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Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

Abu o-Aminobuttersaure

ADA Adenosindesaminase

APN Aminopeptidase N

APP Aminopeptidase P

AS Aminosaure

Boc tert.-Butyloxycarbonyl-

BSA Bovine Serum Albumine

c Konzentration

CAIBE Chlorameisensaureisobutylester

CD Cluster of Differentiation

Cha L-Cyclohexylalanin

CMTMR 5(6)-(((4-Chlormethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamin

COsy Correlated Spectroscopy

d Schichtdicke der Kivette [cm]

DC Dunnschichtchromatographie

DFP Diisopropylfluorphosphat

Dhp L-Dehydroprolin

DMF Dimethylformamid

DMSO, DMSO-d¢ Dimethylsulfoxid, deuteriertes Dimethylsulfoxid

DP 1l Dipeptidylpeptidase I

DP IV Dipeptidylpeptidase 1V

DTAF 5-(4,6-Dichlortriazin-2-yl)-aminofluorescein

E,AE Extinktion, Extinktionsanderung

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiintidlydrochlorid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EE Essigsaureethylester

EEDQ 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin

ER Endoplasmatisches Retikulum

EtOH Ethanol

£ Extinktionskoeffizient [MGm™]

F relative Fluoreszenzintensitét

FCS Fetal Calf Serum

FL1, 2, 3 Fluoreszenz 1, 2 oder 3; bezeichnet die am Durchflul3zytometer
verwendbaren Fluoreszenzfilter

Fmoc Fluorenylmethyloxycarbonyl-

Fo Schmelzpunkt [°C]

GIP Glucose-Dependent-Insulinotropic-Polypeptide

GLP Glucagon-Like-Peptide

GRF Growth-Hormone-Releasing-Factor

h Stunde
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L-Hydroxyprolin
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Immunglobulin
Interleukin
Interferony
Zerfallskonstante
Kelvin
Geschwindigkeitskonstante enzymatischer Reaktiongn [s
Inhibierungskonstante, Dissoziationskonstante des
Inhibitor-Komplexes [M]
Michaelis-Menten-Konstante [M]
Konzentration [g/100 ml]
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Losungsmittel
Wellenlange,  Exitationswellenlange,
Wellenlange  des  Exitationsspaltes,
Emissionsspaltes [nm]
Molaritat [mol/l]
7-Amino-4-methyl-cumarin
Acetonitril
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Megahertz
Minuten
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PE R-Phycoerythrin

PerCP Peridin-Chlorophyll-a-Proteinkomplex
PHA Phytohamagglutinin
Pip L-Pipecolinsaure
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid
pNA p-Nitroanilin
PTK Protein-Tyrosin-Kinase
PWM Pokeweed Mitogen
PyBrop Bromo-tris(pyrrolidino)-phosphoniubtexafluorophosphat
Rantes regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
R110 Rhodamin 110
R123 Rhodamin 123
R590 Rhodamin 590
R6G Rhodamin 6G
RB Rhodamin B
R3B Rhodamin 3B
Rf Retention Factor
rh DP IV rekombinante humane DP IV
ROESY Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
RP Reversed Phase
S Sekunde
S, [S] Substrat, Substratkonzentration
SDF-1o Stromal-Cell-Derived Factorol
SES Komplex aus 2 Substratmolekilen und einem Enzymmolekl
Summent. Summenformel
t Zeit
tio Halbwertszeit
TBTU 2-(1-H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniuri etrafluoroborat
TCR T-Cell-Receptor
TEA Triethylamin
TFA Trifluoressigsaure
THF Tetrahydrofuran
TOCSY Total Correlation Spectroscopy
TR Texas Red
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
V max maximale Reaktionsgeschwindigkeit [#4]
Xaa beliebige Aminosaure
Y Ankergruppierung bestehend aus funktioneller Gruppe, die an

einen Spacer variierender Kettenlange gebunden ist
z.T. zum Teil



Als fluorogene Inhibitoren werden im folgenderi-Biotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-
markiertes Lys-2-cyano-pyrrolidid bezeichnet. Die biotinylierte Verbindung fluoresrat,

wird aber durch Reaktion mit DTAF-Streptavidin in einen fluoreszierenden Biotin-
Streptavidin-Komplex tberfiihrt, dessen Fluoreszenzemission nach Anregung bei 488 nm bei
einer Wellenlange von 525 nm detektiert werden kann (siehesaBiéh



Verwendete Reagenzien und Chemikalien

Antikdrper

CD3-PC5 Dianova-Immunotech (Marseille)

CD19-PC5 Dianova-Immunotech (Marseille)

CD26-PE Becton Dickinson (San Jose)
Goat-anti-Mouse IgG Microbeads Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)
IgG;-PE-Cy5 Dianova-Immunotech (Marseille)

Mouse IgG-PE Becton Dickinson (San Jose)
Rat-anti-Mouse lg&PerCP Becton Dickinson (San Jose)
Sheep-anti-Mouse 1gG-TR ICN Biomedical GmbH (Eschwege)

Zellkultur-Reagenzien

G-MEM-S PAA Laboratories GmbH (Linz)

FCS Life Technologies mbH (Karlsruhe)

IDEM PAA Laboratories GmbH (Linz)

Penicillin/Streptomycin Life Technologies mbH (Karlsruhe)

RPMI 1640 Life Technologies mbH (Karlsruhe) und
PAA Laboratories GmbH (Linz)

Trypsin/EDTA Life Technologies mbH (Karlsruhe)

Sonstige Reagenzien
7-Amino-4-methyl-cumarin (MCA) Aldrich Chem. Co. (Steinheim)

(+)-Biotin Serva Feinbiochemica (Heidelberg)
4(5)-Carboxyfluorescein Fluka Chemie AG (Buchs)

Cell Tracker Orange CMTMR Molecular Probes (Eugene)

Gly-Pro-MCATos Serva Feinbiochemica (Heidelberg)

Rhodamin 11®Cl Synthon AcMaRi Chemie GmbB Co. KG (Wolfen)
Puffer

PBS-Puffer 8.0g NaCl, 20g KCI, 1449 MNK®OR2H,O, 2.0g KHPO

(Volumen 1|, pH 7.2)

Puffer 1 PBS und 10.0% FCS
Puffer 2 PBS und 0.5% BSA und 0.2% EDTA

Alle fur die chemische Synthese und fir die enzymatischen Messungen eingesetzten
Reagenzien und L&sungsmittel entstammen kommerziellen Quellen (Merck, Sigma, Fluka).



Seitel

1 Einleitung und Problemstellung

Von den 20 Aminosauren, die das Reservoir der Proteinbiosynthese des Organismus bilden,
nimmt die Iminoséaure Prolin eine Sonderstellung ein. Aufgrund der Rezyklisierung der
aliphatischen Seitenkette zuf-Bminogruppe wird eine Struktur ausgepragt, die einerseits
durch ihre starre Konformation und andererseits durch das verstarkte Auftreten von
cis-lsomeren bezuglich der Xaa-Pro-Bindung charakterisiert isRpx und NAIDER, 1993].
Dartber hinaus fungiert der Prolinstickstoff nicht als Donor fur die Ausbildung von
Wasserstoffbricken.

Prolylreste innerhalb von Aminosauresequenzen sind fur die Auspragung struktureller
Variabilitdt und erhdhter Hydrolysestabilitdt von Proteinen und Peptiden von Bedeutung
[WiLLiaAmMs und DeBeEr, 1991]. Prolinreiche Regionen wurden aber auch als essentielle
Struktur- und Funktionselemente hinsichtlich Protein-Protein- und Protein-Ligand-
Interaktionen  beschrieben j\IAMSON, 1994]. Darlber hinaus enthalten die
Aminosauresequenzen zahlreicher biologisch aktiver Peptidhormone und Neuropeptide wie
B-Casomorphine, Zytokine oder Substanz P einen oder mehrere Prolylreste, die flr deren
biologische Wirksamkeit essentiell sind gNITLEIN, 1988].

Der Prozessierung prolinhaltiger Peptide, als wesentlichem Regulationsmechanismus ihrer
physiologischen Aktivitat [MNTLEIN, 1988], kommt daher eine besondere Bedeutung zu. Die
Mehrheit der, in einer Vielzahl auftretenden, proteolytischen Enzyme ist jedoch nicht in der
Lage, Peptidbindungen, an denen C- oder N-terminal ein Pro beteiligt ist, zu hydrolysieren.
Diese fur den Organismus signifikante Funktion wird daher von einigen wenigen auf den
Prolylrest hochspezialisierten Proteasen, den prolinspezifischen Proteasen (Abb. 1),
Ubernommen [XRON und MNAIDER, 1993; \ANHOOF et al.,, 1995; GNNINGHAM und
O’CONNOR, 1997].

Dipeptidylpeptidase Il (EC 3.4.14.2) Prolylcarboxypeptidase (EC 3.4.17.16)
Dipeptidylpeptidase IV (EC 3.4.14.5) Carboxypeptidase P (EC3.4.16.2)

H-Xaa-Pro-Xaa-Xaa-Xaa-Pro-Xaa-OH

| |

Aminopeptidase P (EC 3.4.11.9) Prolyloligopeptidase (EC 3.4.21.26)
H-Pro-Xaa-Xaa—Xaa—Pro-Xaa—XTa-Xaa-Pro-OH

Leucinaminopeptidase (EC 3.4.11.1) HIV-Protease Angiotensin-Converting-Enzym
Proliniminopeptidase (EC 3.4.11.5) (EC3.4.21.-) (EC3.4.15.1)

H-Xaa-Pro-OH H-Pro-Xaa-OH

Prolidase (EC 3.4.13.9) Prolinase (EC 3.4.13.8)

Abb. 1 Substratspezifitat prolinspezifischer Proteasen [nackRON und NAIDER, 1993]
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Die im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehende membrangebundene
Dipeptidylpeptidase IV (DP 1V, CD26, EC 3.4.14.5), als prolinspezifische Peptidase, ist
aufgrund ihrer Multifunktionalitat im Saugerorganism@s1(4 und ihrer nahezu ubiquitaren
Verbreitung 8.1.7) von grofRer Bedeutung. Die Erarbeitung eines Systems zum hochsensitiven
Nachweis und zur spezifischen Differenzierung von DP IV-Aktivitdt auf Zelloberflachen
erscheint daher relevant.

