1969) den 

Begriff der „enteroinsularen Achse“. Die enteroinsulare Achse beschreibt die Signaleffekte 

zwischen Darm, Pankreas und Zielgewebe, die die schnelle und effiziente Aufnahme der 

Nahrung ermöglichen. Creutzfeldt (Creutzfeldt, 1979) definierte Kriterien, die ein Incretin o-

der Hormon erfüllen muß, um Teil der enteroinsularen Achse zu sein: 

• Es muß durch Nährstoffaufnahme, insbesondere Kohlenhydrate, freigesetzt werden. 

• Es muß in physiologischen Konzentrationen bei erhöhten Blutglukosekonzentrationen die 

Insulinsekretion verstärken. 

Das Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) erfüllt diese Kriterien. Es wurde 

1970 von Brown und Pederson (Brown and Pederson, 1970) aufgrund seiner inhibitorischen 

Effekte auf die Magensäure- und Pepsin-Sekretion isoliert und zuerst als „Gastric inhibiting 

peptide“ bezeichnet. GIP wurde in den K-Zellen des Duodenum und Jejunum nachgewiesen. 

Die Arbeitsgruppe um Dupré stellte 1973 fest, daß die intravenöse Infusion von gereinigtem 

GIPSchwein im Menschen gemeinsam mit Glukose eine signifikant größere Insulinfreisetzung 

bewirkte als die separate Verabreichung der gleichen Glukosedosis (Dupré et al., 1973). Die 

erhöhte Insulinsekretion trat nur während der GIP-Infusion auf und wurde nicht im euglykä-

mischen Status beobachtet. Die glukoseabhängige insulinotrope Aktivität des GIP wurde 

später auch in vivo an Hunden und an perfundierten Rattenpankreata gezeigt. Neben der 

Stimulierung der GIP-Sekretion durch Kohlenhydrate verstärkt die Aufnahme von Fetten e-

benfalls die Ausschüttung des Hormons. Glukose-unabhängige Erhöhung der Konzen- 

tration des GIP hat keinen Effekt auf den Plasmainsulinspiegel. Die Glukoseabhängigkeit des 

insulinotropen Effektes des GIP scheint ein Sicherheitsmechanismus gegen eine unproporti-

onale Stimulierung des Insulinspiegels bei einer fettreichen und kohlenhydratarmen Ernäh-

rung zu sein. Das Resultat einer unproportional hohen Insulinausschüttung wäre ein hy-

poglykämischer Zustand. Da der durch GIP vermittelte Incretin-Effekt von größerer physiolo-
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gischer Relevanz als die Hemmung der Magensäuresekretion ist, wurde das Peptidhormon 

in „Glucose-dependent insulinotropic polypeptide“ umbenannt. GIP entfaltet seine Wirkung 

über einen G-Protein gekoppelten Rezeptor. Dieser Rezeptor wurde 1993 erstmals aus der 

Ratte kloniert (Usdin et al., 1993). Der GIP-Rezeptor ist ein Glykoprotein, das zur Familie der 

Secretin/VIP-Rezeptoren gehört. Für die Auslösung der cAMP vermittelten Signalkaskade ist 

die erste aminoterminale Transmembranregion erforderlich (Gelling et al., 1997). GIP und 

sein Rezeptor sind den Neuropeptiden Vasoactive intestinal polypeptide (VIP) und Pituitary 

adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) sowie deren Rezeptoren verwandt. Es konnte 

gezeigt werden, daß VIP und PACAP die intrazellulären cAMP- und Ca2+-Spiegel maximal 

29 Minuten nach Stimulierung ihrer Rezeptoren erhöhen, die Freisetzung von Insulin aus 

HIT-Zellen jedoch für mehr als 50 Minuten anhält, wenn cAMP und Ca2+-Konzentrationen 

wieder auf ihr Ausgangsniveau zurückgekehrt sind (Filipsson et al., 1998). Worauf dieser 

Effekt beruht, konnte noch nicht geklärt werden. Mit Hilfe von Wortmannin, einem spezifi-

schen Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) konnte nachgewiesen wer-

den, daß GIP auch einen Wortmannin-sensitiven Mechanismus der Signaltransduktion nutzt 

(McIntosh et al., 1999); (Kubota et al., 1997; Straub and Sharp, 1996). mRNA des GIP-

Rezeptors wurde außer im Pankreas ebenfalls im Magen, Darm, adrenalen Cortex, Herz, 

Lunge und Hirn sowie auf den endothelialen Zellen der Hauptblutgefäße und auf Fettzellen 

nachgewiesen (Morgan, 1996). Ob es weitere Liganden für den GIP-Rezeptor gibt oder ob 

GIP andere, bislang noch unbekannte physiologische Effekte hat, müssen weitere Untersu-

chungen zeigen.  

Aufgrund der insulinotropen Eigenschaft und seiner Funktion im Fettstoffwechsel ist GIP ein 

Ansatzpunkt für die Therapie von Diabetes mellitus Typ II oder Adipositas. Mentlein et al. 

wiesen in vitro nach, daß gereinigte humane DP IV das N-terminale Dipeptid Tyr-Ala von GIP 

abspaltet (Mentlein et al., 1993). Während der Inkubation von humanem Serum mit GIP 

konnten die gleichen Abbaufragmente nachgewiesen werden. Diprotein A und Lys-Pyrrolidid, 

zwei spezifische DP IV-Inhibitoren, hemmten den Abbau zu GIP3-42 vollständig. Untersu-

chungen in Wistar-Ratten, denen markiertes, synthetisches GIP bzw. GLP-1 appliziert wur-

de, ergaben, daß die Halbwertszeit beider Incretine in vivo ca. 2 min beträgt (Kieffer et al., 

1995). Eine Stabilisierung des N-Terminus von GIP gegen proteolytischen Angriff durch 

DP IV könnte in vivo zu einer verlängerten Stimulation des GLP-1 und zu einer verstärkten 

Insulinsekretion in Reaktion auf einen erhöhten Blutglukosespiegel führen. Systematische 

Studien zum Einfluß von N-terminalen Modifikationen am GIP sind bisher noch nicht publi-

ziert worden. Eine N-terminale Glykosylierung des GIP verstärkte den Insulin-stimulierenden 

Effekt des Hormons auf β-Zellen. Die Verbindung, Tyr1-Glucitol GIP, ist resistent gegen ami-

nopeptidatischen Angriff und verfügt auch über bessere glukosesenkende Eigenschaften als 

das native GIP (O‘Harte et al., 2000; O'Harte et al., 1999). 
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1.2  Peptide im Nervensystem 

 

Nervenzellen sind bei Metazoen die phylogenetisch älteste Bildungsstätte von Wirkstoffen. 

Erst seit ca. fünfzig Jahren hat sich die Vorstellung etabliert, daß die Kommunikation zwi-

schen den Neuronen des Zentralnervensystems vorrangig durch chemische denn elektrische 

Signale erfolgt. Der Hypothalamus ist einer der wichtigsten Syntheseorte für Hormone und 

biologisch aktive Peptide des Nervensystems. Viele der Neuropeptide kommen nicht nur in 

zentralen und peripheren Neuronen vor, sondern werden auch in endokrinen Zellen, z.B. im 

Darmtrakt, gefunden.  

Zu den in den letzten Jahren sehr intensiv erforschten Neuropeptiden gehört das Neuropep-

tid Y (NP Y), das eine wichtige Funktion in der Steuerung des Energiehaushaltes des Orga-

nismus hat. Es wurde 1982 erstmals von Tatemoto et al. aus Schweinehirn isoliert und wirkt 

vasopressiv (Tatemoto, 1982). Es stimuliert die Nahrungsaufnahme, reguliert Hormonsyn-

these und -freisetzung und ist an der Kontrolle des circadianen Rhythmus beteiligt. Syntheti-

siert wird NP Y in peripheren sympathischen Neuronen und im Hirn. Im Zusammenhang mit 

der Ausprägung von Adipositas (Fettsucht) wird NP Y als ein wesentlicher Faktor zur Auf-

rechterhaltung der Energiebalance diskutiert (Strader et al., 1997; Bannon et al., 2000; Uusi-

tupa et al., 1998). Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch werden kurzfristig von ver-

schiedenen Signalen beeinflußt. Dazu gehören neuronale Signale, die Informationen über 

den circadianen Rhythmus übermitteln, metabolische Signale über den Energiebedarf des 

Hirns und gastrointestinale Signale in Form von Peptidfreisetzungen als Reaktion auf Nah-

rungsaufnahme. So kann der Körper seinen Energiebedarf der gegebenen äußeren Situation 

kurzfristig anpassen. Über lange Zeiträume hinweg wird jedoch ein homöostatisches Gleich-

gewicht des Energiehaushaltes aufrechterhalten, das nur unter pathologischen Bedingungen 

außer Kontrolle gerät und sich u.a. in der Ausprägung von Adipositas äußern kann. Diese 

regulativen Funktionen werden durch das Zentralnervensystem gesteuert, das Informationen 

über die Größe der Energiedepots (in Form von gespeichertem Fett) durch die Konzentrati-

onsänderung eines anderen Neuropeptides, des Leptins, erhält (Schwartz et al., 1999). 

Eine enge Wechselwirkung besteht auch zwischen Komponenten des Nervensystems und 

anderen Systemen, z.B. dem Immunsystem der Haut. Neuropeptide werden ebenso von 

sensorischen Nerven in der Haut freigesetzt und können die Funktion von Keratinozyten, 

Langerhans’schen Zellen und Mastzellen modulieren. Zu diesen Peptiden gehören die Ta-

chykinine Substanz P und Neurokinin A, das Calcitonin gene-related peptide (CGRP), das 

Vasoactive intestinal peptide (VIP) und Somatostatin (SMS). Sie wirken auf Zellproliferation, 

Zytokinproduktion und Antigenpräsentation unter physiologischen und pathophysiologischen 

Bedingungen. Es konnte nachgewiesen werden, daß einige Hauterkrankungen wie Psoriasis 
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(Schuppenflechte) und atopische Dermatitis eine neurogene Komponente haben (Scholzen 

et al., 1998). 

 

 

1.3  Proteolytische Enzyme als Modulatoren der Aktivität biologisch aktiver 
Peptide 

 
Proteolytische Enzyme haben nicht nur katabole Funktion, sie stellen auch wichtige regulato-

rische Schaltstellen in einer Reihe physiologischer Signalkaskaden dar. Durch limitierte Pro-

teolyse sind hochspezifische Proteasen an der Aktivierung, Inaktivierung und Wirkungsmo-

dulation von biologisch aktiven Peptiden in den verschiedenen Organsystemen des Körpers 

beteiligt. So werden z.B. Proteasen, Zytokine, Peptidhormone und neuroaktive Peptide in 

ihrer Aktivität durch limitierte Proteolyse reguliert. Es ist heute davon auszugehen, daß ubi-

quitär verbreitete hochspezifische Proteasen wie die Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) zum 

einen in unterschiedlicher Weise in lokale oder systemspezifische Regulationskaskaden ein-

greifen und zum anderen entscheidend am Zusammenspiel der verschiedenen Organsyste-

me (neuronales System, gastrointestinales System, Immunsystem, kardiovaskuläres Sys-

tem) beteiligt sind. Ähnliches gilt, auf einer anderen Ebene, für die intrazellulär lokalisierte 

Prolyloligopeptidase (POP). Diese ist ebenfalls an der Regulation und Vernetzung wichtiger 

zellulärer und extrazellulärer Prozesse (Apoptose, Lern- und Gedächtnisleistungen) beteiligt. 

Aufgrund ihrer vielseitigen Funktionen bei physiologischen und pathophysiologischen Pro-

zessen stellen solche Proteasen potentielle therapeutische Ziele für eine Reihe von Erkran-

kungen dar. Im Unterschied zur Inhibierung hochspezifischer Proteasen von Krankheitserre-

gern (HIV-Protease) besteht bei der Hemmung solcher körpereigenen Enzyme jedoch immer 

die Gefahr, ungewollt in andere Regulationskaskaden einzugreifen und damit unerwünschte 

Nebenwirkungen zu erzielen. Deshalb ist ein möglichst umfassendes Wissen um die moleku-

laren Eigenschaften und die physiologische Rolle dieser Proteasen Voraussetzung für eine 

zielgerichtete und nebenwirkungsarme Therapie.  
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1.3.1  Die Dipeptidylpeptidase IV  

1.3.1.1  Vorkommen 

 

Die Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5) wurde 1966 von Hopsu-Havu und Glenner in 

Rattenleberhomogenaten aufgrund ihrer Fähigkeit Naphthylamin aus Gly-Pro-2-

Naphthylamid freizusetzen entdeckt (Hopsu-Havu and Glenner, 1966). Seither konnte das 

Enzym aus einer Reihe verschiedener Organismen, u.a. aus Bakterien, Hefe, Insekten und 

Pflanzen isoliert werden (Yoshimoto and Tsuru, 1982; Nardi et al., 1991; Bordallo et al., 

1984; Kreil et al., 1980; Stano et al., 1994). In Säugern wurde das Enzym in verschiedenen 

Geweben und Flüssigkeiten gefunden. Dazu zählen Plazenta, Niere, Lymphozyten, Urin und 

Serum (Puschel et al., 1982; Iwaki-Egawa et al., 1998; Kato et al., 1978b; Akrawi and Bailey, 

1976; Feller and Parwaresch, 1980). In der Niere ist DP IV vorrangig in der Nierenrinde, ins-

besondere in den Mikrovilli der Bürstensaummembran lokalisiert (Kenny et al., 1977). Die 

Bürstensaummembran der Enterozyten des Dünndarms und die Mikrovilli der plazentalen 

Throphoblasten sind ebenfalls reiche DP IV-Quellen (Barrett et al., 1998). In der Leber wurde 

das Enzym hauptsächlich in den Hepatozyten der Plasmamembran gefunden, die die Gal-

lengänge umgibt. Im Immunsystem wurde die DP IV als Leukozytenantigen CD26 identifi-

ziert, dessen Expression streng mit dem Aktivierungs- und Proliferationsstatus der T-Zellen 

korreliert (Lojda, 1988). CD26 konnte ebenfalls auf aktivierten B- und NK-(Natural killer)-

Zellen nachgewiesen werden. DP IV ist auf vielen epithelialen und einigen spezialisierten 

mesodermalen Zellen lokalisiert und wird häufig an physiologischen Barrieren wie beispiels-

weise der Blut-Hirn-Schranke exponiert (Mentlein, 1999). 

 

 

1.3.1.2  Molekulare und katalytische Eigenschaften 

 

Die Dipeptidylpeptidase IV ist ein multifunktionelles Protein, das membranverankert auf Zell-

oberflächen exponiert wird. Das Enzym hat - in Abhängigkeit von der Spezies, dem Gewebe 

und dem zellulären Differenzierungsstatus - ein Molekulargewicht von ca. 110 000 bis 150 

000 Da pro Untereinheit. Diese Heterogenität ist vermutlich durch unterschiedliche Glykosy-

lierungsgrade bedingt (Smith et al., 1998). Die native Peptidase besteht aus zwei katalytisch 

voneinander unabhängigen, identischen Untereinheiten, die durch nichtkovalente Wechsel-

wirkungen miteinander verbunden sind.  
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Auf der Grundlage intensiver physiko-chemischer Untersuchungen wurde von Lambeir et al. 

ein Modell der Domänenstruktur der DP IV vorgeschlagen (Lambeir et al., 1997). Die Primär-

konfiguration setzt sich aus fünf distinkten Domänen zusammen. Der Membrananker wird 

durch eine 22 Aminosäurereste umfassende hydrophobe Peptidsequenz (7-29) gebildet. 

Daran schließt sich N-terminal eine kurze hydrophile zytosolische Domäne an. Ein flexibles 

Segment verbindet den Membrananker mit einer großen, glykosylierten Region (48-324), 

einem cysteinreichen Bereich (325-552) und der C-terminalen katalytischen Domäne (553-

766). Die Glykosylierungsregion repräsentiert fünf von acht Glykosylierungsorten (Ratte) 

(Ogata et al., 1989). 10 bis 27% des DP IV Moleküls bestehen aus Kohlenhydraten. Die Be-

deutung domänenspezifischer Glykosylierungen sowohl für die Stabilität und Proteinfaltung 

als auch für die enzymatische Aktivität und die Targetierung der DP IV in der Zelle konnte 

1997 von Fan et al. durch gezielte Punktmutation nachgewiesen werden (Fan et al., 1997). 

Nach Klonierung und Sequenzierung der für DP IV kodierenden DNA-Bereiche von Ratte 

(Ogata et al., 1989), Maus (Marguet et al., 1992), Mensch (Darmoul et al., 1992; Misumi et 

al., 1992; Tanaka et al., 1992a); Flavobacterium meningosepticum (Kabashima et al., 1995), 

Xanthomonas maltophila (Kabashima et al., 1996) und Xenopus laevis (Vlasak et al., 1997) 

konnten zwischen pro- und eukaryotischer DNA Sequenzhomologien von ca. 30% nachge-

wiesen werden (Kabashima et al., 1996; Kiyama et al., 1998). DNA-Vergleiche zwischen 

eukaryotischen Spezies zeigten weitaus größere Homologien (ca. 85% Ratte und Mensch 

(Misumi et al., 1992), ca. 89% Maus und Mensch (Darmoul et al., 1992)). 

Trotz intensivster Bemühungen konnte die DP IV bisher noch nicht kristallisiert und daher 

keine Röntgenkristallstruktur erhalten werden.  

DP IV ist eine ubiquitär verbreitete Serinprotease, die durch den klassischen Serinprotea-

seinhibitor Diisopropylfluorophosphat (DFP) hemmbar ist. Innerhalb stark konservierter Re-

gionen im C-terminalen Bereich wurde durch gezielte Punktmutationen die katalytische Tria-

de (Ser, Asp, His) identifiziert (Ogata et al., 1992; David et al., 1993). Die für Serinproteasen, 

Esterasen und Lipasen typische Konsensus-Sequenz Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly konnte um den 

aktiven Serylrest der DP IV nachgewiesen werden (Polgar, 1992; Brenner, 1988). Die An-

ordnung der Aminosäurereste, die die katalytische Triade bilden, und der Katalysemecha-

nismus unterscheiden die DP IV von den klassischen Serinproteasefamilien der Subtilisine 

(Familie S8; Asp, His, Ser) und Chymotrypsine (Familie S1; His, Asp, Ser). Daher wurde die 

Zuordnung der DP IV zu einer neuen Familie der Serinproteasen, der Prolyloligopeptidase-

Familie (S9), gemeinsam mit Prolyloligopeptidase (EC 3.4.21.26) und der Acylaminoacylpep-

tidase (EC 3.4.19.1) vorgeschlagen (Barrett and Rawlings, 1992; Polgar and Szabo, 1992).  

Die Iminosäure Prolin hat unter den proteinogenen Aminosäuren einen Sonderstatus inne. 

Prolylhaltige Peptidbindungen beeinflussen nicht nur die Ausbildung von Sekundär- und Ter-
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tiärstrukturen der Moleküle, sie stellen ebenfalls einen Schutz vor dem Angriff unspezifischer 

Proteasen dar. Nur wenige Proteasen sind in der Lage, die Hydrolyse von Peptidbindungen 

zu katalysieren, an denen Prolin beteiligt ist. Die DP IV zeichnet sich durch ihre Fähigkeit 

aus, die Freisetzung N-terminaler Dipeptide von Peptiden und Proteinen zu katalysieren, 

wenn diese in vorletzter Position der Peptidkette ein Prolin oder Alanin besitzen (Heymann 

and Mentlein, 1978; Kato et al., 1978a). Neben Prolin und Alanin in P1-Position1 akzeptiert 

die DP IV auch Pipecolinsäure, Hydroxyprolin (kcat/Km= 103 bis 104M-1*s-1) und Dehydroprolin 

(Heins et al., 1988). An Analoga des Growth hormone releasing factor (GRF) konnten Bon-

gers et al. zeigen, daß humane, plazentale DP IV in der Lage ist, die Hydrolyse auch solcher 

Peptidbindungen zu katalysieren, die an P1-Position ein Serin, Valin, Glycin  

(kcat/Km= 103M-1*s-1) oder Leucin (kcat/Km= 40 M-1*s-1) haben (Bongers et al., 1992). GRF ist 

ein Polypeptid aus 44 Aminosäureresten mit einer C-terminalen Amidierung, das im Hypo-

thalamus produziert wird und die Freisetzung des Wachstumshormons aus der Hypophyse 

stimuliert. Die biologische Halbwertszeit im Menschen beträgt 6,8 min. Als hauptinaktivieren-

des Enzym konnte die DP IV nachgewiesen werden (Frohman et al., 1989). DP IV-resistente 

Analoga gelten deshalb als aussichtsreiche Kandidaten für eine Therapie bei Wachstums-

hormondefiziten. Zur Stabilisierung des GRF erfolgte u.a. ein Austausch der Aminosäuren in 

P1-Position, um die DP IV-katalysierte Proteolyse zu verhindern. Überraschenderweise wur-

den [Ser²]-, [Val²]-, [Gly²]- und [Thr²]-GRF-Analoga durch die DP IV als Substrate akzeptiert. 

Als Reaktionsprodukt wurde das biologisch inaktive GRF3-44 nachgewiesen.  

Martin et al. wiesen nach, daß auch Threonin in P1-Position toleriert wird (Martin et al., 1993). 

Am Beispiel von Macrophage-derived chemokine (MDC) demonstrierten Proost et al., daß 

die Substratspezifität der DP IV weniger streng ist, als bis dato angenommen. Der Hydrolyse 

des Dipetides Gly-Pro folgte die Abspaltung eines zweiten Dipeptides (Tyr-Gly) (Proost et al., 

1999). DP IV-katalysierte Hydrolyse von Peptidbindungen kann nicht stattfinden, wenn sich 

in P1‘-Position eine D-Aminosäure, Prolin oder Hydroxyprolin befinden. Essentiell für die Ka-

talyse ist, daß die zu hydrolysierende Peptidbindung in trans-Konformation vorliegt (Demuth 

and Heins, 1995). 

                                                
1 Die Bezeichnung der Aminosäuren um die hydrolysierte Peptidbindung folgt der Schechter&Berger-
Nomenklatur (Schechter and Berger, 1967). Demnach werden die Aminosäuren in N-terminaler Rich-
tung der hydrolysierten Bindung mit P1, P2, P3,.., Pn bezeichnet, während die Aminosäuren in C-
terminaler Richtung mit P1‘, P2‘, P3‘,.., Pn‘ beschrieben werden. 
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Abbildung 2 faßt die wichtigsten molekularen und katalytischen Eigenschaften der DP IV 

zusammen. 
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� dimeres, membrangebundenes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 240 kDa; 766 Aminosäurereste,
ubiquitär verbreitet (besonders hohe Konzentrationen in Leber
und Niere)

� Serinprotease, die zum Clan SC und zur Familie S9 gehört

 

 

Dipeptidylpeptidase IV  -  EC 3.4.14.5 oder CD26

Xaa ProNH2

DP IV katalysiert die Hydrolyse, wenn

• Peptidbindung in trans-Konformation

• kein Prolin oder Hydroxyprolin in P1‘ -Position

• keine D-Aminosäure in P1- oder  P1‘ -Position

• freier, protonierter N-Terminus

 

ng 2: Zusammenfassung wichtiger molekularer und enzymatischer Eigen-
schaften der DP IV 

  Biologische Bedeutung der Dipeptidylpeptidase IV 

 IV ist sowohl als proteolytisches Enzym als auch als Bindungspartner in vielfältige 

sche Prozesse involviert.  

iche Peptidhormone, Neuropeptide und Zytokine besitzen prolinreiche Regionen oder 

rolylrest an einer für die Regulation der biologischen Aktivität dieser Polypeptide ent-

enden Position. Diese Prolylreste schützen einerseits vor unspezifischem proteolyti-

 Abbau und eröffnen andererseits die Möglichkeit, durch limitierte Proteolyse die bio-

e Wirkung zu determinieren.  

eptid Y gehört zu den am intensivsten untersuchten biologisch aktiven Substraten der 

 Für Neuropeptid Y wurden bisher fünf verschiedene Rezeptortypen beschrieben, die 

erschiedliche Prozesse involviert sind (Gehlert, 1998). Die Abspaltung des N-

len Dipeptides Tyr-Pro generiert aus einem Y1-Rezeptor-Agonisten eine Verbindung, 
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die bevorzugt an den Y2-Rezeptor bindet (Blomqvist and Herzog, 1997). Für viele Peptid-

hormone (GLP-1, GIP, GRF) (Siegel et al., 1999a; Yip and Wolfe, 2000; Frohman et al., 

1989), Chemokine (RANTES, MDC, SDF) (DeMeester et al., 1999) und Neuropeptide (Ente-

rostatin, Substanz P, PP, PYY) (Bouras et al., 1995; Ahmad et al., 1992; Mentlein et al., 

1993; Heymann and Mentlein, 1978) mit Prolin oder Alanin an aminoterminal vorletzter Posi-

tion, ist ein intakter N-Terminus essentielle Voraussetzung für die Bindung an spezifische 

Rezeptortypen und die damit verbundene Auslösung spezifischer Signalkaskaden.  

Eine weitere wichtige Funktion der DP IV ist ihre Beteiligung am Katabolismus prolinhaltiger 

Oligo- und Polypeptide (Tiruppathi et al., 1990). Dazu trägt die hohe Konzentration des En-

zyms in der Bürstensaummembran von Niere und Dünndarm bei. Die Hydrolyseprodukte 

werden spezifisch über protonenabhängige Peptidtransporter resorbiert (Doring et al., 1998; 

Brandsch et al., 1995). 

Unabhängig von ihrer proteolytischen Aktivität wurde bereits vor einigen Jahren eine Beteili-

gung der DP IV an Interaktionen mit der extrazellulären Matrix beschrieben. Für Kollagen 

und Fibronektin konnten zwei separate Bindungsstellen an der DP IV nachgewiesen werden. 

Kollagen bindet in einer cysteinreichen Region zwischen den Aminosäureresten 238 und 

495, während Fibronektin im Bereich der Aminosäurereste 469 bis 479 bindet (DeMeester et 

al., 1999). Es wird vermutet, daß die DP IV eine Rolle in der Tumorgenese spielt. So konnte 

gezeigt werden, daß auf endothelialen Lungenzellen von Ratten exprimierte DP IV als Adhä-

sionsmolekül für Brustkrebszellen dient und dadurch die Besiedlung der Lunge durch diese 

Zellen ermöglicht. Dieser Prozeß wird vorrangig durch Fibronektin vermittelt, das - assoziiert 

mit der Oberfläche von Tumorzellen - als Hauptligand der DP IV fungiert (Cheng et al., 

1998). 1993 gelang Kameoka der Nachweis, daß lymphozytäre DP IV auf der Zelloberfläche 

mit Adenosindeaminase (EC 3.5.4.4; ADA) assoziiert und damit identisch mit dem bis dahin 

beschriebenen ADA-Bindeprotein ist. Die enzymatische Aktivität beider Proteine bleibt von 

dieser Bindung unbeeinflußt (DeMeester et al., 1999). Die Bindungsdomäne der ADA an die 

DP IV konnte inzwischen eingegrenzt werden. Abbott et al. konnten nachweisen, daß die 

Aminosäurereste Leucin294 und Valin341 der DP IV essentiell für die ADA-Bindung sind und 

daß gegen verschiedene Epitope gerichtete monoklonale Antikörper die ADA-Bindung ver-

hindern (Abbott et al., 1999). ADA katalysiert die irreversible Deaminierung des Adenosins 

und 2‘Desoxyadenosins zu Inosin bzw. 2‘Desoxyinosin. Adenosin hemmt die T-Zell-

Proliferation, während ADA die T-Zell-Proliferation durch die Senkung der lokalen Adenosin-

konzentration verstärkt. Erblich bedingtes Fehlen von ADA-Aktivität verursacht schwere Stö-

rungen der zellulären und humoralen Immunantwort.  

Im Immunsystem wird der DP IV ebenfalls große Bedeutung zugesprochen, obwohl ihre 

Funktion noch nicht vollständig aufgeklärt werden konnte. Die Expression von DP IV/CD26 

auf T-Zellen wird von deren Differenzierungs- und Aktivierungsstatus reguliert. Auf ruhenden 
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B- und NK-Zellen kann keine DP IV/CD26 nachgewiesen werden, aber ihre Expression ist 

durch Stimulierung der Zellen induzierbar. Eine kleine Subpopulation von T-Zellen exprimiert 

DP IV/CD26 in hoher Konzentration auf ihrer Oberfläche. Diese sogenannten CD26bright-T-

Zellen sind für den größten Teil der Interleukin-2 Produktion verantwortlich. Sie sind sowohl 

für die Immunantwort auf bekannte Antigene und allogene Zellen als auch für die zytotoxi-

sche T-lymphozytäre Aktivität gegen Alloantigene notwendig. Bei Autoimmunerkrankungen 

kann eine hohe Zahl an DP IV/CD26+ Zellen am Entzündungsort gefunden werden. Auch 

wenn einige der durch CD26bright-T-Zellen vermittelten Effekte nicht direkt mit der Expression 

der DP IV/CD26 zusammenhängen sollten, ist dennoch anzunehmen, daß einige Immun-

funktionen indirekt über DP IV/CD26 beeinflußt werden können (DeMeester et al., 1999).  