Die Charakterisierung enzymatischer Aktivitdaten ist an geeignete Enzymsubstrate gebunden.
Die eingesetzten Proteasesubstrate bestehen aus einer fur das Enzym spezifischel
Erkennungsregion und aus einer chromogenen oder fluorogenen Gruppe, die nach
enzymatischer Hydrolyse freigesetzt wird und aufgrund ihrer spektroskopischen Eigenschaften
leicht nachgewiesen werden kann.

Substrate mit chromogenen Gruppen wie dem p-Nitroanilidciysu et al., 1976], dem
p-Phenylazoanilid [BRTH et al., 1974; KTO et al., 1979], dem 3,5-Dibromo-4-hydroxy-anilid
[SHIBUYA-SARUTA et al.,, 1995] sowie dem als Fluorophor und Chromophor eingesetzten
4-Methoxy-2-naphtylamid [SHARPE et al., 1988] oder dem 1- bzw. 2-NaphtylamidbESRAY

1985] aber auch Substrate mit fluorogenen Gruppen wie dem 7-Amino-4-methylcumarin
[KoJIMA et al., 1979a] und dessen Derivatejba, 1996] oder dem 6-Aminochinolin FYNES

et al., 1981] eignen sich fim vitro-Bestimmungen von Enzymaktivitaten.

Fur sensitive Untersuchungen enzymatischer Aktivitaten auf Zelloberflaichen kommen
chromogene Substrate aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Nachweisempfindlichkeit nicht
in Frage. Hinzu kommt, dal® die fur diese Zwecke ideale MeRRtechnik der DurchfluRzytometrie
[WATsON, 1987] auf die Detektion von Fluoreszenzstreulicht beschrankt ist.

Eine wesentliche Bedingung fur die Anwendung der Durchflul3zytometrie ist eine moéglichst
stabile Fluoreszenzmarkierung der Zelle, was Penetrations- oder Verankerungseigenschafter
des nach der Substrathydrolyse freigesetzten Fluorophors in die oder an der Zelle voraussetzt
Diese Anforderungen erfiillen mit Einschrankungen jedoch nur sehr wenige fluorogene
Gruppen. Darlber hinaus enthalten zahlreiche der in der Literatur erwéhnten Enzymsubstrate
Fluorophore, die im UV-Bereich des Lichtes (340-390 nm) angeregt werden (intramolekulare
Quenchsubstrate ARON et al., 1979], 4-Methoxy-2-naphtylamid SARPE et al., 1988],
6-Aminonaphtalensulfonamid MGHT, 1993; BJTENAS et al., 1997], 7-Amino-4-
methylcumarin [@LLAGHER et al., 1997], 7-Amino-4-methyl-2-chinolinon LA et

al., 1997]. Damit ist eine hohe zellulare Autofluoreszenz verbundesvipBon und
HILCHENBACH, 1990], die durch die in Zellen vorkommenden und ebenfalls im UV-Bereich des
Lichtes angeregten Coenzyme NADH, NADPH, FAD und PyridoxalphosphatLiNs, 1994]
hervorgerufen wird. Hinzu kommt, dafd die meisten in der klinischen Diagnostik eingesetzten
DurchfluBzytometer mit einem Argon-Laser (Wellenlangenbereiche um 488 nm und 514 nm)
ausgerustet sind, wodurch der Einsatz von im UV-Bereich des Lichtes angeregten
Fluorophoren limitiert ist.

Um das schnelle Abdiffundieren ddgsNaphtylamins von der Zelle zu verhindern und
gleichzeitig  eine  bathochrome  Verschiebung der  Emissionswellenlange  zu



1 Einleitung und Problemstellung Sele

erreichen, entwickelten®@BEARE und $aITH [1977] einen Assay, bei dem durch Reaktion des
nach enzymatischer Hydrolyse freigesetzten aromatischen Amins (Chromogen) mit
Nitrosalicylaldehyd ein in der Zelle stabiles Addukt mit einem Emissionsmaximum um 530 nm
entsteht. Der Nachteil dieser Methode besteht jedoch in dem sehr schnellen Auskristallisieren
des Addukts, was Zellschadigungen, verbunden mit einer hohen Hintergrundfluoreszenz des
Mediums, zur Folge hat.

Enzymsubstrate mit fluorophoren Gruppen, die im sichtbaren Bereich des Lichtes angeregt
werden, wie das 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (475 nmnNftET und RCH, 1977]) oder das in
biologischen Systemen bereits eingesetzte Kresylviolett (575wam,NOORDEN et al., 1997])

sind durch schlechte Quantenausbeuten charakterisiert (0.24 und 6aQ0,ufild EYRING,

1992)).

Allein das Rhodamin 110-Molekul (R110, Abb.22) scheint alle Anforderungen zu erftllen.

Das Exitationsmaximum liegt bei einer Wellenldnge von 494 nm (Quantenausbeute = 0.91). Es
besitzt zwei primdare Aminogruppen, Uuber die mittels einfacher peptidchemischer
Synthesemethoden, Proteasesubstrat- und Verankerungs-Strukturen eingefihrt werden kénner
Es penetriert nach $sFALGMACHLEIDT et al. [1992] schnell in intakte Zellen, wo es eine
stabile Fluoreszenz gewahrleisten soll. Weitere vielversprechende ArbeiterEwnsslet al.

[1983a, 1983b, 1984], ®RHE et al. [1992], und WBRICHT et al. [1995] charakterisieren
R110-Substrate als sensitive Substrate lysosomaler und anderer Proteasen, die unter Nutzun
der DurchfluBzytometrie gute Einsatzmdglichkeiten erdffnen.

Abb. 2 Darstellung des Rhodamin 110

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, nachweissensitive DP IV-Substrate auf der
Basis des R110 zu synthetisieren und sowohl analytisch als auch enzymkinetisch zu
charakterisieren. Zunachst waren ausgehend von den Arbeitebvawslet al. [1983a, 1983b,

1984] Substrate der Struktur Xaa-Pro-R110 und (Xaa-f/Rb)0 mit Xaa als proteinogener
Aminosaure variierender Hydrophobizitat vorgesehen. Von Interesse war dabei, inwiefern sich
die GroRe des R110-Molekils auf die kinetischen Konstanten der enzymatischen Hydrolyse
durch isolierte DP IV im Vergleich zu den kinetischen Konstanten der Hydrolyse der Dipeptid-
p-Nitroanilide auswirkt.
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Auf zellularer Ebene sollte die Eignung der Verbindungen fir die Bestimmung der DP IV-
Aktivitdt von Immunzellen mittels DurchfluRzytometrie untersucht werden. Eine mégliche
Lokalisation der zellularen DP IV anhand der enzymkatalysiert freigesetzten Fluoreszenz der
Hydrolyseprodukte unter Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie wurde angestrebt. Darlber
hinaus sollte untersucht werden, welchen Einflu3 unterschiedlich hydrophobe Aminoséuren
Xaa auf die Substrathydrolyse durch zellulare DP IV haben. Von besonderem Interesse war die
Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse dieser Verbindungen im Vergleich
zur Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse bekannter Dipeptid-p-Nitroanilide.

Fur die gezielte Bestimmung membranstandiger DP IV-Aktivitat war die Synthese von
Substraten der Struktur Xaa-Pro-R110-Y (Xaa =Gly oder Ala und Y = funktionelle
Ankergruppe) vorgesehen, mit deren Hilfe eine kovalente Fixierung der Substrate bzw. des
nach enzymkatalysierter Hydrolyse freigesetzten Rhodaminfarbstoffes an der Zelle erreicht
werden sollte. Dabei waren als Reste Y Ankergruppen vorgesehen, die sich sowohl in ihrer
Reaktivitat unterscheiden als auch eine im Sinne eines Spacereffektes variierende Kettenlange
aufweisen. Auf diesem Wege sollte die enzymatische Quantifizierung zellularer DP IV und
eine gezielte Differenzierung DP IV-reicher und DP IV-armer Immunzellen erméglicht
werden.

Die Bestimmung der Enzymaktivitat eines membrangebundenen Zelloberflachenenzyms wirde
fur die Synthese von Substraten anderer membranlokalisierter Enzyme wie z.B. APN
Ansatzpunkte liefern. Ausgehend von den bekannten Strukturen (XasRR4) bzw.
Xaa-Pro-R110-Y konnten durch Variation des fur das Enzym spezifischen Substratteils
Xaa-Pro, diese Verbindungen anderen Enzymen zuganglich gemacht werden. Darlber hinaus
ware die Differenzierung zellularer DP IV-Aktivitat in Hinsicht der DP IV als Tumormarker
oder der funktionellen Bedeutung der DP IV bei Autoimmunerkrankungdn4j innerhalb

eines sensitiven Nachweissystems von klinischer Relevanz.

Neben R110-Substraten sollten als Weiterfuhrung der Arbeiten vERMANNS [1995]
markierte DP IV-Inhibitoren des Typs Lys-2-cyano-pyrrolidid synthetisiert werden. Als
Markermolekile waren Biotin und 4(5)-Carboxyfluorescein vorgesehen, die an der
e-Aminogruppe des Lysins eingefihrt werden sollten. Neben einer enzymkinetischen
Charakterisierung dieser Inhibitoren sollte deren hemmende Wirkung auf die Hydrolyse von
Dipeptid-p-Nitroaniliden durch zellulare DP IV untersucht werden. Darlber hinaus war eine
zellulare  Enzymlokalisation mit  Hilfe dieser Verbindungen unter Nutzung der
Fluoreszenzmikroskopie vorgesehen.
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2 Synthese der DP IV-Substrate und Inhibitoren

Wir entschieden uns, ausgehend von den Arbeiten ewntds et al. [1983a, 1983b, 1984],
mono- und bis-Dipeptid-substituierte Rhodamin 110-Verbindungen (Xaa-Pro-R110 und
(Xaa-Pro)}-R110) zu synthetisieren, die sich in ihrer Hydrophobizitat voneinander
unterscheiden sollten. Das Ziel bestand in der Charakterisierung der Hydrolyse dieser Substrate
sowohl durch isolierte DP IV als auch durch zellulare DP IV von Immunzellen. Diese
Verbindungen erwiesen sich jedoch zur Bestimmung der zellularen DP IV-Aktivitat als nicht
optimal einsetzbar. Besonders problematisch gestaltete sich die Diffusion des nach
enzymatischer Hydrolyse freigesetzten R110 bzw. Xaa-Pro-R110 in das umgebende Milieu.
Die daraus resultierende Hintergrundfluoreszenz verhinderte eine qualitative und quantitative
Bestimmung der zellularen DP IV-Aktivitat. Es wurden daher Rhodamin-Anker-Substrate des
Typs Xaa-Pro-R110-Y synthetisiert. Der Rest Y stellt eine reaktive Ankergruppierung dar, die
eine kovalente Fixierung des Fluorophors auf der Zelloberflaiche ermdglichen sollte. Als
Ankergruppe wurden sowohl aromatische als auch aliphatische Halogenalkylreste aber auch
n-Alkylmaleinimidreste eingesetzt, die sich einerseits in der Reaktivitdt der Ankergruppe
unterscheiden und andererseits eine im Sinne eines Spacereffektes variierende Kettenlange
aufweisen.

2.1 Fluorogene Substrate
2.1.1 bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110 und Dipeptidamido-rhodamin 110

bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110

Die Synthese der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen erfolgte in zwei Stufen
nach Abb. 3, zundchst durch Umsetzung des N-geschitzten (Boc-) Prolins mit Rhodamin 110
unter Erhalt von (Boc-Prg)R110. Nach acidolytischer Schutzgruppenabspaltung wurde
(Pro}-R110 mit der jeweiligen N-geschitzten (Boc-) Aminosaure zu dem gewinschten
bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110 umgesetzt.

Fur beide Kupplungsschritte wurde die Mischanhydridtechnik eingesetzt. Die Aktivierung der
reaktionstragen Carboxylgruppe der N-geschitzten Aminosaure tber ein gemischtes Anhydrid
wurde unter Verwendung von Chlorkohlenséaureisobutylesteu$WAN, 1951; TLAK, 1970;

VAN ZON und BEYERMAN, 1973] erreicht.

Der erste Reaktionsschritt, die Synthese von (BocfRd)0, erfolgte mit einer Ausbeute von

nur 36%, sicherlich bedingt durch die geringe Nukleophilie der Aminogruppen des
Rhodamin 110. Fur den zweiten Kupplungsschritt konnte besonders fiir die Umsetzungen von
Boc-Xaa-OH (Xaa = Abu, Lys und Ser) mit (P¥®110, die nach XamA et al. [1969a]
beschriebene falsche Aufspaltung des gemischten Anhydrids unter Bildung des Urethans
nachgewiesen werden. Demnach ist in Ubereinstimmung AgitvX et al. [1969b] neben der
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Nukleophilie der Aminokomponente auch deren sterische Zuganglichkeit fur den Angriff am
Carbonylkohlenstoff der N-geschiitzten Aminosaure von Bedeutung.

2 BOC—U COOH

1. Mischanhydridmethode
(CAIBE, NEM)

2. acidolytische Boc-Abspaltung
(HCl/Eisessig)

+
NH-
Cl-
H H 3. Mischanhydridmethode
I (CAIBE, NEM)
2 Boc,—N—lc_COOH 4. acidolytische Boc-Abspaltung
R (HCl/Eisessig)
Y
+ 0P
H3N—C|Z—C—N
R
Cl-

Abb. 3Syntheseschema der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen

Die erhaltenen bis-(Dipeptidamido)-rhodamine wurden nach acidolytischer Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe mittels HPLC gereini§t1.3.]). Die analytischen Daten der Verbindungen
sind in Tab. 1 zusammengefalit.

NMR-Untersuchungen zeigen fur alle R110-Derivate im Protonenspektrum zwei Datensatze,
die auf die Existenz einer Hauptkonformation im langsamen Gleichgewicht mit einer
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Nebenkonformation hinweisen. Die Auswertung der zweidimensionalen ROESY-Spektren
zeigt chemischen Austausch zwischen beiden Datensatzen. Fir alle Rhodamin 110-
Verbindungen wurde dasansIsomer (bezuglich der Xaa-Pro-Bindung) als Hauptkonformer
aufgrund der im ROESY-Spektrum auftretenden charakteristischen NOE’s zwischen den
Xaa-C'H- und den Pro-8%H.,-Protonen charakterisiert. Die relativen Populationen beider
Konformere wurden durch Integration der jeweils gut aufgelosten BeSiynale im
eindimensionalen Protonenspektrum bestimmegBraN-KLAUS et al., 1996, 1998].

Die entstandenen Verbindungen weisenGehalte der Xaa-Pro-Bindung zwischen 6.5% und
12% auf (Tab A5.1, Anhang). Wahrend der Ausgangsstoff RillOfluoreszierend und rot
gefarbt ist, sind alle Reaktionsprodukte nichtfluoreszierend und farblos, was auf den Bruch des
konjugierten T-Elektronensystems des Xanthengeristes unter Ausbildung einer laktoiden
Struktur zurtckzufuihren isB8(2.4).

Tab. 1 Analytische Daten der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen

Verbindung |Ausbeute [%]|MS [a]o?°[°] |DC HPLC pKa-

Summentf, [M+H] * | Konzentr. |Rf/ tr [mMin] Werte

Fo [°C] MG [0/100ml] |System |Laufm./Zeit |[pH]

[g/mol] |Losungsm.

(Gly-Pro)- 62.6 639 n.b. 0.31/D |23 8.14+0.03
R110 Cs4H3407Ns 638.25 0.35/E |30-50% A/

190-194 0.35/F |60 min
(Ala-Pro)- 59.2 667 n.b. 0.33/D |54 8.14t0.05
R110 CseH3507Ns 666.28 0.41/E |30-100% A/

181-184 0.43/F |120 min
(Abu-Pro)- 42.1 695 -107.22 0.37/D |31 7.98:0.07
R110 CsgH4207Ng 694.31 |[c=0.91 |0.39/E |0-100% A/

169-172 Wasser 0.41/F |60 min
(Leu-Pro)- 71.7 751 -76.92 0.41/D |35 7.42£0.10
R110 C42Hs5007Ns 750.37 |[c=0.78 |0.52/E |0-100% A/

162-165 Wasser 0.54/F |60 min
(Ser-Pro)- 54.9 699 -94.83 0.29/D |28 7.15:0.03
R110 CseH3500Ns 698.27 |c=1.16 |0.32/E |0-100% A/

159-162 Wasser 0.37/F |60 min
(Lys-Pro)- 49.3 781 -47.39 0.06/D |26 n.b.
R110 C42Hs207Ng 780.40 |[c=0.59 |0.15/E |0-100% A/

155-157 Wasser 0.26/F |60 min
(Cha-Pro)- 829 n.b. 0.48/D |37 8.32t0.09
R1102HCI CagHss07N6Cl, | 900.37 0.61/E |20-90% A/

197-201 0.62/F |60 min
(Phe-Proy 819 n.b. 0.68/D |31 n.b.
R1102TFA Cs2H48011N6Fs | 1046.33 0.62/E |20-90% A/

174-178 0.63/F |60 min
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Dipeptidamido-rhodamin 110

Die monosubstituierten Dipeptidamido-rhodamin 110-Verbindungen wurden durch Umsetzung
von Boc-Xaa-Pro-OH mit R1IECI und nachfolgende acidolytische Boc-Schutzgruppen-
abspaltung nach dem allgemeinen Reaktionsschema in Abb. 4 erhalten.

Die Synthesen erfolgten nach der Carbodiimidmethode. Die waENAN und HESS[1955]
eingefuhrte Methode der Aktivierung der Carboxykomponente mittels
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid gehdrt zu den Standardmethoden der Peptidsynthese.
Problematisch gestaltet sich jedoch die vollstandige Entfernung des hier anfallenden
Cyclohexylharnstoffs. Daher wurde zur Kupplungsreaktion das wasserlosliche 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimi@iydrochlorid (EDC, [S$IEENAN et al., 1961; 8EENAN und
PRESTON 1965]) eingesetzt, das mit der Boc-geschitzten Aminosaure intermediar ein
Acylureid bildet. Nach Umsetzung mit der Aminokomponente (RHC( konnte das
gebildete wasserldsliche Harnstoffderivat durch einfache Waschprozesse entfernt werden.