Für die Aktivierung der T-Zellen sind letztlich zwei Signale notwendig: zunächst muß der 

T-Zell-Rezeptor-Komplex durch spezifische Peptidantigene oder monoklonale Antikörper 

stimuliert werden. Das zweite Signal kann durch verschiedene kostimulatorische Oberflä-

chenmoleküle ausgelöst werden, so beispielsweise durch Zytokinrezeptoren, Zell-Zell-

Kontakte oder auch Zell-Matrix-Kontakte. Die kostimulatorischen Eigenschaften der 

DP IV/CD26 wurden intensiv in vitro untersucht. Es konnte gezeigt werden, daß DP IV/CD26 

direkt mit CD45, einer Protein-Tyrosin-Phosphatase interagiert (Torimoto et al., 1991). Wel-

che Regionen dieser beiden transmembranen Proteine in die Interaktion einbezogen sind, 

konnte bisher noch nicht aufgeklärt werden. Mit Hilfe synthetischer Inhibitoren der DP IV 

konnte in Zellkulturen gezeigt werden, daß der enzymatischen Aktivität der DP IV bei diesen 

Regulationsprozessen eine wichtige Rolle zukommt (Tanaka et al., 1993b). Die Hemmung 

der DP IV-Aktivität führte zu einer Hemmung verschiedener Funktionen der T-Zellen. In die-

sem Zusammenhang wird das Prozessieren immunologisch aktiver Peptide durch die DP IV 

diskutiert (Ansorge et al., 1995). Andererseits konnte auch gezeigt werden, daß die enzyma-

tische Aktivität des Proteins für bestimmte regulatorische Funktionen bei der Aktivierung und 

Proliferation von Zellen nicht erforderlich ist (Hegen et al., 1993). 

Im Zusammenhang mit dem Infektionsmechanismus des HIV-1 wird eine Beteiligung von 

DP IV/CD26 beim Eintritt des Virus in seine Wirtszelle kontrovers diskutiert. Callebaut et al. 

postulierten, daß DP IV/CD26 als Kofaktor von CD4 an der Bindung des gp120 (virales Pro-

tein) und so an der viralen Infektion beteiligt ist (Callebaut et al., 1993). Andere Autoren 

konnten dieses Ergebnis jedoch nicht bestätigen (Broder et al., 1994; Lazaro et al., 1994; 

Morimoto et al., 1994). Wahrscheinlicher ist eine indirekte Beteiligung von DP IV/CD26 durch 

eine Interaktion mit dem HIV-Tat-(Transaktivator)-Protein (Gutheil et al., 1994; Viscidi et al., 

1989; Hoffmann et al., 1995) bzw. durch die proteolytische Modifizierung der Chemokine 

RANTES und SDF1-α. RANTES3-68, das durch DP IV-katalysierte Hydrolyse entsteht, ist ein 

potenterer Inhibitor der HIV-1-Infektion als das intakte RANTES. Dieser Effekt wird auf eine 

veränderte Rezeptorspezifität des RANTES3-68 zurückgeführt. RANTES3-68 bindet hochaffin 
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an den CCR5-Rezeptor. Dieser Rezeptortyp wird ebenfalls vom Virus als Korezeptor für den 

Eintritt in die Wirtszelle genutzt. RANTES3-68 konkurriert mit dem HIV-1 um die Bindung am 

CCR5-Rezeptor und hemmt somit den viralen Infektionsmechanismus (DeMeester et al., 

1999; Ohtsuki et al., 2000).  

 

 

1.3.2 Prolyloligopeptidase  

1.3.2.1 Vorkommen 

 

Prolyloligopeptidase (POP, EC 3.4.21.26) ist wie DP IV in der Lage, bevorzugt die Hydrolyse 

von Peptidbindungen auf der Carboxylseite von Prolin und - mit geringerer Effizienz - von 

Alanin zu katalysieren. Im Gegensatz zu DP IV ist POP eine Endopeptidase, die die Hydroly-

se prolylhaltiger Peptidbindungen innerhalb der Peptidsequenz katalysiert. 1971 beschrieben 

Walter et al. erstmalig die Hydrolyse der Prolylleucylbindung des Oxytocin durch ein aus Ute-

rushomogenaten partiell gereinigtes Enzym (Walter et al., 1971). 1976 gelang Koida und 

Walter die Reinigung des Enzym aus Nierenhomogenaten, das die Hydrolyse der Pro-Arg-

Bindung in Vasopressin katalysierte und bezeichneten es als „Post-prolin-cleaving enzyme“ 

(Koida and Walter, 1976). 1980 schlugen Barrett und McDonald für das Enzym den Namen 

„Prolylendopeptidase“ vor. 1992 erfolgte aufgrund der IUB-Nomenklatur die Umbenennung in 

„Prolyloligopeptidase“.  

Die POP ist ein zytosolisches, ubiquitär verbreitetes Enzym. So konnte POP in Mikroorga-

nismen, Pilzen, Insekten, Pflanzen und einer Vielzahl von Vertebraten nachgewiesen wer-

den. In Säugetieren wurden besonders hohe POP-Aktivitäten im Hirn und in der Niere detek-

tiert. Die Reinigung des humanen Enzyms erfolgte bislang aus Hirn, Lunge, Serum, Muskel 

und Plazenta (Barrett et al., 1998). Kürzlich wurde über eine Prolyloligopeptidase aus dem 

pazifischen Hering Clupea pallasi berichtet (Yoshida et al., 1999), die auf den Sper-

mienschwänzen des Herings lokalisiert ist und durch die Interaktion mit Herring sperm-

activation protein (HSAP) an der Regulation der Motilität der Spermien beteiligt ist. 

 

1.3.2.2 Molekulare und katalytische Eigenschaften  

 

Prolyloligopeptidase ist ein monomeres Enzym, dessen Polypeptidkette in Abhängigkeit von 

der Spezies ein Molekulargewicht zwischen 62 000 und 77 000 Da hat. Der isolelektrische 

Punkt (pI) des Proteins liegt zwischen 4,5 und 4,9. Die POP aus Flavobacterium meningo-
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septicum bildet eine Ausnahme mit einem pI von 9,0. Aufgrund der Hemmbarkeit mit DFP 

wurde POP als Serinprotease klassifiziert und in die Prolyloligopeptidase Familie (S9) einge-

ordnet.  

In den letzten Jahren wurde die cDNA der POP aus einer Vielzahl von Organismen und Ge-

weben kloniert. So sind in der Datenbank des National Institutes of Health (USA, 

http://www.nhi.org) die Proteinsequenzen für humane POP aus verschiedenen Quellen (T-

Zellen, Hirn) verfügbar. Des weiteren konnten die Aminosäuresequenzen für die Enzyme aus 

Schweinehirn (Rennex, 1992), Rinderhirn (Yoshimoto, 1997), Maus (Ishino, 1998), Aeromo-

nas hydrophila (Kanatami, 1993), Flavobacterium meningosepticum (Diefenthal, 1993), Ae-

romonas punctata (Li, 1999) sowie aus Dictyostelium (Williams, 1999) und Sphingomonas 

capsulata (Kabashima, 1998) aufgeklärt werden. Zwischen den Prolyloligopeptidasen aus 

Säugetieren konnten hohe Sequenzhomologien nachgewiesen werden (Schwein - Mensch: 

>97% (Fülöp et al., 1998), Rind - Mensch: 95% und Rind - Schwein: 94% (Yoshimoto et al., 

1997), Maus - andere Säuger: ca. 96% (Ishino et al., 1998)). Zwischen pro- und eukaryoti-

scher POP beträgt die Homologie ca. 30 bis 40%. 

1998 gelang Fülöp et al. die Kristallisation der POP aus Schweinemuskel und die Lösung der 

POP-Struktur (Fülöp et al., 1998). Das Enzym ist aus zwei Domänen aufgebaut, einer C-

terminalen katalytischen und einer N-terminalen, sogenannten „Propeller-Domäne“. Die kata-

lytische Triade (Ser554, His680 und Asp641) wurde in einem zentralen Tunnel eines ungewöhn-

lichen β-Propellers lokalisiert. Die katalytische Domäne des Enzyms umfaßt die Bereiche der 

Aminosäurereste 1 bis 72 und 428 bis 710. Der N-Terminus besteht aus zwei kurzen antipa-

rallelen β-Strängen und zwei langen Helices, die mit der größeren C-terminalen Region über 

Wasserstoffbrückenbindungen, Salzbrücken und durch vielfache hydrophobe Wechselwir-

kungen verbunden sind. Wie bereits von Polgar (Polgar, 1992) vorausgesagt, weist dieser 

Bereich ein charakteristisches α/β-Hydrolase-Faltungsmotiv auf. Die nicht-katalytische, oder 

auch β-Propellerdomäne, wird durch die Aminosäurereste 73 bis 427 gebildet. Die Propeller-

region wird an der katalytischen Domäne durch hydrophobe Wechselwirkungen, Salzbrücken 

und Wasserstoffbrückenbindungen zweier Polypeptidketten fixiert. Die S1-Bindungstasche 

gewährleistet eine hydrophobe Umgebung und eine optimale Paßform für den Prolylrest des 

Substrates. Die Oxyanion-Bindungsstelle ist eine essentielle Voraussetzung für den Kataly-

semechanismus von Serinproteasen. Das negativ geladene Oxyanion wird vom Carbonyl-

sauerstoff der zu hydrolysierenden Bindung gebildet und durch zwei Wasserstoffbrücken 

stabilisiert. In Übereinstimmung mit der Familie der α/β-Hydrolasen wird das Oxyanion einer-

seits durch die Aminogruppe des dem katalytischen Serin benachbarten Asn555 und – im 

Unterschied zu α/β-Hydrolasen – andererseits durch die Hydroxylgruppe des Tyr473 stabili-

siert. Die Relevanz dieses Tyrosylrestes für den Mechanismus der enzymkatalysierten Reak-
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tion konnte inzwischen durch gerichtete Mutagenese von Szeltner bestätigt werden (Szeltner 

et al., 2000). Ausgehend von der Struktur der POP vermuteten Fülöp et al., daß die Propel-

lerregion für den Substrateintritt verantwortlich ist und durch die Öffnung des Propellers die 

akzeptierte Substratgröße determiniert wird.  

POP kann durch Thiolreagenzien gehemmt werden. Dafür scheint Cys255 verantwortlich zu 

sein, das sich in der Nähe des aktiven Zentrums befindet. Mittels gezielter Punktmutagenese 

wurde Cys255 durch Threonin, Alanin und Serin substituiert. Die Cys255→Thr-Mutante war 

insensitiv gegen N-Ethylmaleimide. Diese Mutation beeinflußte ebenfalls das pH-Profil der 

POP. Höhere Km- bzw. Ki-Werte lassen auf eine schlechtere Bindung der Substrate und Inhi-

bitoren an die Cys255→Thr-Mutante schließen (Szeltner et al., 2000). 

Untersuchungen zum Katalysemechanismus der POP zeigten, daß Tripeptide die minimale 

Substratstruktur darstellen (Bordusa and Jakubke, 1998). Aus einer Verlängerung der Pep-

tidkette über die P4-Position hinaus resultierte keine weitere Steigerung der enzymatischen 

Aktivität. Daraus wurde abgeleitet, daß die Substratbindungsstelle der POP aus drei Amino-

säurebindungsregionen besteht (S3 bis S1). Darüber hinaus wurden für die S‘-Bindungsseite 

zwei weitere Bereiche vorhergesagt, die an der Substratbindung beteiligt sind. Die Amino-

säurereste, die diese Substratbindungsstellen bilden, konnten in der von Fülöp vorgeschla-

genen Enzymstruktur identifiziert werden. Studien von Moriyama et al. sowie Taylor & Dixon 

zeigten, daß POP Peptide bis zu einer Kettenlänge von 30 Aminosäuren spaltet (Moriyama 

et al., 1988; Taylor and Dixon, 1980). Eigene Untersuchungen mit einem Polypeptid der 

Struktur (GPG)n weisen ebenfalls darauf hin, daß POP nur Peptide mit einem Molekularge-

wicht bis zu 3500 Da als Substrate akzeptiert (F. Rosche, persönliche Mitteilung). Inwieweit 

diese limitierte Substratgröße davon abhängig ist, daß das Substrat durch die Öffnung der 

Propellerdomäne zum aktiven Zentrum gelangen muß oder ob es einen anderen Mechanis-

mus des Substrateintritts in das aktive Zentrum gibt (beispielsweise einen „Klappmechanis-

mus“ zwischen katalytischer und Propellerdomäne), konnte bisher noch nicht geklärt werden. 
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1.3.2.3  Biologische Bedeutung 

 

Viele Neuropeptide wie z.B. NP Y, Substanz P, TRH, Oxytocin und Vasopressin haben an 

Schlüsselstellen ihrer Sequenz einen Prolylrest (Yaron and Naider, 1993; Vanhoof et al., 

1995). Der Nachweis der in vitro Spaltung dieser Peptide durch zytosolische Prolyloligopep-

tidasen (Brzezinska-Slebodzinska and Adamczyk, 1979; Tate, 1981) und die Assoziation der 

POP mit synaptosomalen Membranenen implizieren eine physiologische Rolle des Enzyms 

im Metabolismus der Neuropeptide. Neue Untersuchungen bestätigen diese These für Angi-

otensin und Bradykinin (Ferrario and Iyer, 1998; Dendorfer et al., 1997). 

Nachgewiesen werden konnte eine Beteiligung der POP an Lern- und Gedächtnisprozessen. 

Intraperitoneale Gaben spezifischer POP-Inhibitoren verhindern bei trainierten Ratten eine 

durch Scopolamin induzierte Amnesie (Yoshimoto et al., 1987). Die Korrelation zwischen 

antiamnesischem Effekt und den Inhibierungskonstanten der POP wird auf die Hemmung 

der POP-katalysierten Hydrolyse der Neuropeptide Arginin-Vasopressin, Substanz P und 

TRH zurückgeführt. Diese Neuropeptide wirken positiv auf die Steigerung von Lern- und Ge-

dächtnisleistungen (Huston et al., 1993; Hasenohrl et al., 1990; Uvnas-Moberg et al., 2000; 

Shinoda et al., 1999). Die Inhibierung der POP stellt somit eine Möglichkeit einer begleiten-

den Therapie bei Amnesien dar, wie sie z.B. bei der Alzheimer’schen Krankheit vorkommen. 

Kontrovers wurde über eine Beteiligung der POP an der Entstehung des Plaque-bildenden 

βA4-Peptides aus dem Amyloid precursor protein (APP) diskutiert. Ein Charakteristikum der 

Alzheimer’schen Krankheit sind Plaques im Hirn der Patienten. Die Hauptkomponente dieser 

Plaques ist das βA4-Peptid. Das Peptid ist das gemeinsame Produkt der Aktivität der β- und 

γ-Sekretasen. Während die β-Sekretase für die Generierung des N-Terminus des βA4-

Peptides verantwortlich ist, wird durch die Aktivität der γ-Sekretase der C-Terminus gebildet. 

Dabei entstehen in unterschiedlichen Mengen βA41-40 (Spaltung nach Va-

lin),  βA41-42 (Spaltung nach Alanin) sowie βA41-43 (Spaltung nach Threonin). Eine Hemmung 

beider Sekretasen gilt als vielversprechender Ansatz in der Behandlung der Alzheimer’schen 

Krankheit. Beide Enzyme konnten bisher noch nicht identifiziert werden. Aufgrund der Spezi-

fität der γ-Sekretase und des hohen Anteils, den das βA41-42-Peptid an den Plaques hat, 

wurde spekuliert, daß POP ein potentieller Kandidat für die γ-Sekretase ist. Diese These 

wurde durch Untersuchungen mit JPT-4819 gestützt. JPT-4819 ist ein spezifischer und po-

tenter Inhibitor der POP. Der Einsatz von JPT-4819 in Neuroblastoma-Zell-Linien führte zu 

einer Reduktion der βA4-Sekretion (Toide et al., 1997; Shinoda et al., 1997). Neuere Studien 

zeigten, daß die Hemmung der POP keinen Einfluß auf die Konzentration des βA4−Peptides 
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in einer mit dem 100 Aminosäurereste umfassenden C-terminalen Teil des APP transfizier-

ten Neuroblastoma-Zell-Linie hatte (Johnston et al., 1999).  

Untersuchungen in Dictyostelium discoideum befaßten sich mit der Aufklärung des therapeu-

tischen Effektes von Lithiumionen (Li+). Li+ werden häufig zur Behandlung von klinischen 

Depressionen eingesetzt. Veränderte POP-Aktivitäten sind mit unipolaren und bipolaren De-

pressionen assoziiert (Maes et al., 1994). Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Akti-

vität der POP und dem intrazellulären Inositol-(1,4,5)-Trisphosphat-(IP3)-Spiegel nachgewie-

sen werden, der darauf schließen läßt, daß die POP in die intrazelluläre Signaltransduktion 

via IP3 involviert ist (Williams et al., 1999). 

 

 

1.4.  Zielstellung der Arbeit 

 

Peptidhormone oder Neuropeptide können in ihrer biologischen Wirkung durch N-terminale 

Modifizierungen determiniert werden. Viele dieser biologisch aktiven Verbindungen haben an 

für die Regulation ihrer Wirkung essentiellen Positionen ein Prolin (vgl. 1.2). Somit sind pro-

linspezifische Proteasen Schlüsselstellen dieser Modulationen. Für die Peptidhormone GRF, 

GLP-1 und GIP konnte bereits in vitro und in vivo nachgewiesen werden, daß ihre biologi-

sche Aktivität durch DP IV-katalysierte Hydrolyse determiniert wird. Ein Sequenzvergleich 

der Mitglieder der GRF-Superfamilie zeigt hohe N-terminale Homologien auf. Daher sollte in 

Anbetracht der an GRF-Analoga nachgewiesenen erweiterten Substratspezifität geprüft wer-

den, ob auch solche Peptide der GRF-Familie Substrate der DP IV sind, die kein Prolin oder 

Alanin in P1-Position aufweisen. Erste Charakterisierungen der Substrateigenschaften sollten 

mit Hilfe von aus Schweineniere gereinigter DP IV erfolgen. Um die Bedeutung der Ergeb-

nisse auch auf den humanen Organismus übertragen zu können, wurde in vergeichenden 

Untersuchungen humanes Serum benutzt.  

Die Mitglieder der GRF-Familie GIP und Glukagon sind wichtige Regulatoren des Blutzu-

ckerspiegels. Daher ist unter pathologischen Bedingungen (Hyper- bzw. Hypoglykämie) eine 

Verlängerung der biologischen Wirkung beider Hormone von Interesse. Ob N-terminale Mo-

difizierungen zu Resistenz gegen DP IV-katalysierte Hydrolyse bzw. zu geringeren Hydroly-

segeschwindigkeiten führen, sollte ebenfalls zunächst mit gereinigter DP IVSchwein und daran 

anschließend mit humanem Serum analysiert werden. In Kooperation mit dem Arbeitskreis 

von R. Pederson (University of British Columbia, Vancouver, Canada) sollten ausgewählte 

GIP- und Glukagon-Analoga im Tiermodell auf ihre blutzuckermodifizierenden Eigenschaften 

getestet werden. 
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POP und DP IV gehören zur gleichen Proteasefamilie (S9). Sie weisen Ähnlichkeiten in ih-

rem enzymatischen Eigenschaften auf. Daher sollte untersucht werden, ob POP ebenfalls 

weitere Aminosäuren außer Prolin und Alanin in P1-Position akzeptiert. 

Hohe POP-Aktivität konnte im Hirn nachgewiesen werden. Dies legt den Schluß nahe, daß 

POP in das proteolytische Prozessieren von Neuropeptiden involviert ist. Anhand von zwei 

Modellpeptiden - CLIP und einer βA4-Peptidteilsequenz - sollte geprüft werden, ob diese 

Neuropeptide Substrate der POP sind. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von DP IV und POP bei der Vermittlung von Signalen 

zwischen Hormon-, Nerven- und Immunsystem zu untersuchen und zu prüfen, ob sie thera-

peutische Angriffspunkte für verschiedene Krankheitsbilder darstellen. 

 



Material und Methoden 

26 

2  MATERIAL UND METHODEN 

2.1  Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Großgeräte 

 

Großgeräte 

LD-TOF-System 2025A Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland 

Oszilloskop LeCroy 9350  

Sample Prep Accessory HP G2024A Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland 

BIAcore 3000 Biacore AB, Uppsala, Schweden 

Spektralphotometer Uvikon 950 Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland 

Plattenphotometer HTS 7000 Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland 

Kapillarelektrophorese MDQ Beckmann, München, Deutschland 

Spektralphotometer Lambda 20 Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland 

präparative HPLC  Merck, Darmstadt, Deutschland 

BioCAD 700E Perseptive Biosystems, Wiesbaden, Deutschland

Elektrophorese Phast System   Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

 

Chemikalien 

Multi-Mark-Elektrophorese Marker Novex, Frankfurt/M., Deutschland 

Sepharose 6B Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

DEAE Spehadex A50 Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

POROS HQ 20 Perseptive Biosystems, Wiesbaden, Deutschland 

Mono S HR 5/5 Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

Fraktogel CM (M) Merck, Darmstadt, Deutschland 

PD 10 - Entsalzungssäule Pharmacia, Freiburg, Deutschland 

Bradford Reagenz Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

PACAP-27, PACAP-38 Bachem, Heidelberg, Deutschland 

GRF Bachem, Heidelberg, Deutschland 

GRP Bachem, Heidelberg, Deutschland 

VIP Bachem, Heidelberg, Deutschland 

Exendin Bachem, Heidelberg, Deutschland 

Somatostatin-14, Somatostatin-28 Bachem, Heidelberg, Deutschland 

CCK21 Bachem, Heidelberg, Deutschland 

PHM Bachem, Heidelberg, Deutschland 
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Secretin Bachem, Heidelberg, Deutschland 

Glukagon und Analoga Dr. S. Manhart, probiodrug 

GIP und Analoga und Fragmente Dr. S. Manhart, probiodrug 

Hymenistatin-1, Fragmente und Analoga H.-H. Ludwig, probiodrug 

Isoleucyl-Thiazolidin Dr. S. Kruber, probiodrug 

Leptin Bachem, Heidelberg, Deutschland 

NP Y Bachem, Heidelberg, Deutschland 

PP Y Bachem, Heidelberg, Deutschland 

P YY Bachem, Heidelberg, Deutschland 

Substanz P Bachem, Heidelberg, Deutschland 

GP-4NA Dr. S. Manhart, probiodrug 

GPP-4NA Dr. S. Manhart, probiodrug 

  

  

 

2.2  Methoden 

2.2.1   Reinigung der Dipeptidylpeptidase IV aus Schweineniere  

 

Schlachtfrische Schweinenieren aus dem Schlachthaus Köthen wurden in Nierenrinde und 

Nierenmark separiert. Das Nierenmark wurde verworfen und die Nierenrinde portioniert bei 

-20°C bis zur Verwendung gelagert.  

 

Gewebeaufschluß 

Für eine Enzympräparation wurden 750 g Nierenrinde aufgetaut und mit 2,5 l eiskalter phy-

siologischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl) gewaschen, um das Gewebe möglichst blutfrei zu 

spülen. Das so erhaltene Ausgangsmaterial wurde in 0,75 l Saccharoselösung (0,02 M, 0,2% 

Triton X100) mittels einer Küchenmaschine grob homogenisiert und im Anschluß noch ein-

mal mit einem Ultra-Turrax (Typ T25/10 Janke und Kunkel KG, Deutschland) fein aufge-

schlossen. Das Gewebehomogenat wurde über Nacht bei 30°C gerührt und einer Autolyse 

unterzogen. Daran schloß sich eine Zentrifugation des Lysates bei 10 000*g für 25 min an.  
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Ammoniumsulfatfällung 

Der Überstand der ersten Zentrifugation wurde bei Raumtemperatur portionsweise mit fein-

kristallinem Ammoniumsulfat bis zu einer Sättigung von 60% (w/v) versetzt und 30 min ge-

rührt. Dem Überstand der nachfolgenden Zentrifugation (10 000*g, 30 min) wurde bei 4°C bis 

zu einer Sättigung von 85% (w/v) Ammoniumsulfat zugegeben. Diese Suspension wurde 

über Nacht bei 4°C gerührt und danach ein drittes Mal bei 10 000*g für 30 min zentrifugiert. 

Das Sediment wurde in 70 ml Na-Phosphatpuffer (20 mM, pH 6,0 – nachfolgend stets als 

Puffer A bezeichnet) aufgenommen und dreimal gegen 2 l dieses Puffers über Nacht dialy-

siert.  

 

Gelfiltrationschromatographie 

Die so erhaltene Proteinlösung wurde an einem Rotationsverdampfer auf ein Volumen von 

12 ml eingeengt und auf eine mit Puffer A equilibrierte Gelfiltrationssäule (Sepharose 6B, 

Pharmacia, 2,6*100 cm) mit einem Fluß von 0,15 ml/min aufgetragen und mit Puffer A bei 

einem Fluß von 0,25 ml/min nachgewaschen. Die DP IV-Aktivität enthaltenden Fraktionen 

eluierten nach ca. 36 h. Sie wurden auf ihre Aktivität getestet und gepoolt. 

 

Kationenaustauschchromatographie 

Um noch enthaltene Bestandteile an Hämoglobin und andere Farbpigmente zu entfernen, 

schloß sich eine Trennung an einer Fraktogel-CM(M) Matrix an (Merck). Die Säule (1,5*30 

cm, BioRad) wurde mit Puffer A equilibriert. Die vereinigten Fraktionen wurden mit einem 

Fluß von 0,3 ml/min aufgetragen. Unter den gewählten Bedingungen bindet die DP IV nicht 

an die Austauschermatrix, sondern wird im Durchfluß detektiert.  

 

Anionenaustauschchromatographie 

Für die Anionenaustauschchromatographie wurde eine DEAE A50-Säule (1,5*30 cm, Bio-

Rad) genutzt. Als Puffer wurde Puffer A eingesetzt. Die Proteinlösung wurde mit einer Fluß-

geschwindigkeit von 0,3 ml/min aufgetragen. Unter diesen Bedingungen erfolgt eine Bindung 

der DP IV an die Matrix. Nach dem Waschen der Säule mit 3 Säulenvolumina Puffer A konn-

te die DP IV durch einen linearen Salzgradienten in Puffer A (0 bis 0.3 M NaCl, 6 Säulenvo-

lumina) bei 100 mM NaCl eluiert werden.  
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Feinreinigung mittels POROS HQ 

Der letzte chromatographische Reinigungsschritt war eine Rechromatographie an einer 

POROS HQ 20-Säule. Dieses Material basiert auf einer Styropormatrix und erlaubt, da die 

Proteine die einzelnen Matrixmoleküle perfundieren können, eine Trennung bei sehr hohen 

Flußraten mit hervorragenden Ausbeuten. Die Trennung wurde an einer BioCAD-Station 

(Perseptive Biosystems) durchgeführt. POROS HQ ist ein starkes Anionenaustauschermate-

rial. Die Säule (4,6*100 mm) wurde mit 8 Säulenvolumina 20 mM Bis-Tris Propan pH 8,5 

(Puffer B) equilibriert (Flußrate: 10 ml/min) und im Anschluß die Probe aufgetragen. Es 

schlossen sich ein Waschschritt (Puffer B, 4 Säulenvolumina) sowie die Elution des Proteins 

durch einen linearen Salzgradienten (15 Säulenvolumina, 0 bis 300 mM NaCl in Puffer B) an. 

Die erhaltenen Fraktionen wurden dem Aktivitätstest unterzogen, gepoolt und über eine 

PD 10 Säule entsalzt. Die so erhaltene Enzymcharge hatte eine spezifische Aktivität von 

60 U/mg und wurde bei 4°C bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt. 

 

 

2.2.2  Reinigung rekombinanter Prolyloligopeptidase aus Flavobacterium me-
ningosepticum exprimiert in E. coli 

 
Die Expression des rekombinanten Proteins erfolgte in der Firma Weizheimer Malz (Ander-

nach, BRD). Der gewonnene Periplasmaextrakt wurde im Rahmen einer Kooperationsver-

einbarung zur Verfügung gestellt.  

Die Reinigung erfolgte an einer MONO S HR 5/5 Säule (Pharmacia). Als chromatographi-

sches System wurde eine päparative HPLC genutzt. Die Flußrate betrug während der ge-

samten Prozedur 1 ml/min. Die Eqilibrierung der Säule erfolgte über 3 Säulenvolumina mit 

Puffer C (50 mM MES, pH 6,5). Nach dem Auftragen des Periplasmaextraktes wurden unge-

bundene Proteine mit 4 Säulenvolumina Puffer C heruntergewaschen, bevor die Elution der 

rPOP durch einen linearen NaCl-Gradienten (0 bis 400 mM NaCl in Puffer C) über 50 ml er-

folgte. Die Fraktionen wurden auf POP-Aktivität getestet und bis zur Verwendung bei -80°C 

gelagert.  

 

 

2.2.3  Proteinbestimmung 

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Als Standard zur 

Erstellung der Eichkurve wurde Rinderserumalbumin verwendet. 
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2.2.4  Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 

Zur Reinheitskontrolle der gereinigten Enzymchargen wurde eine SDS-PAGE durchgeführt. 

Die Proteinauftrennung nach Molekulargewicht erfolgte modifiziert durch SDS-PAGE nach 

Laemmli (Laemmli, 1970). Die Proben wurden im Verhältnis 1:1 in 2x Probenpuffer aufge-

nommen, 2 min gekocht und vor dem Auftragen kurz zentrifugiert. Die Trennung der Proteine 

erfolgte für 30 min bei 20 mA/Gel und anschließend bei 40 mA/Gel. 

Zur Entwicklung der SDS-Gele kamen alternativ Coomassie- (David et al., 1993) bzw. Silber-

färbung (Blum et al., 1987) zur Anwendung. 