Die niedrigen Ausbeuten dieser Synthesen von ca. 30%3(39 sind sicherlich wiederum auf

die geringe Nukleophilie der Aminogruppen des Rhodamin 110 sowie sterische Effekte
zurtckzufiihren. Der Einsatz der Mischanhydridmethode lieferte noch schlechtere Ausbeuten.
Das besondere Problem der Synthesen bestand darin, dal3 nur eine der zwei Aminogruppen de
R110 reagieren sollte.

Die monosubstituierten Dipeptidamido-rhodamine wurden nach acidolytischer Entfernung der
Boc-Schutzgruppe erhalten. Die analytischen Daten sind in Tab. 2 aufgefihrt.

HoN
N

H
[
Boc,—N—(ll—C—N COOH
R L ]

1. Carbodiimidmethode
(EDC)

2. acidolytische Boc-Abspaltung
(HCl/Eisessig)

Abb. 4 Syntheseschema der Dipeptidamido-rhodamin 110-Verbindungen
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Die Verbindungen sind wie der Ausgangsstoff REIT fluoreszierend und stark orange
gefarbt, was auf die Auspragung eines konjugiertdtiektronensystems zurtickzufiihren ist.
Trotzdem sind aufgrund der Acylierung einer Aminogruppe deutliche Veranderungen der
spektroskopischen Eigenschaften zu beobacBt@r).

Anhand der*H- und *C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen konnten vier Datensétze,
die auf die Bildung von Diastereoisomeren (bezuglich dgsalS Asymmetriezentrum)
zurtckzufiihren sind, charakterisiert werden. Dis und transisomeren liegen demnach
sowohl in einer S- als auch in einer R-Konfiguration vor, die innerhalb beider Konformere in
einem Verhaltnis von 1:1 auftreten, was anhand der Verdoppelung der Rhodamin 110-NH-
trans undcis-Signale (R/S-¢) nachgewiesen werden konnteHMSTANFKLAUS et al., 1996].

Tab. 2 Analytische Daten der Dipeptidamido-rhodamin 110-Verbindungen

Verbindung Ausbeute [%] MS [M+H]*® |DC HPLC
Summenformel | MG [g/mol] Rf/System tr [Min]
Fo [°C] Laufm./Zeit

Gly-Pro-R11@BICI |84.6 485 0.40/D 25 und 27
Co7H2505N,4Cl 520.15 0.46/E 0-100% A/60 min
203-207 0.37/F

Ala-Pro-R110TFA [81.2 499 0.42/D 32 und 34
C3oH2707N4F3 612.18 0.45/E 0-70% A/60 min
208-212 0.56/F

Phe-Pro-R11®Cl 575 0.51/D 32 und 33
Cs4H3105N,4Cl 610.20 0.64/E 0-100% A/60 min
197-200 0.63/F

2.1.2 Rhodamin-Anker-Substrate

Die Synthese der N-(Glycyl-prolin)-N‘-(halogenalkylcarbonyl)-rhodamin 110-Verbindungen
(Gly-Pro-R110-Y) erfolgte durch Umsetzung von Boc-Gly-Pro-R12.0.{ und 5.1.3.9 mit

dem jeweiligen Halogenalkylcarbonsaurechlorid. Der starke Elektronenzug des im
Saurechlorid vorliegenden —I-Substituenten CI resultiert in einer erhéhten Elektrophilie des
Carbonylkohlenstoffs, wodurch der Angriff des freien Elektronenpaares des R110-Stickstoffs
beginstigt ist. Nach Zugabe einer Hilfsbase ist die Reaktion nach kurzer Zeit beendet.
N-Glycyl-prolin-N*-maleinimidoalkyl-rhodamin 110-Verbindungen wurden durch Umsetzung
von Boc-Gly-Pro-R110 mit 4-Maleinimidobuttersdure bzw. 6-Maleinimidocapronsaure nach
der Carbodiimidmethode erhalten.

Die Synthese der Verbindungen gestaltete sich schwierig. Die Saurechlorid- und die
Carbodiimidmethode boten die einzigen Synthesemdoglichkeiten, mit denen sich akzeptable
Ausbeuten erreichen lie3eB.1.3.3. Der Einsatz anderer Aktivierungsreagenzien wie HATU,
TBTU, PyBrop oder EEDQ [BLLEAU und MALEK, 1968] zeigte nur geringe oder keine
Umsetzungen. Nach der Mischanhydridmethode konnte zwar die vollstandige Umsetzung von
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Boc-Gly-Pro-R110 beobachtet werden, allerdings war das gewinschte Produkt zu 50% durch
das oben erwahnte Urethan infolge der falschen Aufspaltung des gemischten Anhydrides
verunreinigt. Beide Boc-geschiitzten Verbindungen waren in ihrer Polaritat sehr @ahnlich, so dal3
eine Trennung mittels MPLC nicht méglich war.

Es ist anzunehmen, dal3 aufgrund des vergleichsweise groRen Raumbedarfs des Rhodamin 11
hohe sterische Anspriiche an die Kupplungsreaktion gestellt werden.

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte acidolytisch mit HCI/Eisessig. Die N-terminal
freien Verbindungen wurden mittels HPLC gereinigt.

Die Verbindungen sind farblos und nicht fluoreszieréh@.4). Die analytischen Daten sind in

Tab. 4 zusammengefal3t.

Die synthetisierten R110-Derivate des Typs Gly-Pro-R110-Y (Tab. 3) unterscheiden sich in
ihrem Rest Y sowohl hinsichtlich der Reaktivitat als auch der Kettenlange. Ala-Pro-R110-
Yo Cl wurde von Dr. J. Faust, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, zur Verfigung
gestellt.

Tab. 3 Synthetisierte Verbindungen des Typs Xaa-Pro-R110-Y (Xaa = Gly, Ala)

Gly-Pro-R110-Y (Y, bis Yg) Yq: -CO-CH

Y,: -CO-CHCI
Ys: -CO-(CH)CI
Y, -CO-(CH)4CI
Ys: -CO-(CH)4Br

o]
I
Yo —C—@—CHZQ
o)
o) N\
[l
Y7: —C—(CHp)3—— NZjI
o/
o)

o N\
Yy — & (CHYs— sz
4
o 0\ Cl
Yo: —g—(CHz)s—NEj(
| s c

(Gly-Pro-R110 mit Y =¥ Ys, Y7 und ¥ liegen als Trifluoracetate vor,
Ala-Pro-R110-Yliegt als Hydrochlorid vor, Tab. 4)

Ala-Pro-R110-Y (%)

Die *H-NMR-Spektren der Verbindungen der Struktur Gly-Pro-R110-Y (Y:bi¥ Ye) weisen
auf die Existenz vogigtransKonformeren hinsichtlich der Xaa-Pro-Bindung in Analogie zu
den bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen hin. Daneben konnten in Analogie zu
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den Dipeptidamido-rhodamin 110-Strukturen zusatzlich R/S-Diastereoisomege al
Asymmetriezentrum, Abb. 7) anhand der Verdoppelung der Pro-R110iffskk)-Signale
nachgewiesen werden. Da die Pro-R110(Nii§)-Signale von den jeweiligen R110(NH,
trang)-Y-Signalen Uberlagert werden, konnte keine Aussage Uber deren R/S-Verhdltnisse
getroffen werden. Die R110(NH)-Y-Bindung liegt in démnsKonformation vor. Eine
Verdoppelung dieser Signale, die auf eine R/S-Konfiguration hinweist, konnte nicht gefunden
werden. Die relativen Populationen dag/trans-Konformere wurden durch Integration der
jeweils gut aufgelosten Pro°B-Signale im eindimensionalen Protonenspektrum bestimmt
[MRESTANFKLAUS, unverdffentlichte Ergebnisse]. Die entstandenen Verbindungen wessen
Gehalte der Xaa-Pro-Bindung zwischen 13.5% und 19% auf. Die Verhaltnisse der
Populationen der R/S-Konfigurationen desns-Konformeren wurden durch Integration der
entsprechenden Pro-R110(Nirhng)-Signale ermittelt (Tab. A5.2, Anhang).

Tab. 4 Analytische Daten der Xaa-Pro-R110-Y-Verbindungen

Verbindung Ausbeute [%] |MS [a]o®°[°] |DC HPLC
Summentf. [M+H] * |Konzentr. |Rf/ tr [Min]
Fo [°C] MG [g/100ml] |System |Laufm./Zeit
[g/mol] | Losungsm.
Gly-Pro-R110-Y 60.6 527 n.b. 0.47/D |38
CooH2606N4 526.19 0.51/E |0-70% A/
201-205 0.53/F |60 min
Gly-Pro-R110-% 66.5 561 -59.69 0.47/D |39
CaoH2506N,4Cl 560.15 |c=0.86 |0.59/E |0-75% A/
166 (Zers.) Methanol |0.56/F |60 min
Gly-Pro-R110-¥%TFA |80.5 589 -83.90 0.49/D |42
Cs3H300sN4CIF; |702.17 |¢c=0.89 |0.57/E |0-75% A/
159 (Zers.) Methanol |0.58/F |60 min
Gly-Pro-R110-Y, 57.0 603 -68.82 0.50/D |45
C32H3106N,4Cl 602.19 |c=0.62 |0.56/E |0-75% A/
155 (Zers.) Methanol |0.58/F |60 min
Gly-Pro-R110-¥%[TFA |82.6 647 -65.20 0.53/D |47
Cs4H320sN4BrF; | 760.14 |C=1.37 |0.57/E |0-75% A/
163 (Zers.) Methanol |0.61/F |60 min
Gly-Pro-R110-¥% 69.3 637 -60.11 0.49/D |40
Cs5H2006N,4Cl 636.18 |c=0.61 |0.53/E |0-100% A/
amorph Methanol |0.61/F |60 min
Gly-Pro-R110-¥%TFA |80.6 651 -54.40 0.48/D |44
Cs7/H320:10NsF3 | 763.21  |¢=0.87 |0.50/E [0-70% A/
173 (Zers.) Methanol 60 min
Gly-Pro-R110-¥TFA |83.1 679 -32.89 0.49/D |48
CsoH36010NsF3 | 791.24 |¢c=0.75 |0.53/E [0-70% A/
177 (Zers.) Methanol 60 min
Ala-Pro-R110-¥%HCI -63.01 0.62/D |54
CsgH360sNsCl; | 795.16 |¢c=0.84 |0.31/E |0-70% A/
195 (Zers.) Methanol |0.46/F |60 min
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2.2 Biotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Inhibitoren

Zur zellularen DP IV-Lokalisation wurden neben Fluoreszenzsubstraten auch Biotin- und
4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Inhibitoren synthetisiert. Aminoacyl-2-cyano-pyrrolidide,
die mit K-Werten zwischen I0M und 10° M gute kompetitive Inhibitoren der DP IV sind
(3.1.3, stellten die Basisstrukturen fur die Synthesen dar.