 

2.2.5  Aktivitätsbestimmungen 

Zur Bestimmung der Enzymaktivität während der Reinigungsprozedur und der kinetischen 

Parameter des Enzyms wurden spektralphotometrische Tests genutzt. Diese wurden an ei-

nem UV/VIS-Spektrophotometer (Lambda 20) als Dreifachbestimmungen durchgeführt. Als 

Standardsubstrat wurde GP-4NA für DP IV und GPP-4NA für POP verwendet. Aus der Ge-

schwindigkeit der Freisetzung des 4-NA bei λ = 390 nm kann unter Anwendung des Lambert-

Beer‘schen Gesetzes: 

 

die Enzymaktivität berechnet werden. Der Extinktionskoeffizient ε bei 390 nm beträgt 

11,5 mM-1*cm-1. Die Schichtdicke d der Küvette beträgt 1 cm. Die Ausgangskonzentration 

des Substrates c ist bekannt. 

 

Enzyme: 

DP IV (MW 220 000 Da):  

Das eingesetzte Enzym hatte eine spezifische Aktivität von 60 U/mg (unter Standardbedin-

gungen) und eine Proteinkonzentration von 0,8 mg/ml.  

 

POP aus Flavobacterium meningosepticum (MW 76 000 Da) 

Das eingesetzte Enzym hatte eine spezifische Aktivität von 45 U/mg (unter Standardbedin-

gungen) und eine Proteinkonzentration von 0,58 mg/ml.  

dcE ⋅⋅=∆ ε  
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Der Standardaktivitätstest setzte sich wie folgt zusammen: 

40 mM HEPES, pH 7,6 (I = 0,125) 

0.4 mM GP-4NA bzw. GPP-4NA 

Die Enzymverdünnung für die enzymkinetischen Untersuchungen wurde so gewählt, daß 

während der Reaktion 5% Substratumsatz nicht überschritten wurden. Der pH-Wert des Puf-

fers wurde mit KOH, die Ionenstärke mit KCl eingestellt. Das Puffer-Substrat-Gemisch wurde 

15 min bei 30°C temperiert. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe des Enzyms und wur-

de über eine Minute bei 30°C verfolgt. 

Die Substrate wurden freundlicherweise von der Abteilung Peptidsynthese der Firma probi-

odrug GmbH zur Verfügung gestellt bzw. von BACHEM bezogen. 

 

 

2.2.6   Bestimmung der kinetischen Konstanten 

2.2.6.1  Spektralphotometrische Tests 

Zur Ermittlung der kinetischen Parameter Km, Vmax bzw. kcat der enzymkatalysierten Substrat-

hydrolyse wurde die Substratkonzentration in einem Bereich von 1/8Km bis 4Km des erwarte-

ten Km-Wertes variiert. Die Enzymkonzentration war mindestens 4 Größenordnungen kleiner 

als die Substratkonzentration. Die ermittelten Initialgeschwindigkeiten wurden als Funktion 

der Zeit aufgetragen und mit Hilfe des Programms Grafit 4.03 (Erithacus Software Limited 

1989-1998) wurden die Konstanten bestimmt. 

 

 

2.2.6.2  Fluoreszenzspektrometrische Tests 

Die Bestimmung der kinetischen Parameter der POP erfolgte mittels Methylcoumarinderiva-

ten. Der Test beruht auf der Steigerung der Fluoreszenz durch die enzymkatalysierte Abspal-

tung von 7-Amido-4-Methylcoumarin vom Substrat (Barrett, 1980). Als Substrate wurden 

Z-GP-AMC, Z-GA-AMC, Z-GS-AMC und Z-GT-AMC genutzt. Die zum Teil schlechte Löslich-

keit der Verbindungen in Wasser machte es erforderlich, daß Z-GP-AMC in Acetonitril und 

die restlichen Verbindungen in DMSO gelöst wurden. Der Enzymtest wurde kontinuierlich bei 

15°C an einem Spektrofluorimeter mit temperierbarem 4-fach Küvettenwechsler (Typ SFM 

25, Kontron Instruments) durchgeführt. Die Datenverarbeitung erfolgte on-line mit der Soft-

ware „Flucol“, die freundlicherweise von Prof. Machleidt (LMU München) zur Verfügung ge-
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stellt wurde und mit deren Hilfe die Produktkonzentration und die Produktzunahme direkt 

abgelesen werden konnten. Zur Bestimmung der Konstanten kcat und Km wurde die Substrat-

konzentration im Testansatz von 0,2 bis 2 Km variiert. Da sich Z-GS-AMC und Z-GA-AMC 

besonders schlecht lösten, konnten hier nur Substratkonzentrationen bis 1,3 und 0,9 Km ein-

gesetzt werden. Die eingesetzte Enzymkonzentration lag mindestens fünf Größenordnungen 

unter der Substratkonzentration. Der verwendete Meßansatz setzte sich folgendermaßen 

zusammen: 

1976 µl Meßpuffer (50 mM HEPES, pH 7,5; 200 mM NaCl, 1 mM EDTA) 

20 µl 10 mM DTT 

2 µl Substratlösung 

2 µl Enzymlösung 

 

 

2.2.6.3  Kapillarzonenelektrophorese (CZE)  

Spektralphotometrische Tests zur Km-Wert-Bestimmung können nur für Verbindungen einge-

setzt werden, bei denen die Hydrolyse durch die eingesetzten Enzyme die Freisetzung eines 

chromophoren Restes bewirkt. Um die Km-Werte biologisch aktiver Peptide zu bestimmen, 

wurde die CZE genutzt. Die Kapillarelektrophorese vereint die Trennprinzipien der klassi-

schen Elektrophorese auf Platten mit den instrumentellen Methoden der Chromatographie 

bezüglich der direkten Detektion der getrennten Proben in der Kapillare. Daher ist eine einfa-

che Identifizierung und Quantifizierung der Probe möglich. Bei der Kapillarzonenelektropho-

rese beruht die Trennung auf den Mobilitätsdifferenzen der Proben, die zu Beginn des Expe-

rimentes als konkrete Zone im Gemisch am Anfang der Kapillare aufgegeben werden. Die 

Zonen wandern mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Trennsystem und können 

als voneinander getrennte Zonen durch den Detektor nachgewiesen werden (Engelhardt et 

al., 1994). 

Die Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Die optimale Enzymkonzentrati-

on wurde jeweils in Vorversuchen ausgetestet, da sich die Substrateigenschaften der einge-

setzten Peptide gegenüber DP IV zum Teil erheblich unterschieden. Folgende Standardbe-

dingungen wurden gewählt: 

Kapillare:  50 µM x 30 cm, effektive Länge 20 cm 

Laufpuffer:  0,1 M NaPhosphat pH 2,5 

Injektion:  Druck 0.5psi, 5s 

Detektion:  UV 200 nm 
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2.2.6.4  Bestimmung der Ki-Werte  

Um die Hemmkonstanten der getesteten Verbindungen zu bestimmen, wurde der bereits 

beschriebene spektrophotometrische Test benutzt (vgl. S. 30). Es wurden je fünf verschie-

dene Inhibitorkonzentrationen mit drei verschiedenen Substratkonzentrationen kombiniert. 

Die Enzymkonzentration wurde so gewählt, daß sie mindestens zwei Größenordnungen un-

ter der kleinsten Inhibitorkonzentration lag und der Substratumsatz 5% nicht überschritt. Die 

erhaltenen Initialgeschwindigkeiten wurden mittels nichtlinearer Regression nach einem 

kompetitiven Mechanismus ausgewertet. Zur Überprüfung der Richtigkeit des angenomme-

nen Hemmtyps wurde eine Sekundärauftragung der Anstiege der Geraden aus dem DIXON-

Plot gegen die reziproke Substratkonzentration durchgeführt. 

 

 

2.2.6.5  Qualitative Bestimmung der Hydrolyserate potentieller Substrate mittels 
MALDI-TOF Massenspektrometrie 

Schnelle Aussagen über Substrateigenschaften ausgewählter Peptide ermöglicht die  

MALDI-TOF Massenspektrometrie. Diese Methode ist dadurch charakterisiert, daß die Ana-

lytmoleküle und eine das Laserlicht stark absorbierende Matrix kokristallisiert werden. Ein 

Laserpuls löst und ionisiert die zu untersuchende Verbindung aus dem Matrix-

Biomolekülkomplex. Der Analyt bleibt dabei ohne Fragmentierungen erhalten und wird so 

beschleunigt, daß in einem Flugrohr durch die Bestimmung der Flugzeit die Masse ermittelt 

werden kann. Es wurde ein Ansatz aus Substrat und Enzym bei 37°C inkubiert. In definierten 

Zeitabständen wurden Proben entnommen. Durch Zugabe der Matrix wurde die Enzymreak-

tion gestoppt. Als Matrix wurde DHAP/DAHC (30 mg DHAP, 44 mg DAHC in 1 ml ACN/0,1% 

TFA im Verhältnis 1:1) genutzt. 5 µl des Inkubationsansatzes wurden mit 5 µl Matrixlösung 

gemischt. 1 µl dieser Mixtur wurde auf den Probenteller aufgetragen, kristallisiert und im 

Anschluß massenspektrometrisch analysiert. 

Der Standardinkubationsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

   40 µl Tris/HCl  (40 mM im Ansatz, pH 7,6) 

   40 µl Peptid  (25 µM im Ansatz) 

20 µl Enzym (entsprechend der gewünschten Volumenaktivität in H20 

verdünnt) 
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Die DP IVSchwein für die Bestimmung der Halbwertszeiten des DP IV-katalysierten Abbaus 

wurde so verdünnt, daß ihre Aktivität (U/ml) der GP-4NA hydrolysierenden Aktivität der hu-

manen Serums entsprach (40 mU/ml). Humanes Serum wurde von gesunden Spendern er-

halten. 

Zur Bestimmung der Halbwertszeiten der enzymkatalysierten Substrathydrolyse mittels  

MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde der gleiche Inkubationsansatz wie für die qualitati-

ve Analyse der Peptidhormone genutzt (s.o.). In definierten Zeitabständen wurden dem In-

kubationsansatz Proben entnommen. Bei den Untersuchungen mit humanem Serum wurden 

Zip-Tips der Firma Millipore verwendet, um störende Ionen, wie z.B. Na+, K+ oder Phosphat 

zu entfernen. Die Probennahme erfolgte nach dem Protokoll der Firma Millipore. Zur Be-

stimmung der Halbwertszeit wurde eine in der Abteilung Massenspektrometrie der Firma 

probiodrug GmbH etablierte Methode angewendet (Pauly et al., 1996). 

 

 

2.2.6.7  Biomolekulare Interaktionsanalyse  

Für Interaktionsstudien zwischen Enzym und Liganden (in diesem Falle Substrate und Inhibi-

toren) stand ein BIAcore 3000 der Firma Biacore AB (Uppsala, Schweden) zur Verfügung. 

Die biomolekulare Interaktionsanalyse (BIA) basiert auf einem Resonanzphänomen, das als 

„surface plasmon resonance“ (SPR) bezeichnet wird. In einem bestimmten Winkel einfallen-

de Photonen geben ihre Energie an Elektronen des Goldfilms auf dem Sensor-Chip ab und 

bewirken damit eine Auslöschung in einem bestimmten Winkel einfallenden Lichts, dem Re-

sonanzwinkel. Der Resonanzwinkel ist abhängig von der an der Oberfläche des Sensor-

Chips gebundenen Masse, und seine Auslenkung wird in Form von Resonanzeinheiten (re-

sonance units, RU) gemessen. Die Wechselwirkung von Ligand und Analyt führt zu einer 

Änderung der Massekonzentration auf der Chipoberfläche und demzufolge auch zu einer 

Änderung des Resonanzwinkels. Aufgezeichnet werden die RU als Funktion der Zeit. Diese 

Sensogramme veranschaulichen den zeitlichen Verlauf der Assoziations- und Dissoziati-

onsprozesse während des Experimentes. 

Die biomolekulare Interaktionsanalyse erlaubt eine direkte Verfolgung der Bindungskinetik 

zwischen Interaktionspartnern. Sie erfordert keine Markierung eines Reaktionspartners und 

gestattet eine Aufnahme der Reaktion in Echtzeit. Zur Bestimmung der Bindungskonstanten 

wird die Abhängigkeit der Änderung des Resonanzwinkels von der Konzentration des Analy-

ten untersucht. Das heißt, ähnlich wie bei enzymkinetischen Experimenten wird der Analyt in 

verschiedenen Konzentrationen ober- und unterhalb des erwarteten KD-Wertes über den an 

die Chipoberfläche gebundenen Liganden geleitet.  
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Bei einer 1:1-Bindung wird davon ausgegangen, daß an ein Molekül Ligand (L) ein Molekül 

Analyt (A) bindet. Vereinfacht stellt sich das Reaktionsschema folgendermaßen dar: 

LA    A    L →
 ← −

+
1

1

k

k
 

Nach dem Massenwirkungsgesetz läßt sich die Bindung durch die Assoziationskonstante KA 

oder deren Reziprokes, die Dissoziationskonstante KD beschreiben: 

[ ]
[ ] [ ] (1)  Gleichung                                                                                    

AL
LA

k
kK A ⋅

==
−1

1  

[ ] [ ]
[ ] (2).  Gleichung                                                                                    
LA

AL
k
kK D

⋅== −

1

1

 

Die Berechnung der Assoziationskonstante für Gleichung (1) nach dem Massen-

wirkungsgesetz erfordert die Kenntnis der Konzentrationen des freien (ungebundenen) Li-

ganden [L], des freien Analyten [A] und des Ligand-Analyt-Komplexes [LA] unter Gleichge-

wichtsbedingungen. Bekannt sind die jeweils im Experiment eingesetzten Gesamtkonzentra-

tionen [L0] und [A0]. Diese Konzentrationen setzen sich zusammen aus 

[ ] [ ] [ ] (3)  Gleichung                                                                               und       LALL +=0

 

[ ] [ ] [ ] (4) Gleichung                                                                                         LAAA +=0

. 

Durch Einsetzen von Gleichung (3) in Gleichung (2), Multiplikation und Umstellen nach [LA] 

ergibt sich 

[ ] [ ] [ ]
[ ] (5) Gleichung                                                                                           
AK

LA
LA

D +
⋅

= 0

. 

Nach dem oben skizzierten Reaktionsschema bindet ein Molekül Ligand ein Molekül Analyt. 

In diesem Fall kann [A]gebunden mit [LA] gleichgesetzt werden, so daß für die Bindung eines 

Analyten an den Liganden mit einer Bindungsstelle folgende Gleichung resultiert 

[ ] [ ] [ ]
[ ] (6)  Gleichung                                                                                 
AK

LA
A

D
gebunden +

⋅
= 0

. 

Viele Proteine bestehen aus mehreren, oftmals identischen Untereinheiten. Für DP IV konnte 

nachgewiesen werden, daß sich die beiden Untereinheiten des Enzyms kinetisch gleich ver-

halten, so daß die Zahl n Bindungsstellen der Zahl der Untereinheiten gleichzusetzen ist 
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(Küllertz, 1978). Werden die einzelnen Bindungsstellen besetzt, ohne sich gegenseitig zu 

beeinflussen, so gilt Gleichung (6) unabhängig davon, ob die Messungen an isolierten oder 

assoziierten Untereinheiten erfolgt. Der Ligand wird durch den Analyten stufenweise abge-

sättigt und Gleichung (6) ist für jede einzelne Bindungsstelle gültig. Durch Multiplikation von 

Gleichung (6) mit n (Zahl der Bindungsstellen) leitet sich Gleichung (7) ab (Bisswanger, 

1994). 

[ ] [ ] [ ]
[ ] (7)  Gleichung                                                                              
AK
ALn

A
D

gebunden +
⋅⋅

= 0 . 

Diese Gleichung entspricht der Michaelis-Menten-Gleichung der Enzymkinetik, was auf dem 

beiden Prozessen zugrunde liegenden Sättigungsverhalten beruht. In Analogie zur Enzymki-

netik gibt es für die Bindungskinetik Linearisierungsverfahren zur Bestimmung der Konstan-

ten. Es wurde der Scatchard-Plot angewendet. Der Quotient aus gebundenem Analyten und 

Gesamtmenge des Liganden [L0] wird als Sättigungsfunktion 

 

bezeichnet. Division von Gleichung (7) durch [L0] ergibt 

[ ]
[ ] (8) Gleichung                                                                                            

 

freiD

frei

AK
An

r
+

=

. 

Aus der Bildung des Reziproken von Gleichung (8) und Multiplikation mit r n/KD resultiert 

Gleichung (9) 

[ ] . (9) Gleichung                                                                                      
DDfrei K

nr
KA

r +⋅−= 1

 

Unter der Voraussetzung, daß jede individuelle Meßreihe mit ein und demselben Sensor-

Chip durchgeführt wurde, ist die Ligandenkonzentration [L0] konstant. Die Sättigungsfunktion 

kann um die Makromolekülkonzentration [L0] reduziert werden. Somit vereinfacht sich r zu 

[Agebunden]. Es wird der Quotient 
[ ]

[ ]frei

gebunden

A
A

 gegen die Konzentration des freien Analyten [Afrei] 

aufgetragen. Bei einer 1:1 Bindungskinetik ergibt sich eine Gerade, deren Anstieg  

DK
1-tan =α  

[ ]
[ ]0L

A
r gebunden  =
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entspricht. Besitzt der Ligand mehrere Bindungsorte unterschiedlicher Affinität für den Analy-

ten, so ist die graphische Auftragung nicht mehr linear und bei entsprechend großen Diffe-

renzen können die einzelnen Bindungskonstanten aus dem Diagramm ermittelt werden 

(Bisswanger, 1994). 

 

Aminkopplung der DP IV an den CM5-Chip 

Hierfür wurde DP IVSchwein gegen 10 mM Actetat-Puffer pH 4,0 dialysiert. Die eingesetzte 

Charge hatte eine spezifische Aktivität von 38,5 U/mg und eine Proteinkonzentration von 

0,58 mg/ml. CM5-Chips sind mit einer Dextranmatrix beladen. Die Kopplung der Liganden 

erfolgt über sekundäre Aminogruppen der Liganden mit den Carboxymethylgruppen (CM) 

der Matrix. Die Chipoberfläche wurde mit EDC/NHS für 12 min bei einer Flußrate von 

20 µl/min nach dem mitgelieferten Standardprotokoll der Firma BIAcore AB aktiviert. Die Im-

mobilisierung der DP IV erfolgte im manuellen Modus bei einer Flußrate von 5 µl/min, bis 

eine Erhöhung der Resonanzeinheiten (RU) um ca. 5500 RU erreicht war. Im Anschluß wur-

den überschüssige aktivierte funktionelle Gruppen durch Ethanolamin blockiert (Flußrate: 

20 µl/min, 10 min). 

 

NTA-Kopplung der rekombinanten POP mit His-tag 

Zur Immobilisierung an den NTA–Chip (Nitriltriacetylsäure - NTA) wurden rekombinante 

POPFlavo (Wildtyp) bzw. POPFlavo (Ala556-Mutante) in Elutionspuffer (HBS-P, BIAcore AB) ver-

dünnt. Die Beladung der Chipoberfläche mit Nickel sowie die Bindung des Enzyms erfolgten 

nach dem Standardprotokoll der Firma BIAcore. Eine stabile Bindung konnte nicht erzielt 

werden. Zu Beginn jedes neuen Versuchs wurde die gebundene Enzymmenge bestimmt und 

gegebenenfalls zusätzlich Protein immobilisiert. Über den Verlauf der einzelnen Bindungsex-

perimente hinweg konnte die Konzentration gebundenen Enzyms als konstant betrachtet 

werden. 

 

Bestimmung der Bindungskonstanten zwischen immobilisiertem Enzym und Liganden 

Zur Bestimmung der KD-Werte wurden Messungen mit Konzentrationsserien der entspre-

chenden Verbindung bei 25°C durchgeführt. Dabei wurde dem in der Software angebotenen 

Standardprotokoll gefolgt. Die Flußrate betrug 30 µl/min. Zur Analyse der Konzentrationsse-

rien wurde die von BIAcore AB entwickelte BIAevaluation Software Version 3.0 verwendet. 

Um zu prüfen, ob das angenommene Bindungsmodell zutrifft, wurden die erhaltenen Daten 

im Scatchard-Plot aufgetragen. 
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2.2.7 Bestimmung der Aktivität humaner rekombinanter POP in U343 Zellen nach 
Inkubation mit einem Inhibitor 

 

Zellaussaat 

Je nach geplanter Wachstumsdauer erfolgte die Aussaat von 2 bis 9*105 Zellen in 2 ml Me-

dium in Kulturschalen (Durchmesser 3 cm), so daß eine Endkonzentration von 1 bis 4*105 

Zellen/ml erreicht wurde. 

 

Inhibitorinkubation 

Die Zellen wurden einmalig mit auf 37°C temperiertem PBS gewaschen. Hymenistatin-1 

(HS-1) wurde in entsprechender Konzentration in OptiMEM, einem serumfreien Medium (Li-

fetech Corporation, USA), verdünnt. Da HS-1 in höheren Konzentrationen schlecht löslich ist, 

wurde eine Stammlösung in DMSO hergestellt. Die Zellen wurden vier Stunden bei 37°C und 

5% CO2 mit den entsprechenden HS-1-Konzentrationen inkubiert. 

 

Zellaufschluß 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit PBS (37°C) gewaschen. Es 

wurden 250 µl eiskalten POP-Meßpuffers (vgl.  S. 32) , der 1 mM DTT enthielt, auf jede Kul-

turschale gegeben. Die Zellen wurden 2 min bei –70°C eingefroren und danach 3 min aufge-

taut. Diese Prozedur wurde dreifach wiederholt. Nach dem letzten Auftauen wurden die Zel-

len abgeschabt und bei 15 500*g 1 min zentrifugiert. Bis zur Bestimmung der Enzymaktivität 

wurden die Zell-Lysate bei 4°C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (vgl. 

S. 29). 

 

Bestimmung der POP-Aktivität 

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte im fluorimetrischen Test. Als Substrat wurde 

 Z-GP-AMC genutzt. Es wurden die gleichen Bedingungen gewählt, wie für die Ermittlung der 

Substratspezifität der POP (vgl. S. 31). 
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3  ERGEBNISSE 

3.1  Biologisch aktive Peptide mit Substrateigenschaften 

3.1.1  GRF-Familie 

 

Das Wissen über Eigenschaften und Funktion von Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) erfährt in 

den letzten Jahren einen enormen Zuwachs. Nachdem zunächst vorrangig der Katalyseme-

chanismus des Enzyms im Mittelpunkt des Interesses stand, befassen sich gegenwärtige For-

schungen mit der Beteiligung der DP IV an regulativen Prozessen, wie der Koordination hor-

monell vermittelter Signale oder der Steuerung der Immunantwort. Aufgrund der Prolinspezifi-

tät des Enzyms und seiner Beteiligung als Bindungspartner in Multirezeptorkomplexen 

(Fleischer, 1994) wird spekuliert, daß die DP IV ein wichtiges Regulationsprotein in Signal-

transduktionsprozessen ist. Nahezu alle natürlichen Peptide mit Prolin oder Alanin an vorletz-

ter N-terminaler Position sind Substrate der DP IV. Die Verkürzung um das N-terminale Di-

peptid Xaa-Pro bzw. Xaa-Ala führt in vielen Fällen zu einer Aktivierung oder Deaktivierung 

oder einer veränderten Rezeptorspezifität bzw. -affinität des Peptides (Mentlein, 1999).  

GRF gehört zur Familie der Glukagon/Secretin/VIP-Peptid-Familie - oder auch GRF-Familie. 

Diese Familie verfügt N-terminal über eine hohe Sequenzhomologie. Es wird angenommen, 

daß der C-Terminus der Peptide essentiell für die spezifische Rezeptorbindung ist und der 

N-Terminus die Weiterleitung des durch die Bindung der Peptide an ihre Rezeptoren ausge-

lösten Signals determiniert.  

Tabelle 2 gibt eine Übersicht über diese Peptidfamilie. Die Peptide wurden nach N-terminalen 

Xaa-Pro, Xaa-Ala, Xaa-Ser und Xaa-Gly-Sequenzen geordnet. In Anbetracht der nachgewie-

senen erweiterten Spezifität der DP IV war zu vermuten, daß alle Peptide Substrate des En-

zyms darstellen.  
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Tabelle 2: Hormone der GRF-Familie und ihre N-terminalen Sequenzen 

Peptidhormon N-terminale Sequenz    

Gastrin-releasing peptide (GRP) V P L P A G G G 

Enterostatin A P G P A    

Peptide histidine methionine (PHM) H A D G V F T S 

Cholecystokinin21 (CCK21) L A P S G N V S 

Glukagon-like peptide-2 (GLP-2) H A D G S N S D 

Glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide (GIP) 

Y A E T P I S D 

Glukagon-like peptide-1 (GLP-1) H A E G T F T S 

Growth-hormone releasing factor (GRF) Y A D A I F T N 

Pituitary-adenylate cyclase activating  

polypeptide (PACAP (27 und 38)) 

H S D G I F T D 

Vasoactive intestinale peptide (VIP) H S D A V F T D 

Exendin-1 H S D A T F T A 

Exendin-2 H S D A I F T E 

Exendin-3 H S D G T F T S 

Exendin-4 H G E G T F T S 

Secretin H S D G T F T S 

Glukagon H S Q G T F T S 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte überprüft werden, ob die Peptide der GRF-Familie Substrate 

der DP IV sind. Um Aussagen über die Substrateigenschaften der Mitglieder der GRF-Familie 

machen zu können, wurde zunächst untersucht, ob gereinigte DP IVSchwein in der Lage ist, die-

se Peptide zu hydrolysieren. Die qualitative Untersuchung der Proteolyseprodukte der Peptide 

erfolgte mittels Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 

(MALDI-TOF MS).  

Peptidhormone und DP IVSchwein wurden bei 37°C über 24 Stunden inkubiert. Die Konzentrati-

on der DP IVSchwein wurde so gewählt, daß die Aktivität des gereinigten Enzyms und die im 

Serum nachweisbare DP IV-Aktivität gegenüber dem Standardsubstrat Gly-Pro-4NA gleich 

groß waren (vgl. S. 33). Um die Produkte der DP IV-katalysierten Hydrolyse der Peptide der 

GRF-Familie zu charakterisieren, wurden in definierten Zeitabständen Proben entnommen und 

analysiert. Außer DP IV konnten verwandte Enzyme mit DP IV-ähnlicher Substratspezifität 

auch in humanem Serum nachgewiesen werden (Iwaki-Egawa et al., 1998; Jacotot et al., 

1996; Duke-Cohan et al., 1995). Um zu prüfen, ob die lösliche Form der DP IV bzw. Enzyme 

mit DP IV-ähnlicher Aktivität eine N-terminale Hydrolyse der Peptidhormone katalysieren und 
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streng spezifisch für Prolin oder Alanin in P1-Position sind oder auch – wie DP IV – eine erwei-

terte Substratspezifität aufweisen, wurden die Peptidhormone in humanem Serum bei 37°C 

über 24 Stunden inkubiert. Eine dritte Versuchsreihe konzentrierte sich darauf, zu beweisen, 

daß DP IV-katalysierte Hydrolyse den Metabolismus der untersuchten gastrointestinalen Pep-

tide im Serum beeinflußt. Deshalb wurde der Einfluß des spezifischen Inhibitors Isoleucyl-

Thiazolidin auf die im Serum enthaltene DP IV-Aktivität untersucht.  

Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Studien für die einzelnen Peptide vorgestellt. 
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Gastrin-releasing peptide (GRP) 

VPLPAGGGTV1 0 LTKMYPRGNH20 WAVGHLM 

Aufgrund der oben dargestellten Aminosäuresequenz des GRP kann DP IV die sequentielle 

Abspaltung zweier Dipeptide katalysieren. Die potentiellen Spaltstellen wurden hervorgeho-

ben.  

Wird GRP mit gereinigter DP IVSchwein inkubiert, so wird das Peptid sofort zu GRP3-27 verkürzt. 

Anschließend daran wird ein weiteres Dipeptid freigesetzt. Nach einer Stunde ist bereits nur 

noch GRP5-27 nachweisbar. In Serum sind die gleichen Proteolyseprodukte detektierbar. 