Die Darstellung der Lys-2-cyano-pyrrolidide (Abb. 5) wurde in Analogie zetlal. [1995]
durchgefuhrt. Der selektive Schutz der und e-Aminogruppe des Lysins war eine wichtige
Voraussetzung fur den erfolgreichen Syntheseverlauf. Wir entschieden uns fir die
Schutzgruppenkombination Fmoa}(und Boc-€) aufgrund der selektiven basischen bzw.
sauren Abspaltung der jeweiligen Schutzgruppe.

Zunachst erfolgte die Kupplung von Fmoc-Lys(Boc)-OH mit Prolinamid nach der bereits
beschriebenen Carbodiimidmethod2.1(1). Auch hier wurde das wasserlosliche EDC
[SHEENAN et al., 1961] eingesetzt. Die Reaktion erfolgte unter Zusatz von HOBt, um die von
mehreren Autoren beschriebene Razemisierung der Carboxykomponente zu verhindern
[WEYGAND et al.,, 1966; KNIG UND GEIGER, 1970]. Es wird davon ausgegangen, dal3 das
zunachst gebildete Acylureid mit dem zugesetzten HOBt in sehr schneller Reaktion zum
entsprechenden Aktivester umgesetzt wird, dessen Aminolyse ohne Razemisierung ablauft.
Die sich anschlie@ende Dehydratisierung des Fmoc-Lys(Boc)-Prolinamids unter Ausbildung
von Fmoc-Lys(Boc)-2-cyano-pyrrolidid erfolgte in Gegenwart von Trifluoressigsaureanhydrid.
Die Reaktion ist eine typische Eliminierungsreaktion bei der das freie Elektronenpaar des
Amidsauerstoffs mit einem stark elektrophilen Carbonylkohlenstoff des Anhydrids
wechselwirkt.

Nach acidolytischer Boc-Schutzgruppenabspaltung wurden die Marker-Molekile (Biotin und
4(5)-Carboxyfluorescein) nach der bereits beschriebenen MischanhydridmetBdd® (
mittels CAIBE und NEM an dere-Aminogruppe des Lysins eingefuhrt. Die Fmoc-
Schutzgruppe wurde anschlieRend mit Morpholin entfernt.

Tab. 5 Analytische Daten der NBiotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten Lys-2-cyano-pyrrolidide

Verbindung Ausbeute [%] |MS [a]o?° [] DC HPLC
Summentf. [M+H] * | Konzentr. Rf/ tr [mMin]
Fo [°C] MG [9/100ml] System | Laufm./Zeit
[g/mol] Losungsm.
Lys-(4(5)- 71.5 583 n.b. 0.60/D |32
carboxyfluoresceinyl)t C3Hz007N4 582.21 0.40/E |0-70% A/
2-cyano-pyrrolidid 218 (Zers.) 0.61/F |60 min
Lys-(biotinyl)-2- 69.4 451 +45.79 0.28/D |20
cyano-pyrrolidid Co1H340O3NeS | 450.24 c=0.99 0.25/F |0-70% A/
62-64 Methanol 60 min
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Die synthetisierten Verbindungen Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid und Lys-(4(5)-
carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid wurden mittels HPLC gereinigt. Die analytischen
Daten der Verbindungen sind in Tab. 5, die NMR-Daten sind in Tab. A5.3 (Anhang)
aufgefuhrt.

o ?
Fmoc—N— IC— COOCH HUC—NHZ
e )
(C|3H2)3
Boc—NH

1. Carbodiimidmethode
(EDC, HOBY)

TR

0
Fmoc,—N—Cli—C—N C—NH>
e O

(?Hz)s
Boc—NH

2. Dehydratisierung
(Trifluoressigsaureanhydrid)

3. acidolytische Boc-Abspaltung
(HCl/Eisessig)

PR

Fmoc,—N—Cli—C—N CN
e O

(C|3H2)3
NH-

M = Marker
4(5)-Carboxyfluorescein

4. Mischanhydridmethode HO o 0
M+ (CAIBE, NEM) O /
5. Fmoc-Abspaltung

(Morpholin) 0
H ? HoOC COOH

HoN—C—C—N CN
l?Hz (+)-Biotin

Abb. 5 Syntheseschema der®8Biotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten Lys-2-cyano-pyrrolidide
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3 Theoretischer Teil und Ergebnisse
3.1 Dipeptidyl Peptidase IV
3.1.1 Charakterisierung

Die DP IV wurde erstmalig von éPsuHAvU und GENNER [1966] in Rattenleber gefunden.
Weitere Arbeiten beschrieben deren Lokalisation in Pilz&ac¢haromyces cerevisiae
[BORDALLO et al., 1984];Aspergillus fumigatugBEAUVAIS et al., 1997]), in Bakterien
(Flavobacterium meningosepticurfY OSHIMOTO und TSURU, 1982]; Milchsaurebakterien
[CASEY und MEYER, 1985; TSAKALIDOU et al., 1998]), im Gift der Honigbiene RgIL et al.,
1980] und in Pflanzen @8N0 et al., 1994; $ANO et al., 1997]. Im Saugerorganismus ist die
DP IV weit verbreitet [ANHOOF et al., 1992], kommt jedoch in besonders hohen
Konzentrationen in Niere [BNNY et al., 1976], Plazenta BCHEL et al., 1982], Leber
[[KEHARA et al., 1994] und Dinndarm pRMOUL et al., 1994] vor. Die Lokalisation der DP IV
auf T-Lymphozyten wurde zuerst vowlDA [1977] beschrieben.

Nach Klonierung und Sequenzierung der fir die DP IV kodierenden DNA-Bereiche von Ratte
[OGATA et al., 1989], Maus [MRGUET et al., 1992], Mensch [ErRMOUL et al., 1992; NsuMI

et al., 1992; ANAKA et al., 1992],Flavobacterium meningosepticCUfikABASHIMA et al.,

1995], Xanthomonas maltophilgK ABASHIMA et al., 1996] unKenopus laevifVLASAK et al.,

1997] konnten zwischen pro- und eukaryotischer DNA Sequenzhomologien von ca. 30%
nachgewiesen werden ABASHIMA et al.,, 1996; KAMA et al., 1998]. DNA-Vergleiche
innerhalb der Eukaryoten zeigen weitaus gréRere Homologien (ca. 85% Ratte und Mensch
[Misumi et al., 1992], ca. 89% Maus und Menschg®DouL et al., 1992]).

Innerhalb stark konservierter Regionen im C-terminalen Bereich wurde durch gezielte
Punktmutationen die katalytische Triade (Ser, Asp, His) identifiziedAf@ et al., 1992;

DAvID et al.,, 1993]. Um den katalytisch aktiven Serylrest konnte die typische Konsensus-
Sequenz Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly von Serinproteasen, Esterasen und Lipasen nachgewieser
werden [BRENNER 1988; PLGAR, 1992]. Die Anordnung der die katalytische Triade bildenden
Aminosaurereste sowie der KatalysemechanismwaNBT et al., 1996] unterscheiden die

DP IV von den klassischen Serinproteasefamilien der ilSiie (S8; Asp, His, Ser) und
Chymotrypsine (S1; His, Asp, Ser), ARLINGS und BARRETT, 1993]. Die Zuordnung der

DP IV zu einer neuen Familie der Serinproteasen, der Prolyloligopeptidase-Familie, erscheint
daher relevant [RWLINGS et al., 1992; BLGAR und SABO, 1992].

Das Molekulargewicht der DP IV wurde in Abhangigkeit der Spezies, des Gewebes und des
zellularen Differenzierungsstatus mit 110 bis 150 kDab[®et al., 1978; KEHARA et al.,

1994; KAHNE et al, 1996] beschrieben. Diese Heterogenitat ist moglicherweise auf
unterschiedliche Glykosylierungsgrade zuriickzufuhren.

Das native Enzym besteht aus zwei katalytisch voneinander unabhéngigen identischen
Untereinheiten, die durch nichtkovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden sind
[WoLF et al., 1978]. Funktionell untergliedert sich die extrazellulare Aminoséduresequenz jeder
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Untereinheit (739 AS, Ratte, f2TA et al., 1989]) in drei Domdnen MGUET et al., 1992;
FLEISCHER 1994]: eine C-terminale Doméne, die das aktive Zentrum einschliel3t, eine Cystein-
reiche Region und eine Glykosylierungsdomane, die fuinf von acht Glykosylierungsorten
(Ratte) aufweist [GATA et al., 1989].

Die N-terminale hochkonservierte Aminosaureregion, bestehend aus sechs zytosolischen
Aminosaureresten und einer Sequenz von 22 Aminosauren als transmembrane Domane, is
essentiell fur die Verankerung der DP IV in MembraneA® et al., 1989; l&NG und

DovyLE, 1990].