Hauptfragment nach 24 Stunden Inkubation in Serum ist GRP3-27. Isoleucyl-Thiazolidin hemmt 

die Hydrolyse des GRP durch die im Serum enthaltene DP IV-Aktivität mindestens 6 Stunden. 
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Abbildung 3: Massenspektren von GRP, zeitabhängig aufgenommen während der Inku-
bation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) GRP + DP IVSchwein, B) GRP + Serum, C) GRP + Serum + Isoleucyl-
Thiazolidin 
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Secretin 

HSDGTFTSEL1 0 SRLREGARLQ2 0 RLLQGLV 

Die vollständige Freisetzung des N-terminalen Dipeptides HS erfolgt durch DP IVSchwein inner-

halb von 60 min. Eine weitere Verkürzung um das Dipeptid DG wäre theoretisch möglich, war 

jedoch nicht nachzuweisen. Nach 24 Stunden wurde ausschließlich das Fragment Secretin3-19 

nachgewiesen. Möglicherweise enthielt die genutzte Enzymcharge DP IV Spuren proteolyti-

scher Fremdaktivitäten. In Serum erfolgte die DP IV-katalysierte Hydrolyse deutlich langsamer 

(vgl. Abbildung 4). Nach 24 Stunden waren in Serum ca. 60% des eingesetzten Secretins zu 

Secretin3-27 umgesetzt. Isoleucyl-Thiazolidin inhibierte den aminoterminalen Abbau des Pepti-

des im Serum.  
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Abbildung 4:  Massenspektren von Secretin, zeitabhängig aufgenommen während der 
Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) Secretin + DP IVSchwein, B) Secretin + Serum, C) Secretin + Serum + Iso-
leucyl-Thiazolidin 

A 
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Peptide histidine methionine (PHM) 

HADGVFTSDF10 SKLLGQLSAK2 0 KYLESLM 

PHM sollte ebenfalls sehr gute Substrateigenschaften für die DP IV aufweisen, da es an  

N-terminal vorletzter Position einen Alanylrest hat. Sowohl das gereinigte Enzym als auch die 

DP IV-Aktivität des Serums katalysieren die Hydrolyse der Alanylbindung effizient. Nach 

30 min war fast ausschließlich das Katalyseprodukt PHM3-27 nachweisbar. Eine weiterer DP IV-

katalysierter proteolytischer Abbau wurde nicht beobachtet, obgleich das nun an P1-Position 

stehende Glycin eine Hydrolyse erlauben würde. Nach 24 Stunden wurden im Inkubationsan-

satz mit gereinigter DP IV aus Schweineniere neben dem Hauptprodukt PHM3-27 drei weitere 

Fragmente des PHM nachgewiesen. Isoleucyl-Thiazolidin hemmt die Hydrolyse des PHM über 

24 Stunden in humanem Serum vollständig.  
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Abbildung 5: Massenspektren von PHM, zeitabhängig aufgenommen während der Inku-
bation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) PHM + DP IVSchwein, B) PHM + Serum, C) PHM + Serum + Isoleucyl-
Thiazolidin 
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Vasoactive intestinale polypeptide (VIP) 

HSDAVFTDNY10 TRLRKQMAVK20 KYLNSILN 

VIP wird durch DP IVSchwein sehr schnell zu VIP3-28 umgesetzt. VIP3-28 ist erneut Substrat für die 

DP IVSchwein und wird sofort zu VIP5-28 verkürzt. Die im Serum enthaltene DP IV-Aktivität spaltet 

ebenfalls das aminoterminale Dipeptid ab. Wesentlich langsamer wird ein weiteres Dipeptid 

(DA) freigesetzt. Hauptabbauprodukt nach 24 Stunden ist VIP3-28. Isoleucyl-Thiazolidin unter-

drückt die N-terminale Proteolyse des VIP im Serum über 24 Stunden vollständig. 
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Abbildung 6: Massenspektren von VIP, zeitabhängig aufgenommen während der Inku-
bation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) VIP + DP IVSchwein, B) VIP + Serum, C) VIP + Serum + Isoleucyl-
Thiazolidin 
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Growth hormone-releasing factor (GRF) 

YADAIFTNSY1 0 RKVLGQLSAR2 0 KLLQDIMSRQ3 0 QGESNQERGA4 0 RARL 

Frohman et al. zeigten 1989 erstmals, daß DP IV das Enzym ist, das für die Inaktivierung des 

GRF hauptverantwortlich ist (Frohman et al., 1989). Die hier vorgestellten Untersuchungen 

bestätigen Frohmanns Ergebnisse, zeigen jedoch zusätzlich die Abspaltung eines weiteren 

Dipeptides. Initial wird das N-terminale Dipeptid YA abgespalten. Die nachfolgende Hydrolyse 

des zweiten Dipeptides DA erfolgt wesentlich langsamer, obwohl wiederum Alanin in P1-

Position eine effiziente Hydrolyse erlauben sollte. Isoleucyl-Thiazolidin hemmte die DP IV-

katalysierte Proteolyse des GRF in Serum vollständig. Nach 24 Stunden Inkubationsdauer 

konnten neben dem Hauptprodukt GRF1-44 weitere Fragmente nachgewiesen werden, die 

vermutlich durch die Aktivität von Carboxypeptidasen entstanden sind. Der Metabolismus des 

GRF in Serum führt über das N-terminal verkürzte Fragment GRF3-44. Als Hauptmetabolit in 

Serum konnte GRF21-44 nachgewiesen werden. 
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Pituitary adenylate-cyclase activating peptide (PACAP-27) 

HSDG IFTDSY1 0 SRYRKQMAVK20 KYLAAVL 

Isolierte DP IV katalysiert die sequentielle N-terminale Hydrolyse der Dipeptide His-Ser und 

Asp-Gly. Obgleich Serin an P1-Position keine optimale Bindung des Substrates in das aktive 

Zentrum des Enzyms ermöglicht, wird unerwarteterweise innerhalb von 30 min mehr als die 

Hälfte des eingesetzten PACAP-27 zu PACAP-273-27 verkürzt. Im Serum wird das erste Dipep-

tid wesentlich langsamer abgespalten. Nach 4 Stunden Inkubation sind ca. 60% des  

PACAP-27 zu PACAP-273-27 verkürzt worden. 

Isoleucyl-Thiazolidin hemmt die aminoterminale Proteolyse in humanem Serum vollständig. 
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Abbildung 8: Massenspektren von PACAP-27, zeitabhängig aufgenommen während der 
Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) PACAP-27 + DP IVSchwein, B) PACAP-27 + Serum, C) PACAP-27 + Serum 
+ Isoleucyl-Thiazolidin 
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Pituitary adenylate-cyclase activating peptide (PACAP-38) 

HSDG IFTDSY1 0 SRYRKQMAVK20 KYLAAVLGKR3 0 YRQRVKNK 

PACAP-27 und PACAP-38 entstehen aus dem gleichen Vorläuferpeptid. Ihre physiologischen 

Wirkungen und ihre lokalen Konzentration sind gewebespezifisch und unterscheiden sich 

(Odum et al., 1998; Martinez-Fuentes et al., 98 A.D.). Deshalb wurde ebenfalls PACAP-38 

getestet, um zu prüfen, ob die Kettenlänge des Peptides Einfluß auf die Proteolyse von Nicht-

Prolin und Nicht-Alanin-Substraten der DP IV hat. PACAP-38 wird durch gereinigte DP IV 

schneller als PACAP-27 um zwei N-terminale Dipeptide verkürzt (vgl. Abbildung 8A und 9A). 

Im Verlauf des Inkubationsexperimentes mit Serum waren keine DP IV Katalyseprodukte 

nachzuweisen. Es wurden C- und N-terminale Fragmente detektiert, die durch endoproteolyti-

sche Enzymaktivitäten entstanden sein könnten. Isoleucyl-Thiazolidin beeinflußte diese prote-

olytischen Aktivitäten nicht. Als Hauptmetaboliten in humanem Serum wurden PACAP-381-21, 

PACAP-3822-38 sowie PACAP-3819-38 nachgewiesen. 
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Abbildung 9: Massenspektren von PACAP-38, zeitabhängig aufgenommen währe
Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 
Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) PACAP-38 + DP IVSchwein, B) PACAP-38 + Serum, C) PACAP-38 + S
+ Isoleucyl-Thiazolidin 
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Cholecystokinin21 (CCK21) 

KAPSGRMSIV1 0 KNLQNLDPSH2 0 R 

Erwartungsgemäß ist CCK21 gegen die DP IVSchwein-katalysierte Hydrolyse resistent, da ein 

Prolin in P1‘-Position die Hydrolyse der Alanylbindung verhindert. Das Peptid bleibt im Inku-

bationsansatz mit DP IVSchwein über 24 Stunden stabil. Wird CCK21 mit Serum inkubiert, wird 

zunächst CCK212-21 und anschließend CCK4-21 generiert. Isoleucyl-Thiazolidin verzögert den 

Abbau des CCK21 im Serum, kann ihn jedoch nicht vollständig unterdrücken. 
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Abbildung 10: Massenspektren von CCK21, zeitabhängig aufgenommen während der 
Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 
40 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) CCK21 + DP IVSchwein, B) CCK21 + Serum, C) CCK21 + Serum + Isoleu-
cyl-Thiazolidin 
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Somatostatin 14 (SMS-14) 

AGCKNFFWKT10 FTSC 

 

Interessant an dieser Peptidsequenz ist die Ausbildung der Disulfid-Brücke zwischen Cys³ 

und Cys14. Die DP IV hydrolysiert die Gly-Cys-Peptidbindung, d.h. die zyklische Struktur der 

Restsequenz schränkt die katalytische Aktivität des Enzyms nicht ein. 

Durch die Inkubation von SMS-14 mit humanem Serum entstehen als Hauptfragmente 

SMS-142-14 und SMS-143-14. Erwartungsgemäß hatte daher die Hemmung der DP IV-Aktivität 

im Serum durch Isoleucyl-Thiazolidin keinen Einfluß auf die Hydrolyse des SMS-14. Die Re-

aktion wurde über 24 Stunden verfolgt. Bereits nach 460 min sind in diesen Inkubationsan-

sätzen sowohl SMS-14 als auch dessen Proteolysefragmente nicht mehr nachweisbar. 
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Abbildung 11: Massenspektren von SMS-14, zeitabhängig aufgenommen während der 
Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 
40 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) SMS-14 + DP IVSchwein, B) SMS-14 + Serum, C) SMS-14 + Serum + Iso-
leucyl-Thiazolidin 

C 

A B 



Ergebnisse 

Somatostatin 28 (SMS-28) 

SANSNPAMAP1 0 RERKAGCKNF2 0 FWKTFTSC 

 

SMS-28 stellt für die DP IV eine sehr gute Substratstruktur dar, da Alanin in P1-Position eine 

effiziente Katalyse ermöglichen sollte. Die Inkubation von SMS-28 mit DP IV führt erwar-

tungsgemäß zu einer schnellen aminoterminalen Verkürzung des SMS-28 zu SMS-283-28. Als 

Hauptabbauprodukt wurde nach 24 Stunden SMS-287-28 detektiert. Das Dipeptid Asn-Ser ist 

unter diesen Versuchsbedingungen nicht nachweisbar. Der primäre Hydrolyseschritt bei In-

kubation von SMS-28 in humanem Serum ist die N-terminale Abspaltung des Dipeptides 

Ser-Ala. Weitere nachgewiesene Fragmente könnten durch carboxypeptidatische und en-

doproteolytische Aktivitäten gebildet worden sein. Nach 460 min waren weder SMS-28 noch 

Fragmente des Peptides detektierbar. Aus der Hemmung der DP IV-Aktivität im Serum durch 

Isoleucyl-Thiazolidin resultiert eine durch vermutlich Aminopeptidasen katalysierte Abspal-

tung des Serins1 (vgl. Abbildung 12). Nach 460 min war ebenfalls kein Peptid oder Peptid-

fragment nachweisbar. 
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An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der qualtitativen Untersuchungen zur Inaktivierung der 

Hormone der GRF-Familie durch DP IVSchwein und humanes Serum kurz zusammengefaßt 

werden. 

Die getesteten Peptidhormone wurden durch die DP IVSchwein N-terminal verkürzt. Die einzige 

Ausnahme stellt das CCK21 dar. Isoleucyl-Thiazolidin hemmte die DP IV-katalysierte proteo-

lytische Verkürzung aller untersuchter Peptide (Daten nicht gezeigt). Es konnte bestätigt 

werden, daß höhermolekulare Substrate mit Serin und Glycin in P1-Position durch DP IV um-

gesetzt werden. 

Die Untersuchungen mit gereinigter DP IV stellen ein künstliches System dar, das nur hypo-

thetische Rückschlüsse auf einen möglichen Umsatz der Peptide in vivo zuläßt. Die meisten 

der analysierten Peptidhormone werden von endokrinen Drüsen produziert und in die Blut-

zirkulation des Körpers abgegeben. Deshalb wurden die Inkubationsansätze unter identi-

schen Bedingungen wiederholt. Statt des gereinigten Enzyms erfolgte der Zusatz von huma-

nem Serum. 

Erstmals konnte gezeigt werden, daß die im Serum nachweisbare DP IV-Aktivität, die Hydro-

lyse auch solcher Peptidbindungen katalysiert, an denen Serin und Glycin in P1-Position be-

teiligt sind. Es konnte beobachtet werden, daß die Spaltung der Prolin- und Alanin-Substrate 

etwas langsamer als durch gereinigte DP IV erfolgte, währenddessen Serin- und Glycin-

Substrate in Serum deutlich langsamer umgesetzt wurden. Die hydrolytische Aktivität der 

DP IVSchwein gegen das niedermolekulare Substrat GP-4NA wurde so gewählt, daß sie mit der 

im Serum bestimmten GP-4NA-Hydrolysegeschwindigkeit vergleichbar war. 

Isoleucyl-Thiazolidin inhibierte die Proteolyse der Peptide im Inkubationsansatz mit huma-

nem Serum mindestens 6 Stunden.  

Um Aussagen über die Substrateigenschaften der Peptide der GRF-Superfamilie zu ermögli-

chen, wurden die kinetischen Konstanten der DP IV-katalysierten Hydrolyse ausgewählter 

Peptide mittels Kapillar-Elektrophorese bestimmt. Diese Peptide repräsentieren die Serin-, 

Glycin- und Alanin-Substratfamilien. Die Km-Werte liegen in mikromolaren Bereich und unter-

scheiden sich maximal um eine Größenordnung (vgl. Tabelle 3, S. 53). Des weiteren wurde 

anhand zusätzlicher massenspektrometrischer Untersuchungen die Halbwertszeit des 

DP IV-katalysierten Abbaus der Peptide bestimmt.  

Tabelle 3 faßt die ermittelten kinetischen Konstanten der DP IV-katalysierten Hydrolyse der 

untersuchten Peptidhormone zusammen.  
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Tabelle 3: Kinetische Konstanten der durch DP IV oder DP V-ähnliche Aktivitäten 
katalysierten Hydrolyse der Peptide der GRF-Familie 
(n.b. = nicht bestimmt) 

t1/2 [min] des Abbaus durch Peptid Anzahl der 

Aa 

Aa in P2- 

und P1-

Position 

Km 

[µM] 

kcat/Km 

[M-1s-1] 
DP IVSchwein humanes 

Serum 

Hemm-

barkeit 

durch  

Ile-Thia 

GRP 27 V P  n.b. n.b. n.b. n.b + 

GRF 44 Y A  n.b. n.b. 4,71 12,21 + 

PHM 27 H A  35,3 3,66*105 10,78 25,94 + 
2GLP-1 29 H A  4,5 4,3*105 37,1 49,8 + 
2GIP 42 Y A  34,0 2,2*105 2,53 2,76 + 

SMS-28 28 S A  5,8 2,19*105 46,89 —3 **4 

PACAP27 27 H S  n.b. n.b. 218,80 > 625,00 + 

PACAP38 38 H S  n.b. n.b. 12,6 — + 

Secretin 27 H S  62,9 1,32*106 144,34 > 625,00 + 

CCK21 21 K A  n.b. n.b. — — + 

VIP 28 H S  n.b. n.b. 118,46 474,98 + 

SMS-14 14 A G  42,0 1,17*103 165,05 —3 **4 

Glukagon 29 H S  3,8 2,0*105 13,03 232,90 + 

 

Die höchsten kcat/Km-Werte wurden für Alanin-Substrate bestimmt. Die kcat/Km-Werte für das 

Glycin- und das Serinsubstrat liegen 2 bzw. 3 Größenordnungen niedriger (vgl. Tabelle 3), 

was für die geringere katalytische Effizienz der DP IV gegenüber diesen Substraten spricht. 

                                                
2 Daten aus(Mentlein et al., 1993) 
3 Unterliegen im Serum keiner DP IV-katalysierten Proteolyse 
4 Proteolyse durch Isoleucyl-Thiazolidin nicht beeinflußbar 
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3.2  Glukagon und Glukagon - Analoga  

 

Glukagon ist ein aus 29 Aminosäuren bestehendes Polypeptid. Es wird als Propeptid in den 

α-Zellen der Bauchspeicheldrüse und in endokrinen Zellen der intestinalen Mukosa syntheti-

siert. In Abhängigkeit vom Syntheseort wird Proglukagon unterschiedlich prozessiert. Als 

Hauptprodukte entstehen im Pankreas Glukagon und im Dünndarm Glucagon-like peptide-1 

(GLP-1) und Glucagon-like peptide-2 (GLP-2) (vgl. S. 9). 

 

 

3.2.1  Glukagon 

HSQGTFTSDY10 SKYLDSRRAQ2 0 DFVQWLMNT 

Der Glukagon-Metabolismus wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Für den Glukagon-

Abbau in der Leber wird vorrangig das zytosolische Enzym Dipeptidylpeptidase I (DP I, auch 

Cathepsin C) verantwortlich gemacht (McDonald et al., 1969; Rao et al., 1997). In Anbetracht 

der erweiterten Substratspezifität der DP IV ist es denkbar, daß sie sowohl in die Regulation 

der biologischen Aktivität des Glukagons involviert ist, als auch, daß sie den initialen Schritt 

im Abbau des Glukagons katalysiert. Um zu prüfen, ob DP IV für die Inaktivierung des Glu-

kagons in der Zirkulation verantwortlich ist, wurde der Abbau des Glukagons durch gereinigte 

DP IVSchwein und in humanem Serum untersucht. Glukagon besitzt an P1-Position einen Serin-

rest.  

DP IVSchwein katalysierte die Freisetzung des N-terminalen Dipeptides His-Ser. Sequentiell 

wurde ein weiteres Dipeptid (Gln-Gly) abgespalten. Als Hauptfragment nach 18 Stunden 

Inkubationsdauer wurde Glukagon5-29 nachgewiesen. Der initiale Schritt des Glukagon-

Metabolismus in humanem Serum ist ebenfalls die Proteolyse des aminoterminalen His-Ser-

Peptides. Als Hauptprodukt des enzymatischen Abbaus des Glukagons wurde eine Verbin-

dung mit dem Molekulargewicht 3242,6 Da detektiert. Das Molekulargewicht dieses Hydroly-

seproduktes ist 17 Da kleiner als das Molekulargewicht des erwarteten Produktes Gluka-

gon3-29. Die Verbindung Glukagon3-29-17 Da ist resistent gegen weiteren proteolytischen Ab-

bau. Sowohl die Hydrolyse durch DP IVSchwein als auch durch die DP IV-Aktivität des Serums 

konnten durch Isoleucyl-Thiazolidin vollständig inhibiert werden (vgl. Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Massenspektren von Glukagon, zeitabhängig aufgenommen während 
der Inkubation des Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 
40 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
A) Glukagon + DP IVSchwein, B) Glukagon + Serum, C) Glukagon + Serum + 
Isoleucyl-Thiazolidin 
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Um die These zu verifizieren, daß DP IV- und nicht DP I-katalysierte Hydrolyse des Gluka-

gons der initiale Schritt des Glukagon-Metabolismus in der Niere ist, wurde Glukagon mit 

DP I bei verschiedenen pH-Werten und unter Zusatz des Inhibitors GF-NHO-Bz inkubiert. 

GF-NHO-Bz inhibiert die Aktivität der DP I irreversibel und spezifisch (D. Schlenzig, persönli-

che Mitteilung). 
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Abbildung 14: Massenspektren von Glukagon, zeitabhängig aufgenommen w
der Inkubationdes Substrates mit DP IMensch bei 37°C in  
A) 40 mM MES-Puffer (pH 6,0), B) 40 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,
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Abbildung 15: Massenspektren von Glukagon, zeitabhängig aufgenommen w
der Inkubation des Substrates mit DP IMensch bei 37°C in  
A) 40 mM MES-Puffer (pH 6,0) und GF-NHO-Bz, B) 40 mM Tris/
(pH 7,4) und GF-NHO-Bz 

A 
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Es konnte gezeigt werden, daß sowohl DP I als auch DP IV in vitro Glukagon als Substrat 

akzeptieren und daß die gewählten Inhibitoren den Abbau des Glukagons durch die jeweili-

gen Proteasen hemmen.  

Die DP IV kommt in besonders hohen Konzentrationen in den proximalen Tubuli der Glome-

ruli der Niere vor. Um die Rolle des DP IV oder DP I katalysierten Glukagonabbaus in der 

Niere zu untersuchen, wurden drei Inkubationsansätze gewählt: 

• Inkubation des Glukagons im Nierenhomogenat  

• Inkubation des Glukagons mit GF-NHO-BZ im Nierenhomogenat 

• Inkubation des Glukagons mit einem Inhibitorcocktail (Isoleucyl-Thiazolidin, EDTA, 

GF-NHO-Bz).  
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Abbildung 16: Massenspektren von Glukagon, das in Nierenhomogenaten unter ver-
schiedenen Inhibitorzusätzen inkubiert wurde 

 

Weder der Zusatz der einzelnen Inhibitoren noch die Verwendung eines Cocktails aus den 

vorgestellten Verbindungen konnten den Abbau des Glukagons in Nierenhomogenaten un-

terdrücken (vgl. Abbildung 16). Unter den gewählten Versuchsbedingungen konnte kein initi-

aler Abbauschritt des Glukagons beobachtet werden, der auf die enzymatische Aktivität von 

DP IV oder DP I zurückführbar wäre.  
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3.2.2  Glukagon-Analoga 

 

N-terminal stabilisierte Glukagon-Analoga könnten eingesetzt werden, um hypoglykämische 

Zustände, wie sie oft bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II auftreten, zu behandeln. Ami-

noterminal modifizierte Glukagon-Analoga wurden auf ihre Substrateigenschaften gegenüber 

DP IV untersucht. Um den N-Terminus zu stabilisieren, wurden die Aminosäuren in P1- bzw. 

P1‘-Position substituiert, so daß kein oder nur ein sehr langsamer Abbau durch DP IV mög-

lich sein sollte. Die Stabilität der Verbindungen gegen einen proteolytischen Angriff durch die 

DP IV wurde durch den bereits beschriebenen in vitro Inkubationsansatz getestet. Die in de-

finierten Zeitabständen entnommenen Proben wurden mittels MALDI-TOF MS analysiert. Es 

wurden die Halbwertszeiten des Peptidabbaus sowohl durch DP IVSchwein als auch durch die 

DP IV-Aktivität des humanen Serums bestimmt (vgl.Tabelle 4, S. 60).  

Wie aufgrund der Kenntnisse über die Substratspezifität zu erwarten war, ist 

[D-Ser2]-Glukagon durch DP IV nicht angreifbar. Dagegen konnte im Serum ein sehr schnel-

ler Abbau des Peptides verzeichnet werden, der nicht durch DP IV-katalysierte Proteolyse 

erklärbar war. Bereits nach 60 min war nur noch [D-Ser2]-Glukagon1-17 detektierbar.  

Aus der Einführung einer negativen Ladung in P1-Position durch Phosphorylierung des Se-

rins2 zu [(P)Ser2]-Glukagon resultierte ebenfalls eine vollständige Stabilisierung der Verbin-

dung gegen DP IVSchwein. Bei Inkubation mit Serum wurde eine Dephosphorylierung am 

(P)Ser2 und im Anschluß daran die Abspaltung des N-terminalen Dipeptides beobachtet.  

Substitution des Serins2 durch Glycin verlangsamte die Proteolysegeschwindigkeit durch 

DP IVSchwein. Die Abbaugeschwindigkeit im Serum wurde durch diesen Aminosäureaustausch 

nicht signifikant verringert. 

[D-Gln3]-Glukagon wurde unerwartet (Demuth and Heins, 1995; Bongers et al., 1992) durch 

gereinigte DP IVSchwein als Substrat akzeptiert. Im Serum dagegen stabilisiert dieser Aus-

tausch das Peptid über 24 Stunden. Lediglich ein geringer Umsatz zu [D-Gln3]-Glukagon3-29 

und Glukagon5-29 war nach 24 Stunden nachweisbar. 

Um die Auswirkungen der Modifikationen in der Aminosäuresequenz auf die Bindungseigen-

schaften an das Enzym zu untersuchen, wurden Protein-Peptid-Interaktionsstudien durchge-

führt. Hieraus können Aussagen über Bindungskapazität und die Affinität des Liganden ab-

geleitet werden. Die Affinität der Glukagon-Analoga zur DP IV verglichen mit nativem Gluka-

gon wurde mit Hilfe der Surface plasmon resonance-(SPR)-Technik bestimmt (vgl. S. 34). 

 

Abbildung 17 zeigt ein typisches Sensogramm der Bindung eines Polypeptides an immobili-

sierte DP IV. Mittels des BIAevaluation-(3.0)-Programms wurden die Konzentrationen für den 
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ungebundenen (freien) und gebundenen Analyten im Gleichgewicht berechnet. Der Quotient 

aus der Konzentration des gebundenen durch die Konzentration des freien Analyten wurde 

als Funktion der Konzentration des freien Analyten im Scatchard-Plot aufgetragen (vgl. Ab-

bildung 17A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 17: Zeitabhängigkeit der Änderung des Resonanzwinkels auf einem mit 
DP IVSchwein beladenen CM5-Chip bei verschiedenen Konzentrationen des 
Analyten ([Gly2]-Glukagon) 
A) Auftragung der berechneten Analytenkonzentrationen im Scatchard-
Plot 

 

Hohe Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeiten des Glukagons und seiner Analoga 

an die DP IV kennzeichnen diese Bindungskinetik. Innerhalb weniger Sekunden stellt sich 

ein Gleichgewicht zwischen Analyt (Glukagon bzw. Glukagon-Analogon) und Ligand (immo-

bilisierte DP IVSchwein) ein. Die Dissoziation des Analyten erfolgt, wie aus  

Abbildung 17 gut ersichtlich, ebenfalls innerhalb weniger Sekunden. Vergleicht man nun die 

Bindungskonstanten mit den Halbwertszeiten des DP IV-katalysierten Abbaus der einzelnen 

Verbindungen, so besteht ein direkter Zusammenhang zwischen niedrigen KD-Werten und 

kleinen Halbwertszeiten des enzymkatalysierten Abbaus (vgl.Tabelle 4). 
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Tabelle 4: Halbwertszeit des DP IV-katalysierten Abbaus von Glukagon und 
-Analoga  

MW [Da] Halbwertszeit t1/2 [min] Substanz 

berechnetes bestimmtes  DP IVSchwein Serum 

Bindungskonstante 

KD [µM] 

Glukagon 3482,8 3482,9 18,8 ± 0,5 336,0 ± 36 2,97 ± 0,01 

[D-Ser2]-Glukagon 3482,8 3485,2 stabil 46,7 ± 4,0 18,50 ± 0,1 

[(P)Ser2]-Glukagon 3562,8 3564,1 stabil 584,1 ± 72 19,20 ± 0,2 

[Gly2]-Glukagon 3451,8 3452,0 27,7 ± 2,1 355,0 ± 37 22,20 ± 0,1 

[D-Gln3]-Glukagon 3482,8 3483,9 118,0 ± 8,2 801,0 ± 79 68,00 ± 4,8 

 

Der KD-Wert für Glukagon liegt im µM-Bereich und stimmt sehr gut mit dem durch kapillar-

elektrophoretische Messungen bestimmten Km-Wert überein (vgl. Tabelle 3, S. 53). Unab-

hängig von der Konfiguration oder der Ladung der Aminosäure in P1-Position verschlechtert 

sich der Wert der Bindungskonstante, wenn das native Serin in P1-Position ersetzt wird. Ei-

nen noch stärkeren Einfluß auf die Affinität zum Enzym hat die Konfiguration der Aminosäure 

in P1‘-Position. Liegt diese in D-Konfiguration vor, so reduziert sich die Affinität um das 

23fache. Abbildung 18 veranschaulicht den Einfluß der Modifikationen der Aminosäurereste 

in P1- bzw. P1‘-Position auf die Bindung der Peptide an immobilisierte DP IV. 

 

Abbildung 18: Vergleich der Bindungskonsta
mobilisierte DP IVSchwein  
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3.3 Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) und GIP-Analoga  

 

YAEGTFISDY1 0 SIAMDKIHQQ2 0 DFVNWLLAQK3 0 GKKNDWKHNI40 TQ 

Modifikationen des N-Terminus können das Hormon vor proteolytischem Angriff schützen 

aber auch gleichzeitig seine Rezeptorbindungseigenschaften verändern. Es wurde eine Se-

rie von GIP-Analoga verschiedener Kettenlänge synthetisiert und zunächst in ihren Substrat- 

und Bindungseigenschaften gegenüber DP IV untersucht. 

Die Halbwertszeiten des Abbaus von GIP und GIP-Analoga durch gereinigte DP IVSchwein 

wurden mittels MALDI-TOF MS bestimmt (vgl. Tabelle 5). Es wurde ein Inkubationsansatz 

aus Peptid und Enzym genutzt, dem in definierten Zeitabständen Proben entnommen und 

diese dann massenspektrometrisch analysiert wurden (vgl. S. 33). 

Es konnten keine Unterschiede in der Halbwertszeit des Abbaus von GIP1-42 und GIP1-30 

festgestellt werden. Bindungsexperimente an rekombinanten GIP-Rezeptoren ergaben 

(S. Hinke, persönliche Mitteilung), daß beide Peptide über vergleichbare Rezeptoraffinitäten 

verfügen und ein ähnliches cAMP-Stimulierungspotential aufweisen. Basierend auf der Theo-

rie, daß für die Bindung des GIP an seinen Rezeptor und die Stimulierung des Rezeptors 

zwei Bindungsstellen notwendig sind, wurden für die Modifikationsanalyse GIP1-30 und GIP1-6 

als Modellpeptide zugrunde gelegt.  

Das um das N-terminale Dipeptid Tyr-Ala verkürzte Fragment GIP3-42 ist ebenfalls ein poten-

tielles Substrat der DP IV. Im Inkubationsexperiment war es jedoch über 24 Stunden stabil 

gegen enzymkatalysierte Hydrolyse. 

Der Einbau von Serin, Glycin und Valin in aminoterminal vorletzter Position der Peptidkette 

führt zu verlängerten Halbwertszeiten, also zu einer Stabilisierung des GIP, verhindert jedoch 

nicht dessen Abbau.  