Der Gesamtkohlenhydratanteil betragt 10% bis 27%diESON und KM, 1983; B\RTLES et

al., 1985], wobei die Verkntpfung der Zucker mit der Proteinstruktur N-glykosidisch erfolgt
[BARTLES et al., 1985; ¥MASHITA et al., 1988]. Durch gezielte Punktmutationen potentieller
Glykosylierungsorte konnte die Relevanz domanspezifischer Glykosylierungen fur die
biologische Stabilitdét und Proteinfaltung aber auch fiur die enzymatische Aktivitat und die
Zielsteuerung der DP IV innerhalb der Zelle nachgewiesen werdendtal., 1997].

Neben der DP IV wurden weitere Enzyme mit DP IV-Aktivitat isoliert und charakterisiert.
Dazu gehort eine I6sliche DP 1V, die sich hinsichtlich ihre Substrathydrolyse nicht von dem
membrangebundenen Enzym unterscheidet, jedoch ein wesentlich héheres Molekulargewicht
aufweist (175 kDa) und keinen ADA-Rezeptor darstellt (\§lL.4 [DuKe-COHAN et al.,

1995]). Das entsprechende membranstandige Pendant zu dieser I6slichen Form wurde vor
DUKE-COHAN et al. [1996] als DPPT-L auf aktivierten T-Zellen beschriebeaoJoT et al.

[1996a] und BANCO et al. [1998] charakterisierten eine Dipeptidyl-Peptidas§-iviit DP V-
Aktivitat, die jedoch ein wesentlich geringeres Molekulargewicht aufweist (82 kDa) und kein
ADA-Rezeptor ist. 1100, ein aus dem lleum der Ratte isoliertes Protein mit Gly-Pro-
hydrolysierender Aktivitat, 20.5%iger Sequenzhomologie zur Rattenleber-DP IV und
Genlokalisation auf Chromosom 11, wurde vORANSDER et al. [1997] beschrieben. Das
Glykoprotein 100 (gp100) aus den Gallengangen der Ratte ist mit DP 1V identissls [Hhd

DovyLE, 1988]. Die in der Literatur erwadhnten T-Zelloberflachenproteine 1F7, TplQ3, Ta
[MORIMOTO et al., 1989; HGEN et al., 1990] und CD26 sind identisch mit DP KON BONIN

et al., 1998]. Das Thymozytenaktivierungsmolekil der Maus (THAM) wurde als mit CD26
identisch beschrieben [MER et al.,1991; RISTOL et al., 1992].

CHICH et al. [1995] gelang die Kristallisation von PepX dusctococcus lactis Erste
Ergebnisse zeigen, dal das Enzym auch in kristalliner Form enzymatisch aktiv ist. Die
Vergleichbarkeit der Konformation der aktiven Zentren von DP IV und PepX ist allerdings in
Frage zu stellen, da sich PepX in seiner Konsensussequenz um den katalytisch aktiven Serylres
(Gly-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-Gly) von DP IV (Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly) unterscheidet.
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3.1.2 Substratspezifitat

Die DP |V spaltet Xaa-Pro-Dipeptide vom N-Terminus von Oligo- und Polypeptiden. In-der P
Positiort akzeptiert die DP IV neben Pro auch Ala, Pip, Hyg{tk. = 10 bis 1¢ M™*E?) und

Dhp [HEINS et al., 1988] sowie in ihrer Ringgrof3e variierende prolinanaloge Reste
(KealKm = 10 bis 10 M™E?, [RAHFELD et al., 1991a]). Nach @\GERS et al. [1992] toleriert

DP IV aus humaner Plazenta zusatzlich Ser, Val, GlyKk, = 10 M5, Leu (ka/Km = 40

M™E%) und Abu in R-Position, wobei der beste..kKn-Wert fur R = Abu (10 M™*Sh
beschrieben wurde. Darlber hinaus hydrolysiert DP IV aus Schweineniere auch synthetische
Derivate des Growth-Hormone-Releasing-Factor (Somatoliberin) aus Rind mit Th¥ in P
Stellung [MARTIN et al., 1993]. Nach &iutkowski [1993] werden ebenfalls Dipeptid-p-
Nitroanilide mit Gly und Ala sowie deren N-alkylierte Derivate iAdsition gespalten. Wenn
Prolin in R-Position steht, ist die L-Konfiguration des Aminosaurerestes-infl B-Position

von essentieller Bedeutung fir die enzymatische HydrolysanfHet al., 1984, 1988].
Substrate mit Alanin in fPPosition werden dagegen auch dann noch akzeptiert, wenn die
Aminosaure in RStellung in D-Konfiguration vorliegt [ENS et al., 1988].

In P,-Position werden alle Aminoséaurereste, mit Ausnahme des Prolylrestes, tolegiexty[K

et al., 1976], was nachRBNDT et al. [1995] auf den Verlust einer H-Briicke vom Stickstoff der
Aminosaure in P-Position zum Carbonylsauerstoff derAminosaure zurickzufuhren ist. In
P,-Position akzeptiert DP IV alle proteinogenen Aminosauren mit einer deutlichen
Bervorzugung von Aminoacylresten mit einer hydrophoben oder verzweigten Seitenkette
[HEINS et al., 1988]. Substrate, mit in-Position phosphorylierten AminosaureresteA3KARI

et al., 1996] oder Peptide, die eine Thioxoaminoacylprolyl-Bindung enthal@ui8owski

et al., 1994], werden im Vergleich zu den entsprechenden nichtphosphorylierten bzw. eine
Amid-Bindung enthaltenden Peptiden um bis zu drei GroRRenordnungen schlechter durch DP IV
hydrolysiert.

Neben einem protonierten N-TerminusgjNs et al., 1988], der nachRANDT et al. [1995]
moglicherweise fir die Ausbildung einer Salzbricke zu einem Asparaginylrest des aktiven
Zentrums entscheidend ist, ist dieansKonformation der Xaa-Pro-Peptidbindung von
essentieller Bedeutung fir die Substrathydrolysiscifer et al., 1983a]. Darlber hinaus
bewirkt eine VergroBerung des Abstandes der N-terminalen Aminogruppe von der
Carbonylgruppe in PStellung eine deutliche Verschlechterung der enzymatischen Hydrolyse
[HEINS et al., 1988]. Als bisher gro3tes natives DP IV-Substrat wurde das Chemokin Rantes
(68 Aminosaurereste) beschriebeROECZ et al., 1997; RoosTet al., 1998a].

3.1.3 Inhibitoren

Die Entwicklung spezifischer DP IV-Inhibitoren fiihrte zu zahlreichen Verbindungstypen, die
sich in ihrem Inhibierungsmechanismus deutlich unterscheiden.

1Zur Beschreibung der Substratspezifitat wird die Nomenklatur \awECHITER und BERGER [1967] verwendet. Hiernach
werden Aminosaurereste N-terminal vor der zu hydrolysierenden Peptidbindung (itRAnzahl der Aminosauren in
Entfernung von der zu spaltenden Bindung) und nach der zu spaltenden Bindung (in Richtung C-Termipuszeitifhet.
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Diisopropylfluorphosphat (DFP) als irreversibler jedoch nicht-selektiver Serinproteaseinhibitor
zeigt im Konzentrationsbereich von Bl noch gute Hemmeigenschaften beziiglich der
Substrathydrolyse durch DP IV fMBTH et al., 1974; KNNY et al., 1976]. Diethyl-p-
nitrophenylphosphat hemmt die DP IV jedoch um den Faktor 100 schlechter wéahrend
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) kein Inhibitor der DP 1V isefi<ly et al., 1976].

Die Hemmung der DP IV durch ihre Hydrolyseprodukte (Xaa-Pro- und Xaa-Ala-Dipeptide)
erfolgt kompetitiv mit K-Werten zwischen T0M und 10° M [YARON und NaIDER, 1993;

BORN et al.,, 1994]. Ebenfalls kompetitiv wird DP IV durch Oligopeptide (Tetraprolin,

Ki = 610" M, [HARADA et al., 1982; I@FFMANN et al., 1995]) gehemmt. Die vorMdzAwA et

al. [1984] beschriebene kompetitive Hemmung durch Diprotin A (lle-Pro-lle) und Diprotin B
(Val-Pro-Leu) wurde von RHFELD et al. [1991b] widerlegt. Die Autoren konnten nachweisen,
daR es sich bei beiden Peptiden um Substrate der DP IV handelt.{{R}; k 3.410° M5,

VPL: Keaf Km = 1.720° ME1).

Sehr effektive kompetitive Inhibitoren miti&Verten im mikromolaren Bereich sind die von
RAHFELD [1989] wund BRN et al. [1994] beschriebenen produktanalogen
Aminosaurepyrrolidide. Eine Weiterentwicklung dieser Verbindungen stellen die aRR &

al. [1994], L et al. [1995] und AHWORTH et al. [1996a, 1996b] beschriebenen
Aminosaurethiazolidide, = Aminosaure-2-cyano-pyrrolidide  und  Aminosaure-4-cyano-
thiazolidide dar, deren Hemmkonstanten um bis zu vier GréZenordnungen besser sind. Mit
Ausnahme des letztgenannten werden alle Verbindungstypen in biologischen Systemen
eingesetzt [SHON et al., 1991;1ANG et al. 1997REINHOLD et al., 1994, 1998b].