Die Einführung von Pro3 in P1‘-Position unterdrückte erwartungsgemäß den proteolytischen 

Abbau durch DP IV. Ebenso ergab die Substitution der Aminosäuren in P1- oder P1‘-Position 

durch D-Ala2 bzw. NMeGlu3 DP IV-resistente GIP-Analoga. Die Reduzierung der Peptidbin-

dung zu TyrAlaψ(CH2NH)GIP3-30 verhinderte ebenfalls die N-terminale Hydrolyse durch 

DP IV. Der Einbau der D-Aminosäure in P1‘-Position (Glu3→D-Glu3) reduzierte die Hydroly-

segeschwindigkeit (vgl.Tabelle 5). 
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Tabelle 5: Halbwertszeiten des DP IV katalysierten Abbaus von GIP, 
GIP-Fragmenten und GIP-Analoga bestimmt mittels MALDI-TOF MS 

N-terminale Sequenz MW [Da] Substanz 

  berechnetes bestimmtes 

Halbwertszeit  

t1/2 [min] 

GIP1-42a YAEG.... 4983,64 4983,9 2,56 ± 0,12 

GIP1-30a YAEG..... 3552,02 3553,3 2,68 ± 0,16  

GIP3-42a       EG... 4749,38 4751,4 stabil5 

[D-Ala2]-GIP1-30a Y-[D-A]-EG 3552,02 3553,8 stabil 

[N-MeGlu3]-GIP1-30a YA-[Me-E]-G.... 3565,07 3566,1 stabil 

[D-Glu3-GIP]1-30 OH YA-[D-Glu]-G.... 3551,07 3553,0 40,32 ± 4,8 

[Pro3]-GIP1-30 OH YAPG.... 3519,07 3522,9 stabil 

[Ser2]-GIP1-30a YSEG.... 3567,07 3568,0 137,11± 12,3 

[Val2-GIP]1-30a YAEG.... 3579,12 3580,7 298,34 ± 92,2 

[Gly2-GIP]1-30a YGEG.... 3537,04 3539,1 150,01 ± 27,3 

[YAψ(CH2NH)]-GIP3-30a YA ψ(CH2NH)EG.. 3537,07 3539,0 stabil 

GIP1-6a YAEG.... 685,74 686,9 < 7,50 

[D-Ala2]-GIP1-6a Y-[D-A]-EG.. 685,74 686,7 stabil 

[Gly2]-GIP1-6a YGEG.... 671,71 672,0 stabil 

[Ser2]-GIP1-6a YSEG.... 701,74 702,0 79,03 ± 12,2 

[Pro2-GIP]1-6a YPEG.... 711,78 712,7 < 7,50 

[Val2-GIP]1-6a YVEG.... 713,79 715,2 stabil 

[Pro3-GIP]1-6a TAPG.. 653,78 655,0 stabil 

GIP1-14OH YAEG.. 1567,75 1567,3 6,21 ± 1,1 

GIP1-13OH YAEG.... 1435,57 1435,6 11,54 ± 2.5 

GIP1-15OH YAEG.... 1681,85 1682,6 35,02 ± 5,2 

GIP 7-30a ISDY.... 2882,31 2886,9 130,11 ± 10,.6 

 

Inwieweit Kettenlänge und damit die Ausprägung von Sekundärstrukturen Einfluß auf die 

Hydrolyse von Nicht-Prolin-Substraten hat, wurde an verschiedenen GIP-Fragmenten unter-

sucht.  

                                                
5 Nach 24h waren nur 13% GIP3-42 zu GIP5-42 abgebaut. Daher kann die Verbindung als stabil betrach-

tet werden. 
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[Ser2]-GIP1-6 wurde verglichen mit [Ser2]-GIP1-30 schneller abgebaut. [Gly2]-GIP1-6 und  

[Val2]-GIP1-6 waren im Gegensatz zu den entsprechenden GIP1-30-Analoga über die gesamte 

Versuchsdauer stabil gegen DP IV-katalysierte Proteolyse (vgl. Tabelle 5 und Abbildung 19). 

Ein ebenfalls unerwartetes Ergebnis erbrachte die Bestimmung der Halbwertszeiten für die 

C-terminal verkürzten Fragmente GIP1-13, GIP1-14 und GIP1-15. Es war anzunehmen, daß die 

Halbwertszeit mit zunehmender Länge der Peptidkette steigt. Tatsächlich wurde nicht GIP1-13 

sondern GIP1-14 am schnellsten (t1/2 = 6,2 min, vgl. Tabelle 5) um das N-terminale Dipeptid 

verkürzt. Ursache hierfür könnte die Ausbildung von Sekundärstrukturen sein, die im Falle 

des GIP1-14 eine schnellere Katalyse erlauben. Abbildung 19 veranschaulicht den zeitlichen 

Verlauf der N-terminalen Hydrolyse von [Val2]-GIP1-30 und [Val2]-GIP1-6 bzw. [Ser2]-GIP1-30 

und [Ser2]-GIP1-6. 
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Abbildung 19: Massenspektren von A) [Val2]-GIP1-6, B) [Val2]-GIP1-30, C) [Ser2]-GIP1-6 und 
D) [Ser2]-GIP1-30, zeitabhängig aufgenommen während der Inkubation des 
Substrates mit DP IVSchwein bzw. humanem Serum in 40mM Tris/HCl-
Puffer (pH 7,6) bei 37°C 
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Zusätzlich zu der Untersuchung der Substrateigenschaften wurden die Bindungseigenschaf-

ten ausgewählter Peptide an immobilisierte DP IV mittels biomolekularer Interaktionsanalyse 

(SPR-Technik) untersucht. Da [Ser2]-GIP1-6 DP IV-katalysiert gespalten wird, während [Gly2]-

GIP1-6 und [Val2]-GIP1-6 keine Substrate der DP IV sind, sollten insbesondere die Eigenschaf-

ten der Hexapeptide [Ser2]-GIP1-6, [Gly2]-GIP1-6, [Val2]-GIP1-6 analysiert werden. Für die Bin-

dungsstudien wurden die gleichen Versuchsbedingungen wie für die Studien mit Glukagon 

und seinen Analoga gewählt (vgl. S. 34 ff.). 

 

Tabelle 6: Vergleich der Halbwertszeiten des Abbaus von GIP, GIP-Analoga und 
-Fragmenten mit deren Bindungskonstanten an immobilisierte DP IV 

DP IV-Bindung GIP/ GIP-Fragmente/ 

GIP-Analoga 

Halbwertszeit der DP IV-

katalysierten Hydrolyse 

t1/2  [min] KD [µM] χ2 

GIP1-42 2,56 ± 0,12  1,74 0,10 

GIP3-42 stabil  3,15 0,33 

[D-Glu3]-GIP1-30 40,33 ± 4,8 5,13 0,15 

GIP1-30 2,68 ± 0,16 9,51 1,15 

YAψ(CH2NH)-GIP3-30 stabil 9,63 0,83 

[Ser2]-GIP1-30 137,14 ± 12,3 9,89 1,90 

[Gly2]-GIP1-30 150,02 ± 27,3 19,61 1,96 

[Val2]-GIP1-30 298,04 ± 92,2 35,22 1,70 

[D-Ala2]-GIP1-30 stabil 44,51 0,75 

[Ser2]-GIP1-6 79,04 ± 12,1 - - 

[Gly2]-GIP1-6 stabil - - 

[Val2]-GIP1-6 stabil - - 

 

Tabelle 6 faßt die Ergebnisse der Enzym/Peptid-Interaktionsstudien zusammen. Den nied-

rigsten KD-Wert, also die höchste Affinität zu DP IV haben GIP1-42 und das N-terminal ver-

kürzte Fragment GIP3-42. Die Reduzierung der zu spaltenden Peptidbindung zu 

YAψ(CH2NH)-GIP3-30 hat keinen Einfluß auf die Bindungseigenschaften des Peptides. Es 

wird vom Enzym als Bindungspartner erkannt, jedoch nicht mehr katalytisch umgesetzt. 

Auch Serin an zweiter N-terminaler Position ändert die Affinität zu DP IV nicht. Der Einbau 

von Glycin oder Valin an dieser Position erhöht den KD-Wert. Für alle drei Hexapeptid-

Analoga des GIP konnte keine Bindungskonstante ermittelt werden. Möglicherweise lag, 



Ergebnisse 

65 

bedingt durch das geringe Molekulargewicht dieser Verbindungen, die Detektion der Interak-

tion an der Nachweisgrenze. 

Aus den Ergebnissen der biomolekularen Interaktionsstudien für die GIP-Analoga leitet sich 

bezogen auf den KD-Wert nachfolgende Ordnung für die Aminosäure in P1-Position ab: 

Ala < Ser < Gly < Val 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Vergleich der Bindungskonstanten von GIP, GIP-Fragmenten und GIP-
Analoga an immobilisierte DP IVSchwein  

 

Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß die Substitution der Aminosäuren in P1- bzw. 

P1‘-Position zu einer verzögerten DP IV-katalysierten Hydrolyse der Analoga führen oder 

vom Enzym nicht mehr als Substrate akzeptiert werden. Im Gegensatz zu Glukagon, das mit 

Einführung einer D-Aminosäure in P1‘-Position signifikant schlechtere Bindungseigenschaf-

ten gegenüber DP IV aufweist, scheint für die Bindung des GIP an DP IV die Aminosäure in 

P1-Position eine wichtigere Rolle zu spielen.  
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3.4  Untersuchungen zur Substratspezifität der POP  

 

Zur biologischen Funktion der POP gibt es bislang keine gesicherten Erkenntnisse. Viele 

Neuropeptide und Peptidhormone wie z.B. Thyrotropin-releasing hormone (TRH), Neuropep-

tid Y (NP Y) und Substanz P haben an für die Regulation ihrer Aktivität wichtigen Stellen 

Prolin in ihrer Sequenz. Aufgrund ihrer Spezifität sollte die Prolyloligopeptidase an der Rei-

fung und dem Abbau solcher biologisch aktiver Peptidhormone oder Neuropeptide via limi-

tierte Proteolyse beteiligt sein (Mentlein, 1988; Yaron and Naider, 1993). Seit längerem wird 

eine Funktion der POP im Lern- und Gedächtnisprozeß (Shishido et al., 1998) bzw. sehr 

kontrovers eine Beteiligung der Prolyloligopeptidase an der Generierung der die Alzhei-

mer‘sche Krankheit charakterisierenden senilen Plaques aus dem Amyloid precursor protein 

(APP) diskutiert (vgl. S. 23) (Kato et al., 1997; Yoshida et al., 1996; Shinoda et al., 1997; 

Toide et al., 1997). 

Eine POP-katalysierte post-Alaninspaltung zwischen Ala42 und Thr43 in der APP Sequenz 

könnte zur Bildung des βA41-42 Peptides führen. Aus der Literatur ist nicht bekannt, daß POP 

Valin, Serin oder Threonin in P1-Position akzeptiert (Nomura, 1986). Das heißt, daß die POP 

entweder eine breitere Substratspezifität aufweisen muß oder die Bildung der βA4-Peptide 

einem anderen Mechanismus, z.B. der konzertierten Wirkung verschiedener Proteasen, un-

terliegt. Wie bereits gezeigt (vgl. S. 39 ff.), ist DP IV in der Lage, neben Prolin und Alanin in 

P1-Position auch andere Aminosäuren zu akzeptieren. Da sich beide Enzyme hinsichtlich 

ihres Katalysemechanismus ähnlich verhalten (Demuth and Heins, 1995), sollte geprüft wer-

den, ob die POP ebenfalls andere Aminosäuren in P1-Position erkennt und somit als  

potentielle γ-Sekretase diskutiert werden kann. 

 

 

3.4.1  Einfluß der P1-Aminosäure auf die Substrathydrolyse 

3.4.1.1  Niedermolekulare Substrate 

 
Anhand von niedermolekularen Modellpeptiden wurde die Kinetik der Proteolyse von Sub-

straten untersucht, die kein Prolin in P1-Position haben. Zur Verfügung standen sowohl re-

kombinant in E. coli exprimierte POP aus Flavobacterium meningosepticum (POPFlavo) und 

am Beginn der Experimente aus Schweineniere gereinigte POP (POPSchwein). Das ebenfalls 

rekombinant in E. coli exprimierte humane Enzym war erst später verfügbar, so daß ein Teil 

der qualitativen Untersuchungen nicht mit dem humanen Enzym durchgeführt werden konn-

te. Die Sequenzhomologie zwischen der eukaryotischen und der prokaryotischen POP be-
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trägt 30% und im Bereich der katalytischen Domäne ca. 60%. In einem fluoreszenzspektro-

metrischen Aktivitätstest wurden die kinetischen Konstanten der Hydrolyse verschiedener 

Modellsubstrate bestimmt, die in P1-Position kein Prolin aufweisen und mit den kinetischen 

Konstanten der Hydrolyse eines Prolin-Substrates verglichen. Die Abhängigkeit der enzym-

katalysierten Hydrolysegeschwindigkeit von der Substratkonzentration zeigt hyperbolen Cha-

rakter (Michalis-Menten-Kinetik).  

Die kinetischen Messungen wurden bei 5 verschiedenen Substratkonzentrationen durchge-

führt. Die Konstanten der enzymatisch katalysierten Reaktion wurden mittels nichtlinearer 

Regression errechnet (vgl. S. 31).  

 

Tabelle 7: Kinetische Konstanten der POP-katalysierten Substrathydrolyse (POP 
aus Flavobacterium meningosepticum, rekombinant exprimiert in E. coli) 

Substrat Km 

[M] 

kcat 

[s-1] 

kcat/Km  

[M-1s-1] 

Z-Gly-Pro-AMC 1,48*10-5 ± 1,40*10-6 64,76 4,38*106 

Z-Gly-Ala-AMC 3,44*10- 5± 5,86*10-6 8,94 2,60*105 

Z-Gly-Ser-AMC 3,04*10-5 ± 5,97*10-6 0,313 1,03*104 

Z-Gly-Thr-AMC 5,97*10-5 ± 5,25*10-6  0,0131 2,19*102 

 

Tabelle 8: Kinetische Konstanten der POP-katalysierten Substrathydrolyse (huma-
ne POP, rekombinant exprimiert in E. coli) 

Substrat Km 

[M] 

kcat 

[s-1] 

kcat/Km  

[M-1s-1] 

Z-Gly-Pro-AMC 8,69*10-6 ± 5,60*10-7 4,046 5,06*105 

Z-Gly-Ala-AMC 1,52*10- 5± 2,30*10-6 0,761 5,01*104 

Z-Gly-Ser-AMC 2,86*10-5 ± 1,83*10-6 0,261 9,16*103 

Z-Gly-Thr-AMC 1,70*10-5 ± 2,61*10-6  0,115 6,76*103 

 

Aus den Tabellen 7 und 8 geht hervor, daß der Km-Wert des Substrates weitgehend unab-

hängig von der Aminosäure in P1-Position ist. Die Km-Werte liegen sowohl für das bakterielle 

als auch für das humane Enzym unabhängig von der Aminosäure in P1-Position in der glei-

chen Größenordnung und differieren nur wenig. kcat/Km, ein Maß für die katalytische Effizienz 

eines Enzyms, zeigt jedoch anschaulich, daß der Umsatz für das Prolin-Substrat am effek-
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tivsten erfolgte. Die Hydrolyse des Serin bzw. Threonin enthaltenden Substrates durch die 

humane POP erfolgt mit fast gleicher katalytischer Effizienz, während für den Umsatz des 

Threonin-Substrates durch bakterielle POP wesentlich höhere Proteinkonzentrationen einge-

setzt werden müssen. Dies äußert sich in den Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung 

sehr deutlich. Der kcat/Km-Wert für Z-GT-AMC liegt zwei Größenordungen unter dem 

kcat/Km-Wert von Z-GS-AMC. 

 

 
3.4.1.2  Biologisch aktive Polypeptide  

 
Das adrenocorticotrope Hormon (ACTH, Corticotropin) ist ein Neuropeptid, das im Hypophy-

senvorderlappen durch limitierte Proteolyse aus dem Vorläuferprotein Proopiomelanocortin 

(POMC) freigesetzt und in die Blutzirkulation abgegeben wird (Bertagna, 1994). ACTH stimu-

liert in der Nebennierenrinde die Sekretion von Glucocorticoiden. Corticotropin-like interme-

diate lobe peptide (CLIP, ACTH18-39) ist ein Teilpeptid des ACTH das u.a. in die Regulation 

des „Rapid eye movement“-(REM)-Schlafes involviert ist. Wetzel konnte 1994 erstmals zei-

gen, daß intracerebroventrikulare Applikation N-terminaler CLIP-Fragmente eine signifikante 

Verlängerung der REM-Schlaf-Episoden zur Folge hatte (Wetzel et al., 1994; Wetzel et al., 

1997). Besonders effektiv wirkte das Pentapeptid ACTH20-24. Es kann aus CLIP, das der 

ACTH-Teilsequenz ACTH18-39 entspricht, durch die Aktivität der beiden prolinspezifischen 

Peptidasen POP und DP IV freigesetzt werden. 

 

APVKVYPNVA1 0  EDESAEAFPL2 0 EF – CLIP-Sequenz 

 

Die potentiellen Spaltstellen für DP IV (Pro2) und POP (Pro7, Ala10, Ala15, Ala17, Pro19) wurden 

hervorgehoben.  

Zunächst wurde quantitativ untersucht, ob CLIP und ein die Spaltstelle der γ-Sekretase über-

spannendes Fragment des βA4-Peptides durch POP hydrolysiert werden können. Die Pepti-

de wurden mit POPFlavo und POPSchwein inkubiert (zum Zeitpunkt dieser Experimente stand 

noch keine humane POP zur Verfügung). Den Inkubationsansätzen wurden in definierten 

Zeitabständen Proben entnommen und mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert 

(vgl. S. 33). Sowohl CLIP als auch die gewählte Modellsequenz des βA4-Peptides (βA437-44) 

wurden POP-katalysiert gespalten. Als Hauptmetaboliten der CLIP-Proteolyse entstehen 

CLIP1-7 (= ACTH18-24), CLIP8-22 (= ACTH25-39) sowie CLIP8-19 (= ACTH25-36). Da in der Literatur 
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die Metaboliten überwiegend mit den ACTH-Fragmenten bezeichnet werden, soll dies nach-

folgend auch hier angewandt werden. 
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Abbildung 21:  Massenspektren von CLIP (ACTH18-39), aufgenommen nach 2 h Inkubati-
on des Substrates mit POPSchwein (A )und POPFlavo (B) in 40 mM Tris/HCl 
(pH 7,6) bei 37°C  

 
 
Hauptabbauprodukt der proteolytischen Spaltung des βA437-44 ist βA437-42. Proteolyse, die zur 

Bildung der Fragmente βA437-40 und βA437-43 führt, wurde mit POPFlavo nicht beobachtet. Bei 

Inkubation mit POPSchwein konnte nach ca. 22 Stunden in geringen Mengen βA437-43 detektiert 

werden (vgl. Abbildung 22). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

Abbildung 22:
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 Massenspektren von ββββA437-44, aufgenommen während der Inkubation des 
Substrates mit POPFlavo und POPSchwein in 40mM Tris/HCl (pH 7,6) bei 37°C  
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3.4.2.2  Sequentielle CLIP-Hydrolyse 

 

Wie bereits gezeigt (vgl. Tabelle 7 und Tabelle 8, S. 67), weisen eukaryotisches und proka-

ryotisches Enzym Unterschiede in ihrer Spezifität gegenüber Modellsubstraten auf. Um zu 

prüfen, ob dieses unterschiedliche Verhalten auch für die Proteolyse potentieller natürlicher 

Substrate zutrifft, wurde CLIP mit rekombinanter POP aus Flavobacterium meningosepticum 

und einer aus Schweineniere isolierten POP inkubiert. POPFlavo- bzw. POPSchwein-katalysierte 

Hydrolyse des Substrates führte zu unterschiedlichen Reaktionsprodukten.  

Im ersten Schritt wird durch die Aktivität beider Enzyme ACTH24-39 gebildet. Im zweiten 

Schritt greifen die Enzyme unterschiedliche Peptidbindungen an (vgl. Peptidsequenz S. 68 

und Abbildung 21, S. 69). Während das Säugerenzym durch Spaltung der Bindung nach 

Pro36 ACTH25-36 generiert, greift das bakterielle Enzym die Bindung nach Ala27 an und es 

entsteht ACTH28-39. 

Mit dem Ziel einer weiteren Charakterisierung der kinetischen Eigenschaften beider Enzyme 

wurden die Konstanten der primären Hydrolyse des CLIP (ACTH18-39) durch Kapillarzonen-

elektrophorese (CZE) bestimmt. 

 

Tabelle 9:  Kinetische Konstanten der primären Hydrolyse des CLIP katalysiert 
durch POPFlavo und POPSchwein 

Methode Enzym kcat 

[s-1] 

Km 

[M] 

kcat/Km 

[mM-1s-1] 

CZE POPSchwein 0,13 8,70*10-6 15,0 

 POPFlavo 54,81 1,06*10-5 5170,4 

 

Vergleicht man die kcat/Km-Werte für das Enzym aus den verschiedenen Spezies, so ist klar 

erkennbar, daß die Hydrolyse des CLIP durch POPFlavo effizienter erfolgt als durch das aus 

Säugergewebe isolierte Enzym. Der kcat/Km-Wert für das aus Schwein gereinigte Enzym da-

gegen liegt zwei Größenordnungen niedriger. Ein Vergleich der Halbwertszeiten des proteo-

lytischen Abbaus des CLIP (es wurden für das Substrat GPP-4NA vergleichbare Aktivitäten 

POPSchwein und POPFlavo eingesetzt), ergab einen dreißigmal schnelleren Umsatz des Pepti-

des durch das bakterielle Enzym. 
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Abbildung 23: Abnahme der CLIP-Konzentration in Abhängigkeit  
von der Zeit während der Inkubation mit POPFlavo  
bzw. POPSchwein 

 

Es konnte gezeigt werden, daß CLIP (ACTH18-39) durch Prolyloligopeptidase aus Flavobacte-

rium meningosepticum und aus Schwein in vitro enzymatisch abgebaut wird. Dabei entste-

hen, abhängig von der Spezies aus der die POP gereinigt wurde, verschiedene Fragmente.  

Da das Vorläuferpeptid Proopiomelanocortin, das die ACTH- und CLIP-Sequenz enthält, in 

der Hypophyse produziert wird, wurde geprüft, ob die Inkubation des CLIP mit Hypophysen-

homogenaten aus Schwein gleiche Proteolysefragmente ergibt wie die Inkubation des Pepti-

des mit gereinigtem Enzym. 
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Abbildung 24: Massenspektren von CLIP, zeitabhängig aufgenommen während  
der Inkubation mit Schweinehypophysenhomogenat 

y = 6,02E-10x2 - 6,01E-07x + 1,76E-04
R2 = 9,82E-01

y = 1,65E-06x2 - 2,20E-05x + 1,76E-04
R2 = 9,78E-01

1,0E-04

1,1E-04

1,2E-04

1,3E-04

1,4E-04

1,5E-04

1,6E-04

1,7E-04

1,8E-04

1,9E-04

0 20 40 60 80 100 120

Zeit [min]

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[M

]

POP(Schweineniere)

POP (Flavobacterium)

 

 



Ergebnisse 

72 

Während der ersten drei Stunden der Inkubation von CLIP mit Hypophysenhomogenat aus 

Schwein, konnte kein proteolytischer Abbau beobachtet werden. Die Verbindungen mit den 

Massen 1007 Da und 1056 Da sind sofort nach Zugabe des Hypophysenhomogenates 

nachweisbar. Sie sind keine Abbauprodukte des CLIP. Nach 21stündiger Inkubation ist ein 

Abbau des CLIP zu verzeichnen. Mit dem angewandten Versuchsansatz konnte der Mecha-

nismus dieses Abbaus jedoch nicht nachvollzogen werden. Es konnten weder durch DP IV- 

noch POP-Aktivität entstandene Proteolysefragmente von CLIP nachgewiesen werden. 

 

 

3.4.3  Einfluß von Hymenistatin-1 und seiner Derivate auf Eigenschaften der 
POP 

 

Hymenistatin-1 (HS-1) ist ein zyklisches Oktapeptid, das aus dem pazifischen Meeres-

schwamm Hymeniacidon isoliert wurde. Cebrat et al. (Cebrat et al., 1996; Gaymes et al., 

1997) konnten zeigen, daß Hymenistatin-1 in vivo eine dem Cyclosporin A ähnliche immun-

suppressive Wirkung hervorruft, wenn auch höhere Konzentrationen notwendig sind, um 

vergleichbare Effekte zu erzielen. Welchem Mechanismus die Supprimierung der Immun-

antwort durch HS-1 folgt, ist bislang nicht aufgeklärt worden. Hymenistatin-1 enthält in seiner 

Sequenz drei Prolinreste. Aufgrund der prolinreichen Struktur ist es denkbar, daß Hymenista-

tin-1 neben Immunophilinen auch mit POP interagiert.  

Um den Einfluß des linearen Analogons des Hymenistatin-1 (lineares HS-1), Hymenistatin-1 

(HS-1) und Rapamycin auf die katalytische Aktivität der POP zu untersuchen, wurde ein pho-

tometrischer Test genutzt. Die Strukturen der Verbindungen sind in Abbildung 25 dargestellt. 
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Abbildung 25: Strukturen von linearem HS-1, HS-1 und Rapamycin 

 

Tabelle 10 faßt die ermittelten Hemmkonstanten zusammen. Im Vergleich zu Rapamycin 

weist die Peptidstruktur des Hymenistatins bessere inhibitorische Eigenschaften auf. Die 

Inhibierungskonstante Ki ist ca. zwei Größenordnungen kleiner als die des Rapamycins. Die 

Makrolidstruktur des Rapamycins verfügt wahrscheinlich über schlechtere Erkennungs-

determinanten für das Enzym, woraus eine schlechtere Bindung an die POP und damit ein 

schlechterer Ki-Wert resultieren kann. Um zu prüfen, ob die Hemmkinetik tatsächlich einem 

kompetitiven Mechanismus folgt, wurde eine Sekundärauftragung durchgeführt (vgl. Abbil-

dung 26) . 

 

Tabelle 10: Konstanten der Inhibierung der POP-katalysierten GPP-4NA  
Hydrolyse durch HS–1, HS-1-Analoga und Rapamycin 

Substanz Ki – Wert *107 M 

Rapamycin 202,04 ± 39,8 

lineares Hymenistatin-1 4,61 ± 0,42 

lineares Hymenistatin-1(5-8) 8,63 ± 0,57 

Hymenistatin-1 4,71 ± 0,40 

 

lineares Hymenistatin-1: 
 
    I l e - I l e - P r o - P r o - T y r - V a l - P r o - L e u  
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Rapamycin: 

O

O

N

O
O

O

O

OCH3

OH

H3CO
O

OCH3

OH

HO

17

13

17

39

35

9

31

27

3

23

 



Ergebnisse 

Die nachfolgende Abbildung zeigt als ausgewähltes Beispiel die Hemmung der POP-

katalysierten Substrathydrolyse durch HS-1 in der Sekundärauftragung der Anstiege aus 

dem DIXON-Diagramm als Funktion der reziproken Substratkonzentration. In dieser Sekun-

därauftragung durchläuft die Gerade den Koordinatenursprung. Das belegt, daß die Hem-

mung einem kompetitiven Mechanismus folgt.  
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ldung 26: Sekundärauftragung zur Bestimmung des Hemmtyps der POP- 
katalysierten GPP-4NA Hydrolyse durch HS-1 

molekularer Interaktionsstudien konnten diese Konstanten, die die Bindung des 

an sein Target im Gleichgewicht beschreiben (bisher ausgedrückt als Ki-Werte) 

erden. Da die rekombinant exprimierte POP über einen Histidin-tag (His-tag) ver-

e für diese Untersuchungen ein Chip gewählt, auf dessen Oberfläche eine hohe 

tion von Nitriltriacetylsäure (NTA) immobilisiert wird. Die NTA beladene Oberfläche 

ickel-Ionen gesättigt, so daß über den Versuchszeitraum eine stabile Bindung zwi-

 His-tag des Proteins und der Chipoberfläche gewährleistet ist. Diese Form der 

ierung ermöglicht eine Fixierung des Liganden ohne die Proteinfaltung zu beein-

s wurden keine Unterschiede in den Bindungskonstanten für das lineare HS-1 und 

nden. Als Kontrolle wurde ebenfalls der KD-Wert für die Bindung des HS-1 an En-

 His-tag (auf einen CM5-Chip gekoppelt) bestimmt. Es konnte gezeigt werden, daß 

iedenen Immobilisierungsmethoden die Bindung des Liganden an das Enzym nicht 

en. 
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Tabelle 11: Vergleich der Bindungskonstanten von linearem HS-1 bzw HS-1 an im-
mobilisierte POPFlavo 

Substanz KD—Wert *10-7 M χ2 

lineares Hymernistatin (His-tag -Protein) 5,68 0.87 

Hymenistatin-1 (His-tag -Protein) 6,81 1,51 

Hymenistatin-1 (Wildtyp-Protein) 6,53 2,07 

 

Aufgrund der Sequenz des linearen Peptides war zu vermuten, daß sowohl lineares HS-1 als 

auch die davon abgeleitete Teilsequenz, lineares HS-15-8, Substrate der POP darstellen. 

Diese Hypothese wurde durch Inkubation von HS-1, linearem HS-1 und linearem HS-15-8 mit 

POP geprüft. In definierten Zeitabständen wurden dem Inkubationsansatz Proben entnom-

men. Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde der Reaktionsverlauf verfolgt. Beide 

linearen Peptide wurden als Substrate erkannt (vgl. Abbildung 27). HS-1 dagegen wurde 

nicht als Substrat akzeptiert und stellt somit einen echten kompetitiven Inhibitor des Enzyms 

dar. 
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Abbildung 27: Massenspektrum von linearem HS-1, zeitabhängig aufgenommen wäh-
rend der Inkubation mit POPFlavo in 40 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,6) bei 
37°C 
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Soll eine Substanz in vivo wirksam sein, so muß sie zunächst an ihren Wirkort, also in die 

Zelle transportiert werden. Eine erste Charakterisierung der Transporteigenschaften des  

HS-1 erfolgte durch Inkubation von HS-1 auf U343-Zellen. Diese Zell-Linie ist eine Neu-

roblastoma-Zell-Linie und wurde etabliert, um humane POP rekombinant exprimieren zu 

können. Abbildung 28 zeigt die POPhuman-Restaktivität in den Zellen in Abhängigkeit von der 

eingesetzten Inhibitorkonzentration. 50% der POP-Aktivität in U343-Zellen konnten mit 

100 µM HS-1 gehemmt werden. Das heißt, HS-1 wird in die Zellen transportiert. Es sind rela-

tiv hohe Konzentrationen notwendig, um einen inhibitorischen Effekt zu erreichen.  

 

 
Abbildung 28: Vergleich der Restaktivitäten der POP-katalysierten Z-GP-AMC-

Hydrolyse nach Inkubation von U343-Zellen mit HS-1 

 

Um die molekularen Mechanismen der Immunsuppression durch HS-1 zu charakterisieren, 

wurde der Einfluß von HS-1 und linearem HS-1 auf verschiedene Signalwege in T-Zellen 

untersucht. Diese Experimente wurden im Arbeitskreis von Prof. S. Ansorge (Universität 

Magdeburg) durchgeführt.  

Die Signaltransduktion spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zelldifferenzierung 

und Zellproliferation. Zu den Hauptsignaltransduktionswege gehört die „mitogen-aktivierte 

Protein-(MAP)-Kinase“-Kaskade, die eine Form der zellulären Reaktion auf Stressoren und 

Pathogene darstellt.  

50,52

77,20
72,71

85,41

100,00

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

100 µM 20 µM 10 µM 5 µM 0 µM

Hymenistatin [µM]

 R
es

ta
kt

iv
itä

t [
%

]

 



Ergebnisse 

77 

Es konnte gezeigt werden, daß HS-1 und lineares HS-1 keinen Einfluß auf den p42/44-MAP-

Kinase Weg haben. HS-1 kann zu einer Aktivierung der p38MAP-Kinase führen. Dieser Ef-

fekt wird sowohl durch das Peptid allein als auch nach Stimulierung der T-Zellen durch anti-

CD3 erzielt. Die anti-CD3 induzierte Aktivierung der Proteinkinase B wurde durch HS-1 und 

lineares HS-1 gehemmt. Um nachzuweisen, ob diese Ergebnisse ursächlich auf eine Inhibie-

rung der POP zurückführbar sind, wurden in dem gleichen System zwei verschiedene spezi-

fische POP Inhibitoren eingesetzt. Z-F-P-Pyrrolidid ist ein reversibler Inhibitor der POP  

(Ki = 1*10-6M). Die Hemmung der POP durch Z-F-A-CMK folgt dagegen einem irreversiblen 

Mechanismus (kinact = 87,6 M-1s-1). Beide Verbindungen hatten keinen Einfluß auf die 

p38MAP-Kinase Aktivierung, d.h. daß dieser Transduktionsweg unabhängig von der POP 

durch HS-1 aktiviert wird. Die Hemmung der anti-CD3 induzierten Proteinkinase B Aktivie-

rung konnte durch beide Inhibitoren erzielt werden. Es wurde also gezeigt, daß die POP in 

die Signaltransduktion über Proteinkinase B involviert ist.  
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4   DISKUSSION 

 

Die Iminosäure Prolin ist ein wichtiges strukturbildendes Element von Peptiden und Protei-

nen. Sie hat entscheidenden Einfluß auf die Sekundär- und Tertiärstruktur dieser Moleküle. 

Nur wenige hochspezifische Enzyme sind der Lage, die Hydrolyse prolylhaltiger Peptidbin-

dungen effizient zu katalysieren. Somit stellt der Einbau der Iminosäure Prolin in die Peptid-

kette einen Schutz vor unspezifischem enzymatischem Abbau dar. Viele biologisch aktive 

Peptide besitzen N-terminal an ihrer vorletzten Aminosäureposition einen Prolylrest. Die Pro-

teolyse prolinhaltiger Peptide durch hochspezifische Enzyme kann nicht nur der Peptidmeta-

bolisierung dienen, sondern auch zu Strukturveränderungen führen, deren Folge eine Ände-

rung der biologischen Aktivität der Peptide ist (Yaron and Naider, 1993; DeMeester et al., 

1999; Mentlein, 1999). 

Die proteolytischen Enzyme Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) und Prolyloligopeptidase (POP) 

gehören zu diesen prolinspezifischen Proteasen. Eine Aufklärung ihrer biologischen Funktion 

ist von besonderem Interesse, da eine Vielzahl biologisch aktiver Peptide als potentielle 

Substrate beider Enzyme beschrieben worden sind und ihnen wichtige Funktionen in der 

Modulation so hochkomplexer Prozesse wie der Regulation des Glukose- und Energiehaus-

haltes oder der Lern- und Gedächtnisprozesse zugeschrieben werden (Schols et al., 

1998).(Struyf et al., 1999; Mentlein, 1999) 

Für DP IV wurde beschrieben, daß sie ebenfalls selektiv, aber weniger effizient die Hydroly-

se solcher Peptidbindungen katalysiert, an denen in P1-Position Serin, Glycin oder Valin be-

teiligt sind (Bongers et al., 1992). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ge-

zeigt werden, daß diese erweiterte Substratspezifität der DP IV auch von physiologischer 

Relevanz (z.B. Glukagon) ist und daß die Mitglieder der GRF-Superfamilie Substrate der 

DP IV sind. In diesem Kontext sollen Funktion und Eigenschaften der DP IV als multifunktio-

nelle, regulatorische Protease diskutiert werden. Unter besonderer Berücksichtigung der 

Beeinflußbarkeit der enzymatischen Aktivität stellt das Enzym einen therapeutischen An-

satzpunkt in der Behandlung pathologischer Zustände, wie z.B. Diabetes mellitus oder Adi-

positas dar.  

Des weiteren werden die Ergebnisse zu kinetischen Eigenschaften der POP und deren po-

tentielle Beteiligung an Signaltransduktionsprozessen in Relation zum aktuellen Stand der 

Forschung gesetzt. 



Diskussion 

79 

4.1  Erweiterte Substratspezifität der DP IV 

4.1.1  Substrate mit Serin, Glycin oder Valin in P1-Position  

 

DP IV akzeptiert neben Prolin und Alanin auch andere Aminosäuren in P1-Position (Bongers 

et al., 1992). Deshalb untersuchten Mentlein et al., ob diese erweiterte Substratspezifität 

ebenfalls auf die in humanem Serum beobachtete DP IV-ähnliche Aktivität zutrifft. Dazu wur-

de die Metabolisierung der Peptidhormone GLP-1, GIP, PHM und VIP in humanem Serum 

mittels HPLC analysiert. Es konnte gezeigt werden, daß Prolin- und Alaninsubstrate (GLP-1, 

GIP, PHM) umgesetzt werden. Eine Hydrolyse des in P1-Position Serin enthaltenden Pepti-

des VIP wurde jedoch nicht beobachtet (Mentlein et al., 1993).  

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, daß alle getesteten Peptide der 

GRF-Familie, also auch solche mit Serin in P1-Position, Substrate der DP IV sind. Da Chole-

cystokinin 21 (CCK21) in P1‘-Position ein Prolin aufweist und die DP IV nicht in der Lage ist, 

die Hydrolyse von Pro-Pro-Bindungen zu katalysieren, ist dieses Peptid nicht direkt durch 

DP IV angreifbar (vgl. S. 17, S. 52). 

Sterische Einschränkungen um die zu spaltende Peptidbindung sollten Einfluß auf die kataly-

tische Aktivität der DP IV haben. Zyklisierung zwischen Asp3 und Lys12 im GRF-Analogon 

cyclo3,12[Ala15]GRF(1-29)-NH2 verringerte die Proteolysegeschwindigkeit durch DP IV um 

zwei Größenordnungen (Bongers et al., 1992). Demgegenüber wurde mit der vorliegenden 

Arbeit gezeigt, daß Somatostatin-14 (SMS-14) als Substrat durch die DP IV akzeptiert wird, 

obwohl SMS-143-14 durch eine Disulfidbrücke zwischen Cystein3 und Cystein14 zyklisiert vor-

liegt (vgl. Ergebnisse, S. 50). Die Inaktivierung von SMS-14 in der Blutzirkulation folgt einem 

anderen Weg. Vermutlich Aminopeptidasen katalysieren die sequentielle Abspaltung der 

beiden N-terminalen Aminosäuren Alanin und Glycin.  

Als Hauptabbauprodukt der Proteolyse von SMS-28 durch DP IV wurde SMS-287-28 nachge-

wiesen (vgl. Ergebnisse, S. 51). Dieses Fragment kann Produkt sequentieller proteolytischer 

Angriffe der DP IV auf das erste Reaktionsprodukt SMS-283-28 sein. Das Hydrolyseprodukt 

von SMS-283-28, SMS-285-28, war nicht nachweisbar. Anhand der bekannten kcat/Km-Werte für 

die DP IV-katalysierte Proteolyse des [Ser2]-GRF (Bongers et al., 1992) kann gefolgert wer-

den, daß die Hydrolyse der Peptidbindung Ser4-Arg5 der geschwindigkeitslimitierende Schritt 

dieser sequentiellen Spaltung ist. Das entstandene SMS-285-28 wird sofort durch die DP IV 

angegriffen und unter Freisetzung des Dipeptides Arg-Pro zu SMS-287-28 abgebaut. 

Um zu zeigen, daß die Inaktivierung der Peptidhormone der GRF-Familie in der Zirkulation 

ebenfalls durch die Aktivität der DP IV erfolgt, wurde der Abbau der Peptide in humanem 

Serum untersucht. In den letzten Jahren wurden jedoch verschiedene Enzyme mit DP IV- 
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bzw. DP IV-ähnlicher Aktivität im Serum beschrieben. Diese Proteine besitzen eine von 

DP IV/CD26 differente Primärstruktur (Jacotot et al., 1996; Duke-Cohan et al., 1995; Iwaki-

Egawa et al., 1998). Über ihre enzymologischen Eigenschaften ist wenig bekannt. So wird 

Attractin, zunächst als DPPT-L bezeichnet, der Hauptanteil der im Serum enthaltenen DP IV-

Aktivität zugeschrieben (Duke-Cohan et al., 1995). Demgegenüber geht aus Untersuchun-

gen von Durinx et al. hervor, daß 95% der DP IV-ähnlichen Aktivität des Serums auf 

DP IV/CD26 zurückführbar sind (Durinx et al., 2000). Obwohl keine Sequenzhomologie zwi-

schen DP IV und Attractin besteht, weist Attractin ähnliche Eigenschaften wie DP IV auf. Es 

hydrolysiert gleichfalls artifizielle, niedermolekulare Substrate mit Prolin oder Alanin an P1-

Position. Das pH-Optimum ist leicht in das basische Milieu verschoben. Während die DP IV 

am effizientesten bei einem pH-Wert von 7,6 arbeitet, bevorzugt Attractin einen pH-Bereich 

um 8,5. Ob sich das katalytische Verhalten gegenüber längerkettigen Substraten ebenfalls 

ähnelt, ist noch nicht genauer untersucht worden. Das bisher größte beschriebene DP IV-

Substrat, das Chemokin RANTES, wird ebenfalls durch Attractin umgesetzt. Nach Abspal-

tung des ersten N-terminalen Dipeptides (Ser-Pro) katalysiert die DP IV die Hydrolyse eines 

weiteren Dipeptides (Tyr-Ser), während Attractin nicht in der Lage ist, dieses zweite Dipeptid 

freizusetzen (Duke-Cohan et al., 2000). Das heißt, daß Attractin nicht an der Hydrolyse von 

Substraten beteiligt sein sollte, die Serin, Glycin oder Valin in P1-Position haben. Aus den 

hier vorgestellten Untersuchungen geht hervor, daß alle im Serum enthaltenen Enzyme mit 

DP IV-ähnlicher Aktivität durch Isoleucyl-Thiazolidin, einen substratanalogen kompetitiven 

Inhibitor der DP IV, gehemmt werden können. Die Hemmkonstanten von Isoleucyl-

Thiazolidin für DP IV respektive DP IV-ähnliche Aktivität humanen Serums unterscheiden 

sich nicht signifikant (Daten nicht gezeigt). Inwieweit Enzyme mit DP IV-ähnlicher Aktivität 

ebenfalls gastrointestinale Peptidhormone als Substrat akzeptieren, kann aus den erhaltenen 

Daten nicht gefolgert werden, da eine Differenzierung der Aktivität der einzelnen Enzyme im 

Serum bisher nicht möglich ist. Die qualitative Analyse der massenspektrometrischen Unter-

suchungen zum Metabolismus der Peptide der GRF-Familie zeigte, daß sich die Halbwerts-

zeit der Prolin- und Alanin-Substrate beim Abbau durch Serum-DP IV-Aktivitäten in etwa 

verdoppelte. Größere Unterschiede traten bei der Hydrolyse der Serin- und Glycin-Substrate 

zutage. Diese wurden in Serum mindestens um den Faktor vier (VIP) langsamer abgebaut 

(vgl. Tabelle 3, S. 53). Auf die Ursache dieses verzögerten Abbaus kann aus den vorliegen-

den Daten nicht geschlossen werden. Denkbar ist, daß nur die lösliche Form der DP IV den 

Substratumsatz katalysiert und deshalb geringere Abbaugeschwindigkeiten beobachtet wer-

den. Alternativ könnten DP IV-ähnliche Enzyme diese Substrate als Liganden erkennen, a-

ber nicht deren Hydrolyse katalysieren, so daß durch ihre Bindung die effektive Substratkon-

zentration erniedrigt wird, was sich ebenfalls in einer geringeren Hydrolyserate äußern kann. 

Letztlich kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, daß die Hydrolyse längerkettiger 
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Substrate durch Protein-Protein-Interaktion der Enzyme mit Serumkomponenten gehemmt 

wird, wenn diese für die Katalyse essentielle sekundäre Bindungsstellen besetzen.  

Somatostatin-14 wurde nicht durch die Serum-DP IV-Aktivität hydrolysiert, jedoch von der 

aus Schweineniere gereinigten DP IV N-terminal verkürzt. Das könnte einerseits auf bessere 

Substrateigenschaften von SMS-14 für Aminopeptidasen hinweisen. Andererseits kann dies 

auch in von DP IV differenten Substratanforderungen der DP IV-ähnlichen Enzyme des Se-

rums begründet sein. Ein weiteres Indiz dafür, daß sich die Eigenschaften der DP IV-

ähnlichen Enzyme des Serums von denen der DP IV unterscheiden, ergaben Experimente 

mit Metformin. Metformin ist ein niedermolekulares, orales Antidiabetikum. Mannucci et al. 

beschrieben kürzlich, daß Metformin die Aktivität der DP IV hemmt (Mannucci et al., 2000). 

Um diese Aussage zu verifizieren, wurde im Kontext der vorliegenden Arbeit der Einfluß von 

Metformin auf die DP IV-katalysierte Inaktivierung von GLP-1 untersucht. Es konnte gezeigt 

werden, daß Metformin in hohen Konzentrationen (1 mM) die Halbwertszeit des Abbaus von 

GLP-1 durch gereinigte DP IVSchwein verkürzt, während geringere Konzentrationen (10 µM) 

keine Effekte zeigten. Die DP IV-Aktivität im Serum gegenüber GLP-1 blieb durch 1 mM Met-

formin unbeeinflußt (Daten nicht gezeigt). Inwieweit einzelne Enzyme oder die Gesamtheit 

der DP IV-ähnlichen Enzyme des Serums die Hydrolyse bioaktiver Peptide mit Prolin, Alanin 

oder Serin an vorletzter Aminosäureposition katalysieren, muß in weiterführenden Experi-

menten geklärt werden. Ließe sich differenzieren, welche Enzyme an welchem Peptidmeta-

bolismus beteiligt sind und wären diese selektiv durch differenzierende Effektoren beeinfluß-

bar, so könnten hochwirksame und nebenwirkungsarme Medikamente zur Therapie von z.B. 

Adipositas oder inflammatorischen Erkrankungen entwickelt werden. 

 

Es konnte beobachtet werden, daß ein Teil der analysierten Peptide in der Blutzirkulation 

nicht durch DP IV oder DP IV-ähnliche enzymatische Aktivitäten abgebaut wird. Cholecysto-

kinin21 (CCK21) wird durch Aminopeptidasen zu CCK212-21 verkürzt und ist nun durch DP IV 

angreifbar. Somatostatin-14 unterliegt im Serum ebenfalls durch Aminopeptidasen katalysier-

ter Hydrolyse.  

Im Verlauf des Inkubationsexperimentes von PACAP-38 in Serum konnten keine DP IV-

Katalyseprodukte detektiert werden (siehe auch Ergebnisse S. 48). Die nachgewiesenen N- 

und C-terminalen Fragmente können durch endoproteolytische Aktivitäten entstanden sein.  

PACAP-38 verfügt mit Lys20-Lys21 z.B. über eine Spaltstelle für Peptidasen, die zwischen 

basischen Aminosäuren spalten.  

Ein ähnlicher Effekt wurde beim Abbau des GRF in humanem Serum beobachtet. Den  

initialen Schritt der Inaktivierung des GRF stellt die DP IV-katalysierte Hydrolyse zu GRF3-44 

dar. Als Hauptmetabolit wurde GRF21-44 nachgewiesen. Dieses Fragment könnte durch die 



Diskussion 

82 

Aktivität von Endoproteasen mit Spezifität für basische Aminosäuren in P1-Position, z.B. 

Trypsin, gebildet worden sein. Die Stabilisierung des N-Terminus durch Hemmung der 

DP IV-Aktivität mittels Isoleucyl-Thiazolidin führt zu einem stark verlangsamten proteolyti-

schen Abbau des Peptides und zu einem veränderten Fragmentmuster. Aufgrund der detek-

tierten Teilpeptide kann vermutet werden, daß eine Abbaustabilisierung des aminoterminalen 

Bereiches zu vorwiegend durch Carboxypeptidasen katalysierter Proteolyse führt.  

Aus der Hemmung der DP IV-Aktivität im Serum durch Isoleucyl-Thiazolidin resultierte ein 

verzögerter Abbau bzw. die Resistenz der Peptidhormone gegen Proteolyse. Für alle unter-

suchten Peptide geht aus der Literatur hervor, daß ein intakter N-Terminus essentielle Vor-

aussetzung für die Erkennung spezifischer Rezeptoren und die Auslösung der Signalkaska-

de ist (Vandermeers et al., 1992; Juarranz et al., 1999; Robberecht et al., 1986; Hinke et al., 

2000; Kieffer et al., 1995). Daraus kann abgeleitet werden, daß die enzymatische Hydrolyse 

durch DP IV der initiale Schritt der Inaktivierung der Peptidhormone der GRF-Familie im Se-

rum ist.  

Um Aussagen über die biologische Relevanz des DP IV-katalysierten Metabolismus der un-

tersuchten Peptidhormone zu ermöglichen, wurden mit Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese 

die kinetischen Konstanten Km, kcat und kcat/Km der DP IV gegenüber ausgewählten Peptiden 

bestimmt. Die Konzentration der Peptidhormone im Organismus liegt im pico- bis nanomola-

ren Konzentrationsbereich. Daher muß für die Beurteilung der Substrateigenschaften unter 

physiologischen Bedingungen die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung kcat/Km he-

rangezogen werden. Ist die Substratkonzentration sehr viel kleiner als die Enzymkonzentra-

tion, so wird die Reaktionsgeschwindigkeit von der Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes 

bestimmt. Diese Bildungsgeschwindigkeit kann nicht größer werden als die diffusionskontrol-

lierte Begegnung von Enzym und Substrat. Das kinetische Optimum wird durch kcat/KM-Werte 

zwischen 108 und 109 M-1s-1 charakterisiert (Stryer, 1990). Die ermittelten Km-Werte liegen im 

mikromolaren Bereich unabhängig von der Aminosäure in P1-Position (vgl. Tabelle 3, S. 53). 

Es stellt sich die Frage, ob DP IV weiterhin als prolinspezifische Protease bezeichnet werden 

kann, wenn sie auch andere Aminosäuren in P1-Position akzeptiert. Anhand des kcat/Km-

Wertes läßt sich jedoch die Präferenz des Enzyms für Prolin- und Alanin-Substrate klar 

nachweisen. 

Wie bereits aus der Literatur für Neuropeptid Y (NP Y), Peptide YY (P YY) oder Pancreatic 

Polypeptide (PP) bekannt ist, kann die Proteolyse des N-Terminus der Peptidhormone ihre 

Spezifität für bestimmte Rezeptoren verändern und somit andere biologische Reaktionen 

auslösen (Medeiros and Turner, 1996; Gerald et al., 1996; Mentlein et al., 1993). Rezeptor-

studien für andere gastrointestinale Peptidhormone mit den entsprechenden N-terminalen 

Fragmenten (z.B. für den VIP/PACAP-Rezeptor) sind nicht publiziert, so daß zunächst nur 
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eine Inaktivierung der gastrointestinalen Peptidhormone durch die Aktivität der DP IV disku-

tiert werden kann.  

Alle analysierten gastrointestinalen Peptide sind in unterschiedlicher, zum Teil entgegenge-

setzter Weise in die Regulation der Nahrungsaufnahme involviert. So stimulieren die Increti-

ne GIP und GLP-1 sowie PACAP die Glukose-induzierte Insulinsekretion, die zu einer Ver-

ringerung der Blutglukosekonzentration führt. Glukagon wird bei niedrigem Blutglukosespie-

gel ausgeschüttet und stimuliert cAMP-vermittelt die Glykogenolyse. Von Guo et al. wurde 

gezeigt, daß P YY die GIP-stimulierte Insulinfreisetzung hemmt (Guo et al., 1989). Da, durch 

diese Arbeit nachgewiesen, die Peptidhormone der GRF-Superfamilie ebenso wie die Neu-

ropeptide NP Y und P YY Substrate der DP IV sind (Mentlein et al., 1993; Kieffer et al., 

1995), muß es Mechanismen geben, die die Aktivität der Peptidhormone so regulieren, daß 

sie, angepaßt an die Situation des Stoffwechsels, ihre Funktionen erfüllen können. Diese 

Feinregulation kann durch feed-back-Mechanismen, lokal begrenzte oder zeitlich limitierte 

Sekretion oder durch unterschiedliche Affinitäten der Substrate zu der sie inaktivierenden 

Protease erfolgen. Anhand der ermittelten kinetischen Konstanten kann vermutet werden, 

daß Hormone die endokrin wirksam sind (z.B. Glukagon, GLP-1 oder GIP), also durch die 

Zirkulation im Organismus an ihren Wirkort transportiert werden, eine gewisse Resistenz 

gegen DP IV erfordern, um als biologisch aktive Peptide ihren Wirkort zu erreichen. Demge-

genüber werden lokal wirkende Peptide wie NP Y, GRF oder P YY durch DP IV schnell und 

effizient hydrolysiert (Mentlein, 1999). 

Die Wirkung der DP IV-katalysierten Hydrolyse auf zwei ausgewählte Peptide wird in den 

folgenden Abschnitten besprochen. 

 

 

4.1.1.1  Glukagoninaktivierung durch DP IV-katalysierte Hydrolyse 

 

Glukagon ist ein aus 29 Aminosäuren aufgebautes Peptidhormon, das in den �-Zellen der 

Bauchspeicheldrüse und in den endokrinen Zellen der intestinalen Mukosa als Propeptid 

exprimiert wird. In Abhängigkeit vom Syntheseort entstehen im Pankreas vorwiegend Gluka-

gon und im Dünndarm GLP-1. Bisher wurde angenommen, daß Glukagon durch Dipeptidyl-

peptidase I (DP I, Cathepsin C, EC 3.4.14.1) inaktiviert wird. Die DP I ist eine lysosomal loka-

lisierte Cysteinprotease mit breiter Substratspezifität. Ihre Substrate sind Polypeptide, von 

deren unsubstituierten N-Termini sie Dipeptide abspaltet. DP I kann die Hydrolyse nicht kata-

lysieren, wenn sich Arginin oder Lysin in P1-Position bzw. Prolin in P1‘-Position befinden. 

DP I wurde in vielen Geweben von Säugetieren nachgewiesen. Besonders hohe Konzentra-
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tionen wurden in Milz und Niere gefunden. Ihre vorrangige physiologische Funktion scheint 

der Abbau von Proteinen in den Lysosomen zu sein (Barrett et al., 1998). Es wird ebenfalls 

vermutet, daß DP I eine Rolle im Glukagon-Metabolismus der Leber spielt. Jedoch scheint 

der hepatische Abbau des Glukagons von untergeordneter Bedeutung bei der Regulation der 

Aktivität des Glukagons zu sein. Der Umstand, daß Glukagon bei seiner Passage durch per-

fundierte Rattenleber nicht abgebaut wird, stützt diese These (Hildebrandt et al., 1991);(Talor 

et al., 1983). 

1993 wiesen Poulson & Hansen DP IV in den α-Zellen sekretorischer Granulae des Pankre-

as nach (Poulson et al., 1993). 1999 konnte durch Grondin et al. eine Kolokalisation von 

DP IV und Glukagon in Zellen der Langerhans’schen Inseln gezeigt werden (Grondin et al., 

1999). Aufgrund der in dieser Arbeit erfolgten Untersuchungen zur erweiterten Substratspezi-

fität lag es nahe, Glukagon als potentielles DP IV-Substrat zu analysieren. 

Es konnte gezeigt werden, daß sowohl gereinigte DP IVSchwein als auch die DP IV-Aktivität 

des Serums die Freisetzung des N-terminalen Dipeptides His-Ser katalysieren. Das resultie-

rende Fragment Glukagon3-29 wurde durch DP IVSchwein um ein weiteres Dipeptid zu Gluka-

gon5-29 verkürzt. Eine ähnliche schrittweise Hydrolyse durch DP IV wurde bereits von Proost 

et al. für das Macrophage-derived chemokine (MDC) beschrieben (Proost et al., 1999). Die 

Inkubation von Glukagon in humanem Serum erzeugte ein Peptid, dessen Molekulargewicht 

17 Da geringer war als das des erwarteten Produktes Glukagon3-29. Synthetisches Gluka-

gon3-29 wurde durch humanes Serum ebenfalls schnell in die 17 Da leichtere Peptidform ü-

berführt. Das läßt darauf schließen, daß zunächst durch die DP IV-Aktivität des Serums das 

N-terminale Dipeptid freigesetzt wird und das entstandene Glukagon3-39 durch ein Enzym des 

Serums am aminoterminalen Glutamin zyklisiert wird. Diese Zyklisierung führt zur Abspal-

tung einer NH3-Gruppe (17 Da). Enzyme, die eine solche Zyklisierungsreaktion katalysieren 

können, sind Transglutaminasen. Sie bewirken die Ausbildung einer neuen γ-Amid-Bindung 

zwischen der γ-Carboxamidgruppe des Glutamins und primären Aminen (Aeschlimann and 

Thomazy, 2000; Hohenadl et al., 1995). Da das entstandene Peptid resistent gegen weitere 

DP IV-katalysierte Proteolyse ist, muß an der Zyklisierung die α-Amino- oder γ-

Carboxamidgruppe des Glutamins beteiligt sein. Zu den potentiellen Reaktionsprodukten, die 

ein Molekulargewicht von 3242,6 Da aufweisen, gehören: [pGlu3]-Glukagon3-29, cyclo1-12-

Glukagon3-29, cyclo1-20-Glukagon3-29 oder cyclo1-24-Glukagon3-29. Fischer & Spieß beschrieben 

ein weiteres Enzym, das in der Lage ist, N-terminale Glutaminreste in Pyroglutamin zu über-

führen (Fischer and Spiess, 1987). Bezogen auf Glukagon sollte das Produkt dieser durch 

Glutaminyl-Zyklase (auch QC, EC 2.3.2.5) katalysierten Reaktion [pGlu3]-Glukagon3-29 sein. 

Synthetisches [pGlu3]Glukagon3-29 konnte mittels HPLC, CZE und MALDI-TOF MS nicht vom 

Produkt der Zyklisierung im Serum (Glukagon3-29-17 Da) unterschieden werden. Eine weitere 
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Charakterisierung des für die Zyklisierung verantwortlichen Enzyms erfolgte im Rahmen der 

Diplomarbeit von S. Schilling, der QC-Aktivität im Serum nachweisen konnte.  

Der bis dato postulierte proteolytische Abbau des Glukagons durch DP I in der Blutzirkulation 

konnte nicht nachgewiesen werden, da sich im humanen Serum keinerlei DP I-Aktivität de-

tektieren ließ. Ein hochspezifischer Inhibitor der DP I supprimierte die Hydrolyse des Gluka-

gons im Serum nicht (F. Rosche, persönliche Mitteilung). Da in der Literatur ebenfalls eine 

Inaktivierung des Glukagons in der Niere diskutiert wird, wurde die Rolle des DP IV oder DP I 

katalysierten Glukagonabbaus in der Niere untersucht. Es wurden drei Inkubationsansätze 

gewählt (vgl. Abbildung 16, S. 57). Der Zusatz von EDTA inhibiert alle Metalloproteasen, 

denen durch die Chelatbildung mit EDTA die für ihre Aktivität notwendigen Metallionen ent-

zogen werden. Isoleucyl-Thiazolidin hemmt die Aktivität der DP IV. DP II, ein Schwesteren-

zym der DP IV mit ähnlichen kinetischen Eigenschaften, das ebenfalls durch Isoleucyl-

Thiazolidin inhibiert wird, kommt nur in geringen Mengen in der Niere vor und sollte auch 

aufgrund seiner Substratspezifität nicht in den Glukagonmetabolismus involviert sein. Aus 

den Massenspektren kann gefolgert werden, daß am Abbau des Glukagons in der Niere eine 

Vielzahl anderer proteolytischer Enzyme beteiligt ist. 