Die fur eine Reihe anderer Serin- und Cysteinproteasen (Subtilisin [Demuth et al., 1989a;
STEINMETZ et al, 1994], Elastase If€HER et al., 1983b]) als gute Suizid-Inhibitoren
bekannten N-Peptidyl-O-acylhydroxylamine wurden nach struktureller Anpassung an die
Substratanforderungen der DP IV hinsichtlich ihrer Hemmeigenschaften untersucht. Als
problematisch erwies sich die geringe Stabilitat der Verbindungen und deren fast vollstandige
enzymatische Hydrolyse EMUTH et al., 1989b, 1993]. Die Inaktivierung der DP IV-Aktivitat

ist moderat (fao/Ki = 10" bis 1¢ M™S?, [DEMUTH et al., 1989c]).

Substratanaloge ChlormethylketoneeNiuTH, 1989] als irreversible und Peptidylammonium-
methylketone [$EINMETZER et al., 1993] als Slow-Binding-Inhibitoren, weisen\Werte im
mikromolaren Bereich auf, sind jedoch sehr instabil.

Peptidylboronsauren [@UTTS et al., 1996; RRGELLIS et al, 1997] hemmen als
Ubergangszustandsanaloge  Verbindungen entspechend eines  Slow-Thight-Binding-
Mechanismus [GTHEIL und BACHOVCHIN, 1993] mit K-Werten im pikomolaren Bereich und

sind die bisher potentesten Inhibitoren der DP NARE@ELLIS et al., 1997]. Die unter
physiologischen Bedingungen beobachtete Zyklisierumgp\{&et al., 1994; 8DMEIER et al.,

1994; RARGELLIS et al., 1997] fuhrt jedoch zu einem drastischen Aktivitatsverlust. Trotzdem
finden die Verbindungen in biologischen Systemen AnwendurgsiBL et al., 1995;
JEANFAVRE et al., 1996].

Aminoacylphosphonoprolindiphenylester als irreversible Inhibitoren der DP IV zeichnen sich
durch eine hohe Stabilitat unter physiologischen Bedingungen aos/f2ek et al., 1994]. Da

die Geschwindigkeit der Inaktivierung des Enzyms sehr gering ist, die Hemmung jedoch als
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stabil beschrieben wurde AMBEIR et al., 1996], finden diese Inhibitoren in biologischen
Systemen Anwendung FEMEESTERet al., 1997].

Thioxoaminosaure-pyrrolidide und —thiazolidide wurden vadcKeL [1997] als kompetitive

DP IV-Inhibitoren mit K-Werten im mikromolaren Bereich beschrieben. Mit Ausnahme des
Val-thiazolidids sind alle Verbindungen mit einer Thioxoamidbindung schlechtere Inhibitoren
als das entsprechende Derivat mit einer Amidbindung.

Als natdrlicher Inhibitor der DP IV wurde das HIV1-Tat-Protein (Transaktivator-Protein, 86
AS-Reste, [GTHEIL et al., 1994]) beschrieben. Die vBspergillus oryzaé\ 374 produzierten
peptidischen Verbindungen TMC-2A, -2B und -2C (bestehend aus L-Tryptophan, Mono- oder
Dihydroxy-L-Leucin und substituiertem Isochinolin) hemmen die DP IV-Aktivitat
unkompetitiv [AsAl et al., 1997; MNAKA et al., 1997].

Ein von NGUYEN et al. [1998] vorgestellter zyklischer Suizid-Inhibitor ist durch eine gute
Inhibierungskonstante (£0M) und eine hohe Stabilitét charakterisert.

3.1.4 Biologische Bedeutung

Die DP IV ist an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt, woraus sich die enorme
Bedeutung des Enzyms ableiten la3t. Die Multifunktionalitat der DP IV im Saugerorganismus
ist dabei nicht nur ein Resultat der enzymatischen Aktivitat.

Innerhalb der Sequenzen zahlreicher Peptidhormone, Neuropeptide und Zytokine treten
prolinreiche Regionen auf [BMATLEIN, 1988; VANHOOF et al., 1995], die einerseits vor dem
unspezifischen Abbau durch proteolytische Enzyme schitzen und andererseits
prolinspezifischen Proteasen als Substrate dienen.

Eine Funktion der DP IV besteht in derozessierung prolinhaltiger biologisch aktiver
Peptide und der damit verbundenen Regulation ihrer physiologischen Wirkangvo- und

in vitro-Untersuchungen zeigten, dall DP IV das N-terminale Tyr-Pro-Dipeptid des
Neuropeptids Y [MNTLEIN et al., 1993a] und des gastrointestinalen Peptids Y¥DEWROS

und TURNER, 1994] abzuspalten vermag, wodurch deren spezifische Rezeptorbindung verloren
geht. GleichermalRen hydrolysiert die DP IV das Neuropeptid Substanz P unter schrittweiser
Freisetzung des N-terminalen Arg-Pro und Lys-Pro, wodurch die Verbindung der vollstandigen
Hydrolyse durch APN zugéanglich gemacht wirdHMaD et al., 1992; BSSEL et al., 1996].
BERGER et al. [1987] und BFFMANN et al. [1993] konnten zeigen, dall N-terminale
Teilsequenzen verschiedener Zytokine von DP IV hydrolysiert werden, wahrend intakte native
Zytokine keine Substrate darstellen. Inwieweit hier die Kettenldnge der Peptide (Hydrolyse bis
zu maximal 24 AS-Resten nachgewiesen) eine Rolle spielt, ist fraglichRaeECE et al.

[1997] und IROOSTet al. [1998a] die Hydrolyse des nativen Chemokins Rantes (68 AS-Reste)
durch DP IV nachweisen konnten. Die Beteiligung der DP IV an der Prozessierung
gastrointestinaler Peptide wie Enterostatin (Val-Pro-Asp-Pro-Ar@ufds et al., 1995]),
Glucagon-Like-Peptide-1(7-36) (GkRs;, [MENTLEIN et al., 1993b; RuLY et al., 1996]) und
Glucose-Dependent-Insulinotropic-Polypeptide (GH? [KIEFFER et al., 1995; RuLY et al.,
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1996]) wurde in vitro und in vivo gezeigt. Daneben konnte die Inaktivierung des
B-Casomorphin-5 [WRDRODT et al., 1982], des humanen Somatoliberins (GRHBONGERS

et al., 1992]) und des Growth-Hormone-Releasing-Factor aus RiseTjM et al., 1993] sowie

des GRIr9 [BAI und GHANG, 1995] nachgewiesen werden.

In vivo wird von einer konzertierten Substrathydrolyse prolinhaltiger Sequenzen, an denen
neben DP IV auch andere Proteasen wie APN oder APP beteiligt sind, ausgegamgen ¢A

al., 1992; BuUrAset al., 1995; GMARTIN, 1995].

Die Freisetzung des Giftes der Honigbiene, Mellitin, erfolgt nach DP IV-katalysierter
Hydrolyse von elf Xaa-Pro- bzw. Xaa-Ala-Dipeptiden aus dessen Vorstufe Promelkmn [K

et al, 1980]. MNTLEIN und HYMANN [1982] konnten die Hemmung der
Fibrinpolymerisierung und damit der Blutgerinnung durch die DP IV-katalysierte Hydrolyse
eines Gly-Pro-Dipeptides vom N-Terminus deKette des monomeren Fibrins nachweisen.

Die Bedeutung der DP IV als Enzym der Burstensaummembran von Niere und Dinndarm ist in
der Involvierung des Enzyms in Abbauprozesse von im Stoffwechsel anfallenden
prolinhaltigen Polypeptiden zu sehen [RUPPATHI et al., 1990]. Die Resorption der
Spaltprodukte erfolgt durch Transportmechanismen des protonenabhangigen Peptidtransporters
PEPT 2 [BRANDSCH et al., 1995].

Als von der enzymatischen Aktivitat unabhéngig, wurde die Rolle ReHV/CD26 als
Assoziationsmolekil bzw. Vermittler von Zell-Matrix-Adhasionsprozesserbeschrieben.

Der Nachweis, dal3 lymphozytare DP 1V/CD26 auf der Zelloberflache mit Adenosindesaminase
(ADA) assoziiert und damit identisch mit dem bis dahin beschriebenen ADA-Bindeprotein ist,
gelang KKMEOKA et al. [1993] und EMEESTEREet al. [1994]. Die enzymatische Aktivitat von

DP 1V/CD26 und ADA bleibt von deren spezifischer Bindung, die naoRdet al. [1997] in

der Position 340-343 der Aminosauresequenz der DP IV zu vermuten ist, unbeeinfuf3t [D
MEESTER et al., 1994; BANCO et al., 1996]. Trotz des vonwhki-EGAWA et al. [1997]
beschriebenen Befundes, dalR DP IV/CD26 aus Ratte kein ADA bindet, wird eine
immunregulatorische Bedeutung der DP IV/CD26-ADA-Assoziation im humanen Organismus
angenommen. Nach dNG et al. [1996, 1997] ist hierbei jedoch weniger eine direkte
Involvierung in T-Zell-Aktivierungs- und Proliferationsprozesse zu vermuten. Die Aufhebung
der auf die T-Zell-Aktivierung hemmenden Wirkung des Adenosins durch dessen ADA-
vermittelte Desaminierung FANCO et al., 1998] scheint von weitaus groR3erer Bedeutung zu
sein [DoNG et al., 1996, 1997]. ADA-Mangelerkrankungen, die mit schweren, durch Stérungen
im Purinstoffwechsel hervorgerufenen, immunologischen Abnormitaten einhergehen, machen
die Bedeutung der ADA fiir den humanen Organismus deutlich.