Die hier vorgestellten in vitro-Experimente zeigen, daß die DP IV als eines der hauptverant-

wortlichen Enzyme in die Inaktivierung des Glukagons in der Zirkulation des Organismus 

involviert sein kann (vgl. S. 54ff.).  

Um diese These zu prüfen und die Auswirkungen des N-terminalen Glukagonabbaus und 

seiner Zyklisierung auf die biologische Aktivität des Glukagons zu charakterisieren, wurden 

in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. R. Pederson (University of British Columbia, 

Vancouver, Canada) weitere Studien in Rattenmodellen durchgeführt. Es wurde der Abbau 

von Glukagon durch DP IVSchwein und durch Plasma von Wistar-Ratten in einem Bioassay 

untersucht. Glukagon wurde zunächst unter verschiedenen Bedingungen vorinkubiert und 

dann subcutan oder i.v. Ratten gespritzt. Durch diesen Test kann der Effekt des Glukagons 

auf die Blutglukosekonzentration bestimmt werden. Die Injektion des entweder mit gereinig-

ter DP IV oder mit Rattenplasma vorinkubierten Glukagons führte zu einem kompletten Ver-

lust seiner hyperglykämischen Wirkung in der Ratte. Im Gegensatz dazu verhinderte der 

DP IV-Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidin im Vorinkubationsansatz aus Glukagon und Rattense-

rum bzw. aus Glukagon und gereinigter DP IV den Verlust der biologischen Aktivität des 

Glukagons. Dieses Ergebnis wurde durch Inkubationsstudien von Glukagon im Plasma nor-

maler Fischer-Ratten (d.h. CD26+/DP IV+) und in Plasma von DP IV-negativen japanischen 

Fischer-Ratten gestützt. Die von japanischen Fischer-Ratten exprimierte DP IV hat eine Mu-

tation von Gly633 zu Arg633. Diese Mutation trifft das aktive Zentrum der DP IV. Deshalb ist 

das Protein katalytisch inaktiv. Eine weitere Folge dieser Mutation ist der verstärkte und sehr 

schnelle Abbau des Proteins im endoplasmatischen Retikulum, so daß japanische Fischer-
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Ratten als CD26-/DP IV- betrachtet werden können (Tsuji et al., 1992). Eine vernachlässigba-

re, geringe Restaktivität des Rattenplasmas gegen das Standardsubstrat GP-4NA resultiert 

wahrscheinlich aus den Aktivitäten der Enzyme mit DP IV-ähnlicher Aktivität. Inkubation von 

Glukagon im Plasma normaler Fischer-Ratten bewirkte den Verlust der biologischer Aktivität, 

während die Inkubation im  Plasma DP IV-negativer Ratten keinerlei Auswirkung auf die Glu-

kose-freisetzenden Eigenschaften des Glukagons hatte (Hinke et al., 2000). 

Ergänzende Experimente erfolgten an CHO-K1-Zell-Linien, die mit dem humanem Glukagon-

Rezeptor transfiziert wurden und diesen überexprimieren. Zunächst wurden die in vitro 

nachgewiesenen Produkte der DP IV-Katalyse auf agonistische bzw. antagonistische Wir-

kungen am Glukagon-Rezeptor untersucht. Alle Fragmente wiesen schwache agonistische 

Eigenschaften auf. Das Potential, die cAMP-Produktion zu stimulieren, nahm in folgender 

Reihenfolge ab: 

Glukagon > [pGlu3]Glukagon3-29 > Glukagon3-29 > Glukagon5-29. 

Da die Peptide nur schwache Agonisten waren, wurden sie ebenfalls auf ihre antagonisti-

schen Eigenschaften hin untersucht. Einzig Glukagon5-29 wirkte antagonistisch auf die Stimu-

lation von cAMP durch 1 nM Glukagon1-29 (Hinke et al., 2000). Die Zyklisierung des N-

terminalen Gln3 von Glukagon3-29 zu [pGlu3]-Glukagon ändert dessen Affinität zum Glukagon-

rezeptor und sein Adenylatzyklase-stimulierendes Potential. Diese Ergebnisse unterstreichen 

die Bedeutung des intakten N-Terminus des Glukagons für die Auslösung der biologischen 

Antwort nach Rezeptorbindung.  

Um weitere Aussagen über Struktur-Wirkungsbeziehungen zu ermöglichen, erfolgte eine N-

terminale Modifizierung des Glukagons.  

Der Einbau einer D-Aminosäure in P1-Position führte zu einem DP IV-resistenten Glukagon-

analogon. Andererseits wird [D-Ser2]-Glukagon in humanem Serum sehr schnell abgebaut 

(t1/2 = 46,7 min). Die Molekulargewichte der nachgewiesenen Peptidfragmente entsprechen 

[D-Ser2]-Glukagon1-17 und [D-Ser2]-Glukagon1-16. Das heißt, der proteolytische Abbau erfolgt 

zwischen Arg17 und Arg18. Er könnte Resultat einer tryptischen Aktivität sein und weist darauf 

hin, daß ein intakter, natürlicher N-Terminus auch für eine Resistenz gegen Endoproteasen 

verantwortlich ist, die wahrscheinlich strukturell begründet ist. Weiterhin wurde für das Frag-

ment [D-Ser2]-Glukagon1-17 ein durch Carboxypeptidasen katalysierter Abbau zu  

[D-Ser2]-Glukagon1-16 beobachtet.  

Unabhängig von der beobachteten verstärkten proteolytischen Zugänglichkeit verfügt  

[D-Ser2]-Glukagon als einziges der getesteten N-terminal modifizierten Glukagonanaloga 

über eine erhöhte Bioaktivität (Hinke et al., 2000). Möglicherweise beruht dieses erhöhte 

Glukose-stimulierende Potential auf der effizienteren Bindung der Proteolyse-resistenten  
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[D-Ser2]-Glukagonfragmente an den Rezeptor. Es ist denkbar, daß diese Fragmente gute 

Agonisten sind.  

Dies stimmt mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen überein. So wurde der Einfluß von 

Miniglukagon (Glukagon19-29) (Dalle et al., 1999) sowie zweier N-terminaler Glukagonfrag-

mente – Glukagon1-14 und Glukagon1-21 – auf die Insulinsekretion untersucht (Ohneda et al., 

1992). Glukagon1-14 bewirkte bei gleichzeitiger Glukoseinfusion einen leicht erhöhten Plas-

mainsulinspiegel. Der Mechanismus dieses Effektes wurde nicht aufgeklärt. Miniglukagon 

hemmt dosisabhängig zu 80 bis 100% die durch Glukose, Glukagon, GLP-1 oder Glibencla-

mid stimulierte Insulinsekretion. Es hatte keinen Effekt auf die cAMP-Produktion. Deshalb ist 

eine über den Glukagonrezeptor vermittelte Wirkung auszuschließen. Elektrophysiologische 

Experimente führten zu dem Schluß, daß Miniglukagon zu einer Membranhyperpolarisation 

führt, die möglicherweise auf der Öffnung von Kalium-Kanälen beruht. Aus den bislang gene-

rierten Daten kann nicht geschlossen werden, ob der Glukose-stimulierende Effekt von [D-

Ser2]-Glukagon rezeptorvermittelt wird oder auf einem anderen Signalweg erfolgt. Hierfür 

sind weiterführende Experimente notwendig. 

Die Konfigurationsänderung auf der carboxyterminalen Seite der hydrolysierten Peptid-

bindung (Gln3 → D-Gln3) hat, verglichen mit Glukagon, eine ca. sechsfach reduzierte Abbau-

geschwindigkeit durch DP IV zur Folge. Diese Modifikation führte zu einer erheblich schlech-

teren Bindung am Glukagonrezeptor, die sich auch in einem, verglichen mit Glukagon, gerin-

geren Glukose-stimulierenden Potential ausdrückt. 

Erwartungsgemäß resultiert aus der Phosphorylierung des Serin2 zu [(P)Ser2]-Glukagon und 

der dadurch eingeführten negativen Ladung in P1-Position ebenfalls ein gegen DP IV-

Aktivität stabiles Peptid (Kaspari et al., 1996). In der Zirkulation verhindert diese Phosphory-

lierung den DP IV-katalysierten Abbau des [(P)Ser2]-Glukagons jedoch nicht. Aus den zeit-

abhängig aufgenommenen Massenspektren der Inkubation von [(P)Ser2]-Glukagon kann 

gefolgert werden, daß zunächst eine Dephosphorylierung des (P)Ser2 erfolgt. Das entste-

hende Glukagon kann danach wiederum ungehindert durch DP IV oder Enzyme mit DP IV-

Aktivität angegriffen werden. Die erhöhte Halbwertszeit der phosphorylierten Verbindung läßt 

darauf schließen, daß die Dephosphorylierung des (P)Ser2 der Reaktionsschritt ist, der die 

Abbaugeschwindigkeit dieser Verbindung im Serum limitiert.  
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4.1.1.2 Eigenschaften von Analoga und Fragmenten des Glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide (GIP) 

 

GIP1-42 gehört neben GLP-1 zu den Incretinen, die einen zu Glukagon inversen Effekt auf die 

Blutglukosekonzentration haben. Die Aufnahme insbesondere kohlenhydratreicher Nahrung 

und der damit verbundene Anstieg der Blutglukosekonzentration erfordern eine schnelle Re-

aktion des Organismus auf diesen hyperglykämischen Zustand. Die Sekretion von GIP,  

GLP-1 und PACAP stimuliert die Insulinfreisetzung, die verstärkte Aufnahme von Glukose in 

Muskelgewebe und führt letztendlich im gesunden Organismus zu einer Normalisierung des 

Blutglukosespiegels. In den letzten Jahren wurde das therapeutische Potential der Hormone 

GLP-1 und GIP für die Behandlung von Diabetes mellitus Typ II (Altersdiabetes, Non-insulin 

dependent diabetes mellitus - NIDDM) erkannt (Deacon et al., 1998; Holst and Deacon, 

1998; Marguet et al., 2000; Nauck et al., 1996; Nauck et al., 1997; Nauck, 1998). Intensive 

Untersuchungen über Struktur-Wirkungsbeziehungen erfolgten jedoch nur an GLP-1 

(Burcelin et al., 1999; Parker et al., 1998; Siegel et al., 1999b; Siegel et al., 1999a). Basie-

rend auf Erkenntnissen, die für die spezifische Bindung des GIP an seinen Rezeptor und für 

die Auslösung der biologischen Antwort verschiedene Bereiche des GIP verantwortlich ma-

chen (Morrow et al., 1996; Gelling et al., 1997), wurde die Synthese von GIP-Analoga und -

Fragmenten konzipiert, die schlechte oder keine Substrate der DP IV sind. Es wurden deren 

Eigenschaften als Substrate der DP IV untersucht (vgl. S.61 ff.). 

Aus Modifikationen der Aminosäure in P1-Position im Modellpeptid GIP1-30 resultierten Ver-

bindungen mit erhöhter Halbwertszeit des Abbaus durch DP IV. Die Halbwertszeit verlänger-

te sich um das 53- ([Ser2]-GIP1-30, [Gly2]-GIP1-30) bis 111-fache ([Val2]-GIP1-30). Untersuchun-

gen zu den kinetischen Eigenschaften von Nicht-Prolin und Nicht-Alanin-Substraten der 

DP IV wurden bereits von Bongers et al. (Bongers et al., 1992) anhand verschiedener GRF-

Analoga durchgeführt. Dabei ergab sich für die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung 

kcat/Km folgende Reihenfolge in Abhängigkeit von der Aminosäure in P1-Position: 

Abu > Pro > Ala >> Ser > Gly = Val >> Leu 

Diese Verhältnisse spiegeln sich auch in den Halbwertszeiten für [Ser2]-GIP1-30, [Gly2]-GIP1-30 

und [Val2]-GIP1-30 wider. Die Halbwertszeit des DP IV-katalysierten Abbaus für [Val2]-GIP1-30 

ist jedoch rund zweifach länger als für [Gly2]-GIP1-30. Die in biomolekularen Interaktionsstu-

dien bestimmten Bindungskonstanten KD für diese Peptide an immobilisierte DP IV korres-

pondieren mit diesen Ergebnissen. Der KD-Wert für [Val2]-GIP beträgt das doppelte des KD-

Wertes von [Gly2]-GIP1-30 (vgl. S. 65). Diese Resultate sprechen im Fall der GIP-Analoga 

dagegen, daß Peptidbindungen mit Glycin oder Valin in P1-Position ähnlich effizent hydroly-
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siert werden, wie es aus der oben aufgeführten Reihenfolge der kcat/Km-Werte für die GRF-

Analoga zu schließen gewesen wäre. 

[Ser2]-GIP1-6 wurde, verglichen mit [Ser2]-GIP1-30, schneller durch DP IV hydrolysiert. Dieses 

Resultat stimmt gut mit den von Nausch et al. sowie Hoffmann et al. publizierten Daten über-

ein, daß die Effizienz der DP IV-katalysierten Hydrolyse mit steigender Peptidkettenlänge 

abnimmt (Nausch et al., 1990; Hoffmann et al., 1993). Demgegenüber wurden [Gly2]-GIP1-6 

und [Val2]-GIP1-6 über die gesamte Versuchsdauer nicht durch DP IV angegriffen (vgl. S. 63). 

Einerseits ist die katalytische Effizienz des Umsatzes von Substraten mit Glycin und Valin in 

P1-Position geringer, andererseits wurde [Ser2]-GIP1-6 schneller hydrolysiert als die entspre-

chende längerkettige Verbindung, so daß die schlechteren kinetischen Eigenschaften keine 

hinreichende Erklärung für die Resistenz gegen die DP IV-katalysierte Hydrolyse sind 

(Bongers et al., 1992). Denkbar ist, daß für den Umsatz von Glycyl- und Valylsubstraten eine 

Fixierung des Peptides in einer weiteren Bindungsstelle notwendig ist, um die Katalyse im 

aktiven Zentrum zu ermöglichen. Die beiden Hexapeptide wären demzufolge nicht in der 

Lage, diese Bindungsstelle zu erreichen. Diese Auffassung wird durch modelltheoretische 

Arbeiten gestützt, auf die in einem späteren Abschnitt detaillierter eingegangen wird (Brandt, 

2000). 

Einige der in dieser Arbeit vorgestellten GIP-Analoga wurden in ergänzenden in vitro Expe-

rimenten auf ihre physiologischen Eigenschaften untersucht. Diese Versuche erfolgten eben-

falls im Arbeitskreis von Prof. R. Pederson (University of British Columbia, Vancouver, Ca-

nada) an mit dem humanen GIP-Rezeptor transfizierten CHO-K1-Zellen. Für die Bindung an 

den Rezeptor und die Stimulation der Adenylatzyklase ist das Peptidfragment GIP1-30 not-

wendig. Alle auf diesem Modell basierenden, in dieser Arbeit untersuchten Analoga zeigen 

eine nur wenig reduzierte Affinität zum Rezeptor (drei- bis vierfach größere IC50-Werte vergli-

chen mit GIP1-30). Die Einführung von D-Aminosäuren in P1- und P1‘-Position (Ala2→D-Ala2; 

Glu3→D-Glu3) verringerte das Potential der Peptide die Adenylatzyklase zu stimulieren nur 

gering. Einen stärkeren Einfluß auf diese Eigenschaft hatte die Substitution des Ala2. Diese 

Modifikation hatte auf die Bindung an den GIP-Rezeptor keine Auswirkungen, verminderte 

aber die Stimulierung der Adenylatzyklase drastisch. Keines der untersuchten C-terminal 

verkürzten Fragmente (GIP1-6, GIP1-13, GIP1-14, GIP1-15) konnte an den rekombinanten GIP-

Rezeptor binden bzw. ihn aktivieren (Kühn-Wache et al., 2000). Unter Berücksichtigung der 

Bindungs- und Aktivierungseigenschaften der GIP-Fragmente und GIP-Analoga wären daher 

nur [D-Glu3]-GIP1-30, [D-Ala2]-GIP1-30 und [Ser2]-GIP1-30 von pharmakologischem Interesse.  

Die Bedeutung des GIP für die Regulation des Blutglukosespiegels wird in der Literatur sehr 

unterschiedlich diskutiert. Konsens besteht darin, daß es einen direkten und indirekten Effekt 

des GIP auf die Stimulation der Insulinsekretion gibt. In immunozytochemischen Untersu-

chungen konnte nachgewiesen werden, daß im Dünndarm des Hundes die GIP-
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produzierenden K-Zellen gleichmäßig verteilt im Duodenum und Jejunum vorkommen, wäh-

rend 73% der GLP-1 produzierenden L-Zellen im Jejunum lokalisiert wurden. Der mittlere 

Teil des Dünndarms enthält 69% der K-Zellen und 51% der L-Zellen. 30% der L-Zellen in 

dieser Region sind benachbart zu K-Zellen. Die Autoren schließen daraus, daß ein parakri-

ner Effekt des GIP auf die GLP-1-Sekretion sehr wahrscheinlich ist (Damholt et al., 1999). 

Miyawaki et al. untersuchten die Regulation des Blutglukosespiegels in GIP-Rezeptor-

knock out-Mäusen. Wurde Glukose intraperitoneal appliziert, so gab es im Glukose-

Toleranz-Test keine Unterschiede zwischen GIP-Rezeptor -/- und +/+ Mäusen. Wurde die 

Glukose oral verabreicht, so wiesen die Rezeptor-negativen Mäuse höhere maximale Gluko-

sekonzentrationen und einen geringeren Insulinspiegel auf. Die Ergebnisse deuten darauf 

hin, daß die Insulinsekretion der β-Zellen des Pankreas vorrangig durch Glukose und GIP 

reguliert wird. Es wird postuliert, daß die Unterbrechung der GIP/GIP-Rezeptor-Achse, wie 

sie bei Diabetikern des Typs II vorkommt, zur Entstehung des Diabetes beitragen kann 

(Miyawaki et al., 1999). Weitere Hinweise, daß eine Stabilisierung der Incretine GIP und 

GLP-1 gegen DP IV-katalysierte Hydrolyse einen therapeutischen Effekt auf Diabetes Typ II 

haben können, ergeben sich aus den Versuchen von Marguet et al., die die Glukosehomö-

ostase in DP IV-knock-out-Mäusen analysierten. Diese Mäuse verfügen lediglich über gerin-

ge DP IV-ähnliche Aktivitäten. CD26/DP IV konnte durch Antikörper nicht nachgewiesen 

werden. Wurden GLP-1 oder GIP im Plasma von DP IV -/- Mäusen inkubiert, so wurde nach 

4 Stunden lediglich Endoproteolyse beobachtet. Die Tiere zeigten nach einem oralen Gluko-

se-Toleranz-Test signifikant geringere Blutglukosekonzentrationen verglichen mit den Kon-

trolltieren. Ebenso wurden höhere Insulin- und GLP-17-36-Spiegel nachgewiesen. Das heißt, 

die Stabilisierung der Incretine führte zu einer verbesserten Glukose-Toleranz. Eine verlang-

samte DP IV-katalysierte Hydrolyse kann entweder durch die Applikation von Inhibitoren der 

DP IV oder, wie im Rahmen dieser Arbeit untersucht, durch Substitution von für die Katalyse 

wichtigen Aminosäuren in der Peptidsequenz der Substrate erfolgen. Ein verlangsamter Ab-

bau der endogenen Peptidhormone oder der exogen verabreichten Peptidanaloga hat zwei 

Vorteile: 

• Das Hormon stimuliert seinen Rezeptor länger und erhöht damit die biologische Ant-

wort auf den Ausgangsstimulus (z.B. erhöhte Blutglukosespiegel oder Fettaufnahme). 

• Das Hormon wird dennoch abgebaut, so daß Nebeneffekte wie eine Hypoglykämie 

oder antigene Wirkungen minimiert werden. 

Unter diesem Aspekt betrachtet, kristallisierten sich die Verbindungen [D-Glu3]-GIP1-30 und 

[Ser2]-GIP1-30 als potentielle Antidiabetika heraus. Beide Peptide verfügen über gute Rezep-

torbindungseigenschaften und ein hohes insulinstimulierendes Potential. Eine weitere Opti-

mierung der Peptidanaloga wäre denkbar durch weiterführende Untersuchungen zu Struktur-
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Wirkungsbeziehungen. Aus den bislang in der Literatur publizierten Daten ist zu schließen, 

daß es mehrere Bindungsstellen am Rezeptor gibt. Bindungsstudien mit C-terminalen GIP-

Fragmenten an isolierten, perfundierten Ratten-Pankreata zeigten, daß GIP19-30 seine insuli-

notropen Eigenschaften behielt (Morrow et al., 1996). Eine andere Studie mit GIP-

Fragmenten, deren Wirkung am rekombinant in CHO-K1-Zellen exprimierten GIP-Rezeptor 

untersucht wurde, weist darauf hin, daß GIP6-30 die hochaffine Bindungsregion für den Re-

zeptor enthält (Gelling et al., 1997). In Anlehnung an Experimente zu Struktur-

Wirkungsbeziehungen zwischen Corticotropin-releasing factor (CRF) (Beyermann et al., 

2000) und seinem Rezeptor wäre die Synthese von GIP-Analoga, die sich aus N- und C-

terminalen Fragmenten des GIP (verknüpft durch helikale Linker) zusammensetzen, denk-

bar. Durch Bindungsstudien am GIP-Rezeptor könnte geprüft werden, ob es tatsächlich zwei 

oder mehrere Bindungsstellen für das GIP gibt, die essentiell für die Bindung am Rezeptor 

und dessen Aktivierung sind.  

 

 

4.2 Mechanismus DP IV-katalysierter Hydrolyse von Substraten mit Serin, 
Valin oder Glycin in P1-Position 

4.2.1  Hydrolyse von Prolinsubstraten 

 

Die DP IV ist durch den klassischen Inhibitor Diisopropylfluorphosphat inaktivierbar und wird 

somit als Serinprotease klassifiziert. Die Anordnung der katalytischen Triade (Ser, Asp, His) 

(David et al., 1993) und der Katalysemechanismus unterscheiden die DP IV von den klassi-

schen Serinproteasen der Subtilisine (Asp, His, Ser) und Chymotrypsine (His, Asp, Ser) 

(Rawlings et al., 1991). Infolge der Sequenzhomologie um den aktiven Serylrest und der 

Anordnung der katalytischen Triade wird die DP IV gemeinsam mit der POP in die Prolyloli-

gopeptidasefamilie (S9) eingeordnet (Rawlings & Barrett 1994). Für Serinproteasen gilt all-

gemein, daß durch die Substratbindung eine Konformationsänderung im Enzym induziert 

wird, die zu einem Protonentransfer vom aktiven Serin auf das Histidin führt. Das so entstan-

dene Histidiniumion wird durch den Aspartylrest stabilisiert. Das aktivierte Serin greift nun 

nukleophil die zu hydrolysierende Bindung des Substrates unter Ausbildung eines ersten 

tetrahedralen Intermediates an. Dieses negativ geladene tetrahedrale Addukt wird durch ein 

Wasserstoffbrückenbindungssystem im sogenannten „oxyanion hole“ stabilisiert. Aus dem 

Zerfall dieses Intermediates entsteht das Acylenzym. Durch die Hydrolyse des Acylenzyms 

werden über ein zweites tetrahedrales Intermediat letztendlich das Reaktionsprodukt und 

das freie Enzym generiert. 
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Abbildung 29: 3D-Darstellung des Modells der Sekundärstruktur der katalytischen Do-
mäne der DP IV, basierend auf der Röntgenkristallstruktur der POP und 
Homologiemodelling 

 

Aufgrund umfangreicher kinetischer Untersuchungen und an der Struktur der POP orientier-

ter modelltheoretischer Berechnungen wird als Mechanismus der DP IV-katalysierten Sub-

strathydrolyse folgendes Modell diskutiert: 

Die S1-Bindungsstelle der DP IV, die für die Erkennung des Prolylrestes des Substrates ver-

antwortlich ist, wird durch drei Tyrosylreste (Tyr666, Tyr547 und Tyr631) sowie Val556 auf dem 

Boden dieser Bindungstasche repräsentiert. In einer sandwichartigen Struktur wird das Prolin 

in der P1-Position des Substrates durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Tyro-

sylresten Tyr631 und Tyr666 so positioniert, daß sich die zu spaltende Peptidbindung senkrecht 

zur Hydroxylgruppe des aktiven Serylrestes orientiert. Die Stabilisierung des im tetrahedralen 

Intermediat entstehenden Oxyanion erfolgt durch die phenolische Hydroxylgruppe eines wei-

teren, in die S1-Bindungsseite weisenden Tyrosylrestes (Tyr547). Aus diesen modelltheoreti-

schen Betrachtungen geht ebenfalls hervor, daß der protonierte und positiv geladene N-

Terminus des Substrates mit der Seitenkette des Glutamylrestes Glu688 interagiert. Des wei-

teren wird eine zweite Bindungsstelle vorgeschlagen, die als S2‘- bis S5‘-Bindungsregion für 
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Liganden beschrieben werden kann (Brandt, 2000). Der hier vorgestellte Mechanismus ba-

siert auf Studien am Modell der katalytischen Domäne der DP IV und der aus röntgenkristal-

lographischen Experimenten gewonnen Struktur der POP. Die Propellerdomäne wurde für 

diese Untersuchungen nicht betrachtet.  

Anhand der Tertiärstruktur der POP und mittels gerichteter Punktmutation konnte für die 

POP gezeigt werden, daß der in der N-terminalen Propellerregion lokalisierte Cysteinrest 

Cys255 für die Katalyse wichtig ist (Szeltner et al., 2000). Arbeiten von Abbott et al. weisen 

darauf hin, daß auch am Katalysemechansimus der DP IV zwei Glutamylreste in Position 

205 und 206 der postulierten Propellerdomäne der DP IV beteiligt sind (Abbott et al., 1999).  

Als alternative Hypothese wird für DP IV und POP ein Substrat-unterstützter Katalyseme-

chanismus diskutiert. Dieses Modell versucht zwei grundlegende Fragen zu beantworten: 

1. Kann es zur Ausbildung bestimmter Konformationen prolinhaltiger Peptide kommen, die 

eine Substraterkennung durch DP IV oder POP begünstigen? 

2. Können sich solche Konformationen oder Übergänge zwischen diesen fördernd auf die 

Katalyse und damit auf das kinetische Verhalten von DP IV und POP auswirken? 

Es ist bekannt, daß prolinhaltige Dipeptide in wäßrigen Lösungen in mehreren Konformatio-

nen vorliegen können. Ebenfalls nachgewiesen werden konnte, daß Xaa-Pro-4-Nitroanilide 

in einem im Gleichgewicht befindlichen Gemisch von cis- und trans-Isomeren vorliegen. Es 

wird jedoch nur die trans-Form der Substrate produktiv an das Enzym gebunden. Aus diesen 

Besonderheiten wurde folgender Katalysemechanismus abgeleitet: 

1. Die trans-Form der Substrate wird nichtkovalent an das Enzym gebunden. Bezogen auf 

die DP IV sollte der protonierte N-Terminus durch möglicherweise intramolekulare Wech-

selwirkung mit dem Carbonylsauerstoff der Imidgruppierung den Angriff des Nukleophils 

erleichtern.  

2. Aus diesem nukleophilen Angriff resultiert eine negative Partialladung am Carbonylsau-

erstoffatom und der Übergang des Kohlenstoffs vom planaren zum tetrahedralen Zu-

stand. Eine Reihe damit verbundener konformativer Veränderungen im Substratmolekül 

bewirkt dann eine erleichterte Rotation um die Xaa-Pro-Peptidbindung. Die Stabilisierung 

der trans-Konformation wird aufgehoben. 

3. Es bildet sich die cis-Konformation des kovalenten Enzym-Substrat-Komplexes aus. Die-

ses erste tetrahedrale Intermediat wird möglicherweise durch eine Wasserstoffbrücke 

vom N-Terminus her stabilsiert. Die sterischen und elektronischen Eigenschaften des 

Komplexes bewirken eine Lösung der Kohlenstoff-Stickstoff-Bindung. 

Der entstandene Xaa-Pro-Serylester befindet sich in relativ hydrophober Umgebung und 

daher kann die trans-Konformation des Esters nicht mehr durch intramolekulare Wasser-
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stoffbrückenbindungen stabilisiert werden. Ein wahrscheinlich basenkatalysierter Angriff ei-

nes Wassermoleküls ist energetisch erleichtert, es erfolgt wie zuvor beschrieben die Ausbil-

dung eines zweiten tetrahedralen Intermediates und letztendlich werden das freie Enzym 

regeneriert sowie das Xaa-Pro-Dipeptid freigesetzt. 

Es wird gefolgert, daß post-prolinspaltende Peptidasen mittels Bindungsspaltung eine cis-

trans-Isomerisierung „katalysieren“ (Demuth, 1988; Demuth and Heins, 1995).  

 

 

4.2.2  Katalyse von Substraten mit Serin, Valin und Glycin in P1-Position 

 

Angesichts des optimalen Arrangements der katalytischen Triade für Prolin in P1-Position 

stellt sich die Frage, wie eine Katalyse der Spaltung von Serin-, Glycin-, Valin- oder Threo-

ninsubstraten erfolgen kann. Aufgrund der Beobachtung, daß die Hydrolyse der Fragmente 

[Val2]-GIP1-6 und [Gly2]-GIP1-6 durch DP IV nicht katalysiert werden kann, die längerkettigen 

Fragmente [Val2]-GIP1-30 sowie [Gly2]-GIP1-30 demgegenüber Substrate der DP IV sind, lag 

die Vermutung nahe, daß für die Hydrolyse von Substraten mit Ser, Val oder Gly in 

P1-Position weitere sekundäre Wechselwirkungen notwendig sind. Von Brandt wurde bereits 

eine zweite hydrophobe Bindungstasche vermutet, die in die Bindung von HIV-Tat-Protein 

oder Chemokinen involviert sein könnte (Brandt, 2000). Da eine Tertiärstruktur des Gluka-

gons in der Brookhaven Datenbank (Protein data bank, PDB) verfügbar ist, wurde durch Mo-

leküldynamiksimulationen die in Abbildung 30 dargestellte Struktur der Wechselwirkungen 

zwischen Glukagon und DP IV errechnet (W. Brandt, persönliche Mitteilung). 
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Abbildung 30: 3D-Darstellung des Modells der Sekundärstruktur der katalytischen  
Domäne der DP IV mit Glukagon (grün) als Liganden  

 
 

Der Übersichtlichkeit halber wurde darauf verzichtet, die einzelnen Interaktionen zwischen 

Ligand (Glukagon) und Enzym graphisch darzustellen. Eine Vielzahl von Wechselwirkungen 

zwischen Ligand und Enzym sorgt dafür, daß das Serin in P1-Position so zum aktiven Seryl-

rest der DP IV positioniert wird, daß die Hydrolyse der Peptidbindung katalysiert werden 

kann. Anhand der Sekundärstrukturen kann vermutet werden, daß das N-terminale Histidin 

des Glukagon eine Salzbrücke mit dem Glutamylrest Glu668 ausbildet und die Seitenkette 

schwache hydrophobe Wechselwirkungen mit Valin665 eingeht. Der Carbonylsauerstoff des 

Serin2-Restes des Glukagons bildet zur phenolischen Hydroxylgruppe des Tyr547 eine Was-

serstoffbrückenbindung aus, die eine katalytisch produktive Positionierung der zu spaltenden 

Peptidbindung gewährleistet. Die Amidgruppe der Hauptpeptidkette des Glutamin3 des Glu-

kagons kann mit der Carbonylgruppe des Asparagylrestes710 der DP IV interagieren. Denk-

bar ist ebenfalls die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung von der Seitenkette des 

Glutamin3 (Glukagon) zur Seitenkette des Glutamylrestes553 (DP IV). Hydrophobe Wechsel-

wirkungen zwischen der Seitenkette des Phenylalanin6 und Isoleucin742 sorgen ebenso für 

eine Stabilisierung der Glukagonbindung an die DP IV wie die Interaktion des Serylrestes8 

mit der Seitenkette des Serin552. Zusätzlich erscheinen weitere Wechselwirkungen zwischen 

Lysin12 und Aspartat556, Aspartat15 und Arginin560 sowie zwischen Arginin17 und Aspartat556 

wahrscheinlich, die die Hypothese der Existenz einer zweiten hydrophoben Bindungsregion, 

insbesondere für die Bindung längerkettiger Liganden, stützen.  

Aus den Untersuchungen zu Substrateigenschaften von [Ser2]-GIP1-6 und [Val2]-GIP1-6 folgte, 

daß [Ser2]-GIP1-6 DP IV-katalysiert gespalten wird, während [Val2]-GIP1-6 und [Gly2]-GIP1-6 

nicht umgesetzt wurden. Worin unterscheiden sich die Substrateigenschaften von 

[Ser2]-GIP1-6 und [Val2]-GIP1-6 für DP IV? Hierzu wurden ebenfalls modelltheoretische Be-

trachtungen angestellt. Abbildung 31 zeigt die Anordnung von [Ser2]-GIP1-6 im Modell des 

aktiven Zentrums der DP IV.  
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Abbildung 31: Molekülgraphische Darstellung der Wechselwirkung von [Ser2]-GIP1-6 mit 
dem Modell des katalytischen Zentrums der DP IV  
(Magenta-Kohlenstoffe = Ligand, blaue Beschriftung = Aminosäurereste 
der DP IV, Magenta-Beschriftung = Aminosäurereste des Liganden, grü-
ne Linien symbolisieren essentielle H-Brücken) 

 

Es ist gut erkennbar, daß auch für dieses Hexapeptid stabilisierende Wasserstoffbrücken-

bindungen zwischen Glutamat3 und Glutamin553 und Threonin5 und Histidin740 sowie eine 

Salzbrücke zwischen dem C-terminalen Phenylalanin6 und Arginin560 eine optimale Positio-

nierung der zu hydrolysierenden Peptidbindung zum aktiven Serylrest des Enzyms gewähr-

leisten. Dafür spricht ebenfalls der Abstand des ω-Serylhydroxylsauerstoffs zum Kohlenstoff 

der zu spaltenden Bindung von 3,3 Å, der einem für den nukleophilen Angriff optimalen Ab-

stand entspricht. In Abbildung 32 ist ein Modell des nach dem nukleophilen Angriff des ω-

Serylhydroxylsauerstoffs auf die Carbonylgruppe des Serin2 entstehenden tetrahedralen In-

termediates dargestellt. Das Oxyanion wird durch eine Wasserstoffbrücke zu Tyrosin547 und 

aufgrund der Interaktion des positivierten Histidins zur NH-Gruppe der zu spaltenden Bin-

dung stabilisiert.  
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Abbildung 32: energetisch optimierte Struktur des postulierten tetrahedralen Interme-
diates, das sich nach dem Angriff des nukleophilen Serylrestes des akti-
ven Zentrums der DP IV auf die Carbonylgruppe des Serylrestes des 
Substrates ausbildet  

 

 

Dockingstudien mittels spezieller Moleküldynamiksimulationen mit dem Fragment  

[Val2]-GIP1-6 legen den Schluß nahe, daß die Interaktion des Valylrestes in P1-Position mit 

Tyrosin666 des Enzyms stark erschwert ist. Es ergibt sich in diesem Modell ein Bindungsab-

stand zwischen dem ω−Serylhydroxylsauerstoffs des aktiven Serins und der Carbonylgruppe 

des Valin2 von 5,8 Å, der eine Reaktion unmöglich macht (Abbildung 33). Dennoch sollte das 

Peptid über gute Bindungseigenschaften verfügen, so daß sich aus den theoretischen Be-

trachtungen ableiten ließ, daß [Val2]-GIP1-6 ein potenter kompetitiver Inhibitor der DP IV sein 

kann. Diese Hypothese wurde im enzymkinetischen Test geprüft, konnte aber nicht bestätigt 

werden (Daten nicht gezeigt). Des weiteren wird deutlich, daß Substrate mit Valin in P1-

Position schlecht in die S1-Bindungsstelle der DP IV passen und daher zusätzlicher sekundä-

rer Interaktionen zwischen Valylsubstrat und Enzym bedürfen, die zu einer solchen Fixierung 

des Substrates führen, die eine produktive Bindung im aktiven Zentrum und damit die Bin-

dungsspaltung erlaubt.  
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Abbildung 33: Modell möglicher Wechselwirkungen zwischen [Val2]GIP1-6 und dem ak-
tiven Zentrum der DP IV  
(Magenta-C-Atome = Ligand, Magenta-Beschriftung = Aminosäurereste 
des Liganden, blaue Beschriftung = Aminosäurereste der DP IV, grüne 
Linien symbolisieren essentielle Interaktionen) 

 

Ausgehend von diesen Überlegungen sollte es möglich sein, Effektoren der DP IV zu entwi-

ckeln, die differenzierend die Hydrolyse niedermolekularer oder hochmolekularer Substrate 

beeinflussen. Es ist geplant, die aufgestellten Hypothesen in weiterführenden Experimenten 

zu prüfen. So könnte eine Konsensussequenz der GRF-Familie (TFTSDY), die der Sequenz 

Glukagon5-10 entspricht, bereits an eine sekundäre Bindungsstelle binden. Diese Bindung 

dürfte die Hydrolyse des niedermolekularen Substrates GP-4NA nicht behindern. Demge-

genüber sollte die Hydrolyse längerkettiger Peptide (insbesondere solcher, die kein Prolin 

oder Alanin in P1-Position haben) nicht mehr durch DP IV katalysierbar sein, weil die zu einer 

optimalen Positionierung der zu spaltenden Peptidbindung notwendige sekundäre Bindungs-

stelle nicht mehr verfügbar ist. 
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4.3  POP-katalysierte Hydrolyse von Substraten mit Serin oder Threonin in 
P1-Position 

 

Ähnlichkeiten im Katalysemechanismus von POP und DP IV (Demuth and Heins, 1995; Ya-

ron and Naider, 1993) führten zu ihrer gemeinsamen Einordnung in die Proteasefamilie S9. 

Aus der Literatur ist nicht bekannt, daß die POP ebenso wie die DP IV andere Aminosäuren 

als Prolin oder Alanin in P1-Position akzeptiert. So lag es nahe zu untersuchen, ob auch 

Substrate mit Serin oder Threonin in P1-Position von POP katalytisch umgesetzt werden 

können. Diese Annahme wurde sowohl mit bakterieller POP (Flavobacterium meningosepti-

cum) als auch mit POP aus Säugern (Schwein bzw. Mensch) geprüft. Erwartungsgemäß 

wurden die dazu genutzten niedermolekularen Modellpeptide durch die Enzyme aus beiden 

Spezies hydrolysiert. Unterschiede zwischen bakterieller POP und POP aus Säugern zeigten 

sich im Vermögen, die post-Threonin-Bindung zu spalten (vgl. S. 67). Der kcat/Km-Wert der 

POPFlavo für die katalytische Spaltung von Z-GS-AMC ist zwei Größenordnungen größer als 

der für Z-GT-AMC. POP aus Säugern katalysierte diese Modellsubstrate mit nahezu gleicher 

katalytischer Effizienz. Differenzen im Katalyseverhalten wurden auch bei der Hydrolyse des 

CLIP (ACTH18-39) beobachtet. Während POPSchwein im zweiten Schritt die Hydrolyse einer 

Prolylbindung katalysierte, griff POPFlavo eine Alanylbindung an. Wie bereits bei den nieder-

molekularen artifiziellen Substraten beobachtet, ist POPFlavo nicht in der Lage, die Hydrolyse 

der post-Threoninbindung zu katalysieren. Dieses Ergebnis konnte anhand eines βA4-

Modellpeptides bestätigt werden: POPSchwein katalysierte die post-Threonin-Spaltung, wäh-

rend das Peptid resistent gegen den Angriff von POPFlavo war (vgl. S. 69). Sequenzvergleiche 

zwischen POP aus beiden Spezies zeigten, daß eine Sequenzhomologie im Bereich der 

katalytischen Domäne von ca. 60% besteht. Von Szeltner et al. (Szeltner et al., 2000) wurde 

aufgrund gerichteter Mutagenese und kinetischer Analyse der Mutanten vermutet, daß Cy-

stein255 aus der Propellerregion der POPSchwein wichtig für den Katalysemechanismus des 

Enzyms ist. Diesen Cysteinrest gibt es in der Sequenz der POP aus Flavobacterium menin-

gosepticum nicht. Eine Röntgenkristallstruktur der POPFlavo existiert noch nicht. Daher kann 

nur vermutet werden, daß aus der Tertiärstruktur beider Enzyme Unterschiede in der Kataly-

se anderer Aminosäuren als Prolin und Alanin in P1-Position ableitbar sind. An dieser Stelle 

sei noch einmal darauf verwiesen, daß die Werte der Geschwindigkeitskonstanten zweiter 

Ordnung für die Hydrolyse von Z-GP-AMC und Z-GA-AMC für POPFlavo zwei Größenordnun-

gen über denen für humane POP liegen. Differenzierungen zwischen den enzymatischen 

Aktivitäten erscheinen durchaus sinnvoll, da Flavobacterium meningosepticum ein pathoge-

ner Mikroorganismus ist und eine solche veränderte Substratspezifität zu seiner Pathogenität 

gegen den Wirt beitragen kann. Insbesondere könnte mit einer Infektion durch Flavobacteri-
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um meningospeticum ein drastisch erhöhter Abbau prolinhaltiger Neuropeptide im Hirn ein-

hergehen, die in inflammatorische Prozesse involviert sind, wie beispielsweise Substanz P.  

 

 

4.4  Funktion von POP in Signaltransduktionsprozessen 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Hymenistatin-1 (HS-1), ein zyklisches Oktapep-

tid des pazifischen Meeresschwammes Hymeniacidon, ein potenter kompetitiver Inhibitor der 

Aktivität der POP ist. Verglichen mit Rapamycin verfügt HS-1 über bessere inhibitorische 

Eigenschaften (vgl. Tabelle 10, S. 73). Die Makrolidstruktur des Rapamycins ist möglicher-

weise zu starr, um gut in das aktive Zentrum der POP gelangen zu können. Unter der An-

nahme, daß der vorgeschlagene Katalysemechanismus der POP einen Transport der Ligan-

den durch den ß-Propeller erfordert (Fülöp et al., 1998) ist es denkbar, daß sterische Wech-

selwirkungen zwischen Rapamycin und der POP den Zugang zum aktiven Zentrum erschwe-

ren. Eine POP-Mutante, die nur aus der katalytischen Domäne besteht, könnte Aufschluß 

darüber geben, ob die Bindung des Rapamycins im aktiven Zentrum ähnlich effizient erfolgt 

wie die von HS-1 und somit der „Weg“ zum aktiven Zentrum limitierend für die Wirkung der 

Effektoren ist. 

Es ist bekannt, daß HS-1 immunsuppressiv wirkt, seine zellulären Targets konnten bisher 

jedoch nicht aufgeklärt werden (Cebrat et al., 1996). Eines der Hauptprobleme bei der 

Transplantation von Organen ist die Abstoßung des fremden Gewebes vom Empfängerorga-

nismus. Um diesen Prozeß zu minimieren, werden Substanzen eingesetzt, die die Immun-

antwort unterdrücken. Rapamycin, Cyclosporin A und FK506 sind immunsuppressive Wirk-

stoffe. Sie entfalten ihre Wirkung erst durch Bildung eines heterotetrameren Komplexes aus 

Immunophilin, Calmodulin und Calcineurin. Rapamycin und FK506 binden an FK506-binding 

protein (FKBP). Cyclosporin A (CsA) interagiert mit Cyclophilin. Der Rapamycin-FKBP-

Komplex wiederum tritt in Wechselwirkung mit mammalian target of rapamycin (mTOR), was 

eine Regulation von Wachstums- und Proliferationsprozessen ermöglicht. CsA und FK506 

wirken über Kalzium-abhängige Signalwege, führen zu einer selektiven Blockierung der 

Transkription verschiedener Zytokin-Gene und hemmen so die Aktivierung der 

T-Lymphozyten. Alle Immunophiline weisen Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase-(PPIase)-

Aktivität auf. Zur Charakterisierung der molekularen Mechanismen der Immunsuppression 

durch HS-1 wurde der Einfluß dieser Verbindung auf verschiedene Signalwege in T-Zellen 

untersucht (vgl. S. 72 ff.). Die Signaltransduktion spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivie-

rung von Zellfunktionen, Zelldifferenzierung und Zellproliferation. Sie vermittelt Signale von 
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außerhalb der Zelle zum Zellkern. Die „mitogen-aktivierte Protein-(MAP)-Kinase“-Kaskade ist 

einer der Hauptsignaltransduktionswege in der zellulären Antwort auf Stressoren und Patho-

gene.  

Die Transduktionswege über MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 (extracellular signal-regulated 

kinases, oder auch p42/44) werden insbesondere durch Wachstums- und Differenzierungs-

faktoren stimuliert, können jedoch ebenfalls über Zytokine aktiviert werden.  

Die Proteinkinase B (PKB oder auch Akt) gehört zur Familie der ubiquitär exprimierten Se-

rin/Threonin-Kinasen. PKB wird durch PI3-Kinasen als Antwort auf Mitogene und Überle-

bensfaktoren aktiviert. PI3-Kinasen sind in die Regulation vielfältiger Zellfunktionen involviert. 

Dazu gehören u.a. die Regulation des Aktin-Zytoskeletts, die Histamin Freisetzung, die Akti-

vierung der Neutrophilen und der Glukoseaufnahme durch den Glut4-Transporter in der 

Muskulatur. PI3-Kinasen bilden Phospholipide, die als second messenger fungieren. Diese 

sekundären Botenstoffe binden an PKB und ermöglichen eine Bindung der Kinase an die 

Plasmamembran. Eine daraus resultierende Konformationsänderung ist die Voraussetzung 

für die vollständige Aktivierung der PKB durch weitere Kinasen. PKB kann dann u.a. die 

Phosphorylierung eines Translationsrepressors (4E-BP) stimulieren. 4E-BP gehört zu einer 

Familie von Translationsrepressoren, deren Bindung an ihr Zielmolekül die Überlebensme-

chanismen der Zelle verstärken (Galetic et al., 1999).  

Es konnte nachgewiesen werden, daß HS-1 die Streß-induzierbare p38MAP-Kinase aktiviert. 

Dieser Effekt könnte auf die Aktivierung eines Enzyms in dieser Signalkaskade zurückführ-

bar sein. Sie ist jedoch unabhängig von der Aktivität der POP, da POP-spezifische Inhibito-

ren keinen Einfluß auf die p38 MAP-Kinase hatten. Dagegen ließ sich klar zeigen, daß so-

wohl HS-1 als auch lineares HS-1 die anti-CD3 induzierte Aktivierung der Proteinkinase B 

hemmen. PKB ist eine durch Wachstumsfaktoren regulierte Kinase, die die Phosphorylierung 

von Serin- und Threoninresten katalysiert. Sie ist ebenfalls ein wichtiger Mediator der physio-

logischen Effekte des Insulins (Downward, 1998). Stimulation der PKB-Aktivität schützt die 

Zellen vor Apoptose durch Phosphorylierung und Inaktivierung des Apoptose-fördernden 

BAD-Proteins (Galetic et al., 1999). Eine Hemmung der PKB-Aktivität könnte somit ein An-

satz für die Therapie von verschiedenen Krebsarten sein, die durch die Aktivierung von „Ü-

berlebens-Signalwegen“ resistent gegen die Behandlung mit Zytostatika sind.  

Wie kann POP den PKB-Signalweg beeinflussen?  

 

 

 

Abbildung 34 veranschaulicht eine Möglichkeit der Interaktion.  
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Abbildung 34: Schematische Darstellung eines Modells möglicher Interaktionen zwi-

schen POP, Inhibitoren der POP und Komponenten der über PKB vermit-
telten Signalkaskade  
(PIP3 - Phospahtidylinositol-3,4,5-Trisphosphat; PKB - Proteinkinase B, 
PDK - PIP3-dependent kinase, GSK - Glykogensynthase-Kinase 3, Glut 4 - 
skeletaler Glukose-Transporter 4, PI3K - Phosphoinositid 3-OH Kinase) 

 
Denkbar ist, daß Substrate der POP die Aktivierung der PKB hemmen. Durch POP-

katalysierte Hydrolyse können diese Verbindungen inaktiviert werden. Eine Hemmung der 

POP-Aktivität hätte also eine Hemmung der PKB-Aktivierung zur Folge. Ebenso ist es mög-

lich, daß Hydrolyseprodukte von Substraten der POP für die Aktivierung der PKB notwendig 

sind. Diese Verbindungen könnten einerseits direkt mit PKB interagieren, z.B. als Bindungs-

partner, oder sie treten in Wechselwirkung mit PIP3 bzw. PDK und unterstützen die Aktivie-

rung der PKB durch PIP3 bzw. PDK. Eine Hemmung der POP-katalysierten Hydrolyse sol-

cher Substrate würde die Aktivierung der PKB verhindern und somit könnten die PKB-

vermittelten Signalwege nicht aktiviert werden. Wie POP-vermittelte Effekte auf Signalkaska-

den, die Wachstums- und Lebensprozesse kontrollieren, wirken, konnte aus den hier vorge-

stellten Versuchen nicht geschlußfolgert werden.  

Weitere Hinweise darauf, daß POP in Signaltransduktionsprozesse involviert ist, fanden Wil-

liams et al. (Williams et al., 1999). Die Entwicklung von Dictyostelium disoideum ist durch 

Lithiumionen (Li+) beeinflußbar. Daher wurde Dictyostelium als Modellorganismus gewählt, 
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um den Effekt von Li+ auf den Organismus zu charakterisieren. Lithiumionen finden in der 

Behandlung von Depressionen Anwendung. Eine Li+-resistente Mutante wurde isoliert und 

es konnte gezeigt werden, daß dieser Mutante das Dictyostelium Prolyloligopeptidase Gen 

(dpoA) fehlt. Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Verlust von POP-Aktivität und 

dem Anstieg der intrazellulären Inositoltrisphosphat(IP3)-Konzentration hergestellt werden. In 

Wildtypzellen wurde durch Inkubation mit einem POP-spezifischen Inhibitor die gleiche Wir-

kung erzielt. Die IP3-Konzentrationserhöhung resultiert aus einer verstärkten Dephosphory-

lierung von Inositol-(1,3,4,5,6)-Pentakisphosphat. Verminderte POP-Aktivität wirkt der Li+ 

verursachten Reduzierung des IP3-Spiegels entgegen (Williams et al., 1999). POP beeinflußt 

also IP3-abhängige Signaltransduktionsmechanismen. An welchen Stellen POP in diese Pro-

zesse eingreift und welches ihre Zielmoleküle sind, muß durch weitere Experimente aufge-

klärt werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Substratspezifität von Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) 

und Prolyloligopeptidase (POP) näher zu charakterisieren. Insbesondere der Einfluß der A-

minosäure in P1-Position von nieder- und höhermolekularen Substraten auf die Affinität und 

das Katalyseverhalten der Enzyme stand im Mittelpunkt des Interesses. 

 

Die Substrateigenschaften der Peptide der GRF-Familie für DP IVSchwein bzw. für DP IV-

ähnliche Aktivitäten humanen Serums wurden mittels MALDI-TOF MS untersucht. Es konnte 

erstmals gezeigt werden, daß auch die in humanem Serum enthaltene DP IV-ähnliche Aktivi-

tät die Hydrolyse von Substraten mit Serin, Valin oder Glycin in P1-Position katalysiert. Am 

Beispiel der Peptidhormone der GRF-Familie wurde nachgewiesen, daß die DP IV-

katalysierte Hydrolyse der initiale Schritt der Inaktivierung dieser Peptidhormone in der Zirku-

lation des Organismus ist. Des weiteren konnte in vitro durch den Einsatz spezifischer Inhibi-

toren gezeigt werden, daß DP IV oder ein Enzym mit DP IV-ähnlicher Aktivität des Serums 

Glukagon N-terminal verkürzt und damit in seiner biologischen Wirkung terminiert. Untersu-

chungen zum Effekt endogen verabreichten Gukagons in Wistar-Ratten bestätigen diese 

Ergebnisse. Mit DP IV-Inhibitor oder mit dem Serum DP IV-negativer Ratten vorinkubiertes 

und subcutan oder i.v. appliziertes Glukagon behielt seine hyperglykämische Wirkung wäh-

rend mit DP IV oder dem Serum von Wistar-Ratten vorinkubiertes Glukagon biologisch inak-

tiv war. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur erweiterten Substratspezifität der DP IV wurden der 

Synthese von GIP- und Glukagon-Analoga zugrunde gelegt. Diese Verbindungen wurden 

durch MALDI-TOF MS und biomolekulare Interaktionsstudien in ihren Substrateigenschaften 

für DP IV charakterisiert. Da sie schlechte oder keine Substrate der DP IV sind, wurde ihr 

Einfluß auf den Blutglukosespiegel im Tiermodell untersucht. Bis auf eine Ausnahme führte 

die Modifikation des N-Terminus des Glukagons zu Analoga mit verminderter Bioaktivität. 

Lediglich für [D-Ser2]-Glukagon konnte eine erhöhtes Potential die Adenylatzyklase zu stimu-

lieren festgestellt werden. Der Austausch des Ala2 am GIP N-Terminus reduzierte das Poten-

tial des GIP die Adenylatzyklase zu stimulieren drastisch. Unter pharmakologischen Ge-

sichtspunkten kristallisierten sich aus den untersuchten Verbindungen [D-Glu3]-GIP und 

[Ser2]-GIP als potentielle Antidiabetika heraus.  

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur erweiterten Substratspezifität der DP IV und POP 

wurden für modelltheoretische Betrachtungen genutzt, um diese erweiterte Substratspezifität 

zu erklären. Anhand dieser Theorie kann postuliert werden, daß ein wesentlicher Teil der 
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Substratspezifität und Selektivität von DP IV und POP auf intramolekulare Wechselwirkun-

gen, insbesondere mit dem C-Terminus höhermolekularer Substrate zurückführbar ist. Es 

wird auf der Basis eines aus Molekülsimulationsstudien hervorgegangenen Modells der In-

teraktion von DP IV und Ligand eine zweite sekundäre Bindungsstelle vermutet, die für die 

Bindung und Katalyse von Substraten mit  Serin, Valin, Glycin oder Threonin in P1-Position 

essentiell ist. D.h., daß aufgrund von sekundären Wechselwirkungen die Selektivität des 

Enzyms für Prolin aufgehoben sein kann. Gleichzeitig resultiert daraus die Möglichkeit, die 

Katalyse von hoch- und niedermolekularen Substraten spezifisch zu beeinflussen. 

Erstmalig konnte POP-katalysierte Hydrolyse niedermolekularer Substrate mit Serin und 

Threonin an P1-Position nachgewiesen werden. Die kinetischen Konstanten der durch bakte-

rielle POP und POP aus Säugern katalysierten Substratspaltung nieder- und höhermolekula-

rer Peptide unterscheiden sich signifikant. Diese Unterschiede könnten als Ausgangspunkt 

genutzt werden, um zwischen Isoenzymen bzw. Enzymen aus verschiedenen Quellen durch 

Inhibitoren differenzieren zu können. Eine derartige Differenzierung würde es erlauben, die 

Aktivität prolinspezifischer Proteasen invasiver Mikroorganismen selektiv zu beeinflussen 

ohne die entsprechenden Enzyme des Wirtsorganismus ebenfalls zu hemmen. 

Das zyklische Oktapeptid Hymenistatin-1 (HS-1) wurde durch spektrophotometrische Tests 

und mittels MALDI-TOF MS als kompetitiver Inhibitor der POP charakterisiert. Es ist bekannt, 

daß HS-1 immunsuppressiv wirkt. Seine zellulären Targets sind bisher jedoch nicht aufge-

klärt. Daher wurde der Einfluß von HS-1 auf verschiedene Signalwege in T-Zellen unter-

sucht. Aus diesen Experimenten kann abgeleitet werden, daß POP an der Proteinkinase B-

vermittelten Signaltransduktion beteiligt ist.  
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6 ABSTRACT 
 
 
The present thesis investigated the substrate specificity of dipeptidyl peptidase IV (DP IV) 

and prolyloligopeptidase (POP). Thereby, the focus was on the affinity of novel substrates, 

especially the preference for the amino acid in P1-position within hormones of the growth 

hormone-releasing factor(GRF)-family was studied. 

Using the MALDI-TOF mass spectrometry, the cleavage of GRF-family peptides by DP IV or 

DP IV-like activity in human serum was characterized. It has been shown, for the first time, 

that DP IV-like activity within human serum hydrolyzes peptide bonds after serine, valine or 

glycine residues. The Km and kcat/Km-values of different substrates displayed no correlation to 

the amino acid in P1-position. The half–life of the peptides with serine or glycine in P1-position 

was 4-fold and 7-fold prolonged compared to alanine, with DP IV and in human serum, re-

spectively. It has been hypothesized that, at least partially, DP IV is responsible for the ini-

tially inactivation step of hormones of the GRF-family.  

Furthermore, glucagon was found to be truncated by DP IV in vitro and in human serum, re-

sulting in an inactivation ofe biological activity. Based on the obtained results variants of glu-

cagon and glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) were designed. Variation of 

the P1 and P1’-position in glucagon resulted in an impaired or abolished truncation by DP IV, 

as shown by MALDI-TOF mass spectrometry. I.e. the affinity constant (KD) for glucagon in-

creased at least 10-fold if Ser2 have been substituted by phosphoseryl or D-seryl residues. In 

addition, using the glucagon variants in an animal model revealed an in vivo significance of 

the presented data.  

Using the obtained kinetic data and the X-ray structure of prolyloligopeptidase (POP), a 

model was developed to explain the observed novel substrate specificity. Presumably in-

tramolecular interactions between the C-terminal part of the oligopeptides and the enzyme 

are prerequisite for an acceptance of serine, valine or glycine in P1-position. The existence of 

a second binding site, contributing to a binding of “non-proline” substrates, has been postu-

lated. 

Similar to DP IV, the substrate specificity of prolyloligopeptidase has been investigated. Km as 

well as kcat values with various substrates differed between mammalian or bacterial POP. For 

example the half-life of the corticotropin-like intermediate lobe peptide (CLIP) was thirty fold 

shorter incubated with bacterial POP compared to the mammalian enzyme. The Km value of 

the initial cleavage step was two order of magnitude higher for bacterial POP.  

Using spectrophotometric assays or MALDI-TOF mass spectrometry, it has been shown that 

the cyclic octapeptide Hymenistatin-1 (HS-1) is a competitive inhibitor of POP (Ki = 4,71 ± 
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0,40*10-7M). Knowing that HS-1 exhibits immunsuppressive activity on a unknown cellular 

target, the influence of this inhibitor on various signaling pathways in T-cells has been stud-

ied. The inhibition of POP revealed no specific influence on the extracellular signal-regulated 

kinase (ERK1 and ERK2) pathways. In contrast, HS-1 as well as specific POP inhibitors re-

pressed the anti-CD3 induced activation of proteinkinase B. The results strongly suggest that 

POP is involved in the proteinkinase B-mediatet signal transduction in T-cells. 
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