Die Wechselwirkung von DP IV aus Rattenleber und Maus-Fibroblasten mit Kollagen
[BAuvOIS, 1988; FANSKI et al.,, 1988] und Fibronektin [f&Zza et al.,, 1989] als wichtige
Voraussetzung fur die Generierung von Zell-Matrix-Adhasionsprozessen, ist von der
enzymatischen Aktivitat der DP IV unabhangig AN$ki et al, 1988]. Der
Kollagenbindungsort  liegt innerhalo der Cystein-reichen Region der DP IV-
Aminosauresequenz @iSTER et al, 1995]. MTTERN et al. [1998] konnten zeigen,
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dal lymphozytare DP IV/CD26 nicht in Adhé&sionsprozesse von Lymphozyten an
Endothelzellen oder Fibroblasten involviert ist.

Obwohl die Rolle der DP IV im Immunsystem bis heute nicht vollstandig geklart ist,
sprechen mehrere Untersuchungsergebnisse fiir eine grof3e Bedeutung des ErRgusM

et al., 1993].

DP IV/ICD26 wurde als Oberflachenprotein einer Subpopulation von T-Lymphozyten
beschrieben, die CD4-positiv sind EMTLEIN et al., 1984], den Rezeptor fur das Fc-Fragment
von IgM (FcuR) tragen [E.LER und RARWARESCH 1981] und IFNy sowie IL-2 aber nur
wenig IL-4 bzw. IL-5 produzieren und damit funktionell zu F#ellen gehéren [W.LHEIM et

al., 1997]. Daneben wurde DP IV/CD26 auch auf einer Subpopulation CD8-positiver Zellen
beschrieben [MNOz et al., 1992]. Nach mitogener Stimulation beobachteter68 und
ANSORGE[1990] eine um das Vielfache erhdhte Expression der lymphozytaren DP IV/CD26,
was auf die Bedeutung des Enzyms als T-Zell-Aktivierungsmarker hinweist. Darlber hinaus
konnten BJHLING et al. [1994, 1995] und AMABE et al. [1997] die Expression von
DP 1V/CD26 auf aktivierten B-Lymphozyten und NK-Zellen nachweisen.

Neben der Funktion als Aktivierungsmarker wurde die kostimulatorische Aktivitdt von
DP IV/CD26 in T-Zell-Aktivierungs- und Proliferationsprozessen diskutiert. So konntio

und in vitro gezeigt werden, dafl3 DP IV-spezifische Inhibitoren (Aminosaurepyrrolidide und
-thiazolidide [SHON et al., 1991; RINHOLD et al., 1993, 1997a], N,O-Diacylhydroxylamine
[SCHON et al., 1985], PeptidylboronsaurenysoTA et al., 1992]) starke immunsuppressive
Wirkungen hervorrufen, die einerseits auf eine Hemmung der DNA-Synthese sowie der
Produktion verschiedener Zytokine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 und IiNaber auch auf

eine verringerte  Antikorperproduktion aufgrund gehemmter B-Zell-Differenzierung
zurtckzufuhren sind. Andererseits konnteEINROLD et al. [1997] eine verstarkte Sekretion
des immunsuppressiven T@Hiachweisen.

Neben DP IV-spezifischen Inhibitoren kdnnen monoklonale anti-DP IV/CD26-Antikérper
sowohl stimulatorisch als auch inhibitorisch auf die T-Zell-Aktivierung wirken. So zeigt die
Bindung des monoklonalen Antikdrpers 1F7 an DP IV/CD26 in Gegenwart submitogener anti-
CD3-Mengen eine kostimulierende Wirkung auf Aktivierungs- und Proliferationsprozesse
CD4-positiver Lymphozyten, die mit einer verstarkten IL-2-Produktion sowie mit einer
erhohten intrazellularen Kalziummobilisierung einhergehenN® et al., 1990a, 1990b].
Andererseits ist 1F7 in der Lage, die Antigen-induzierte T-Zell-Proliferation und die PWM-
stimulierte 1gG-Synthese von B-Lymphozyten zu hemmen [Morimoto et al., 1989]. Obwohl
anti-CD26-Antikdrper unterschiedliche, z.T. Uberlappende, Epitope von DP IV/CD26
erkennen, bleibt die enzymatische Aktivitdt von der Antikdrperbindung unbeeinfl#it [D
MEESTER et al., 1992, 1993]. &FFMANN et al. [1995] beschrieben jedoch zwei anti-CD26-
Antikorper, die ebenfalls die DP IV-Aktivitat inhibiere8.4.J).

Die durch DP IV/CD26 vermittelte Kostimulation der T-Zell-Aktivierung ist Gegenstand der
von mehreren Autoren diskutierten T-Zell-Aktivierungsprozesse, die in Zusammenhang mit
dem TCR(T-Zell-Rezeptor)/CD3-Komplex stehemN& et al., 1990a, 1990b, 1991]. Wie die
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Signaltransduktion von DP IV/CD26 zu TCR/CD3 erfolgt, ist bislang unklar. Da DP IV nur
Uber eine sehr kurze zytoplasmatische AminosaureseqBdnd (erfugt, ist die Involvierung
anderer membranstandiger oder zytoplasmatischer Proteine in CD26-vermittelte
Signaltransduktionsprozesse wahrscheinlich.

In Zusammenhang damit steht die vapRIMOTO et al. [1991] beschriebene Koassoziation von
DP IV/CD26 mit CD45, einer membranverankerten Protein-Tyrosin-Phosphatase. Die mit der
anti-CD26-induzierten Kostimulation verbundene Phosphorylierung der(-BBfte bei
gleichzeitiger Erhdhung der CD4-assoziierten '$98rotein-Tyrosin-Kinase(PTK)-Aktivitat,
weist auf eine Beteiligung von CD45 innerhalb dieser Prozesse hin. Daneben koonten M

et al. [1992] und HGEN et al. [1997] die anti-CD26-induzierte Phosphorylierung einer Vielzahl
zellularer Proteine, nach Kreuzvernetzung von DP IV/CD26 mit CD3, nachweisen.
GAETANIELLO et al. [1998] beschrieben anti-CD26-induzierte  Protein-Tyrosin-
Phosphorylierungen von Proteinen einer Leberkarzinom-Zellinie in Abwesenheit eines
TCR/CD3-Komplexes.

Eine wichtige Rolle scheint dié-Kette des TCR/CD3-Komplexes zu spielen. So konnten
MITTRUCKER et al. [1995] undvON BONIN et al. [1997] zeigen, dalR entsprechende zellulare
Mutanten in Ermangelung def-Kette nicht in der Lage sind, anti-CD26-induzierte
Signaltransduktionsprozesse zu durchlaufen.

Die Bedeutung der enzymatischen Aktivitat fir die Rolle der DP IV/CD26 als Kostimulator
von T-Zell-Aktivierungsprozessen wird kontrovers diskutiert. Einerseits weist die durch
gezielte Punktmutationen des Serylrestes im aktiven Zentrum sowie die durch vollstandige
Inhibierung der DP IV-Aktivitat mittels DFP erreichte Hemmung der anti-CD26-vermittelten
T-Zell-Aktivierung auf die Notwendigkeit der Enzymaktivitat fir die CD26-induzierte T-Zell-
Proliferation hin [TANAKA et al., 1993, 1994]. EsENet al. [1993] hingegen diskutierten eine
von der DP IV-Aktivitat unabhangige Ubertragung von Signalen nach CB.1(= anti-CD26)-
vermittelter T-Zell-Aktivierung.

Fur einenZusammenhang zwischen DP IV und der HIV-Infektiongibt es mehrere Befunde.
CALLEBAUT et al. [1993] postulierten eine Beteiligung von DP IV/CD26 als Kofaktor von CD4
am Eintritt des HIV-Virus in CD4-positive Zellen, was jedoch von mehreren Autoren nicht
nachvollzogen werden konnte RBDER et al., 1994; bzARO et al., 1994; MRIMOTO et al.,
1994]. QTHEIL et al. [1994] konnten zeigen, dalR das HIV1-Tat(Transaktivator)-Protein mit
hoher Affinitdt an DP IV bindet, wobei die Bindungsstelle in der Region de&fitopes der

DP IV-Aminosauresequenz liegt. Dartber hinaus ist Tat ein Inhibitor der DP;I¥ Z8 bis
1300 pM, [QWTHEIL et al., 1994]). Die mdgliche Relevanz der N-terminalen Xaa-Xaa-Pro-
Sequenz fur die Enzyminhibierung wurde VOrrRBNGER et al. [1996, 1997] beschrieben.
Dieser Befund und die immunsuppressive Wirkung des Tat-Proteigsipvet al., 1989], die

mit der durch synthetische DP IV-Inhibitoren vermittelten Wirkung vergleichbar ist
[SUBRAMANYAM et al.,, 1993; RINHOLD et al., 1996], weisen auf einen Zusammenhang
zwischen DP IV-Tat-Interaktion und der Hemmung von T-Zell-Aktivierungsprozessen hin.
Eine Involvierung von DP IV/CD26 in HIV-vermittelte Apoptose-Prozesse wird diskutiert
[MoORIMOTO et al., 1994; AcoToT et al., 1996b].
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Die Chemokine Rantes und SDBEIwurden als Inhibitoren der HIV-Infektion beschrieben
[ORAVECZ et al., 1997; RoosT et al.,, 1998b; @tsuki et al., 1998]. Die regulatorische
Bedeutung der DPIV beruht auf der enzymkatalysierten Hydrolyse des
N-terminalen Dipeptides dieser Chemokine.

Mehrere Autoren diskutieren dBedeutung von DP IV/CD26in Zusammenhang mit der
Ausbildung verschiedener Krankheiten

Mit zahlreichen Tumorerkrankungen geht eine veranderte DP IV/CD26-Expression einher. So
konnten KOJIMA et al. [1979b, 1987] zeigen, dald sowohl die Serum-DP IV-Aktivitdt von
Leberkarzinom-Patienten als auch die Enzymaktivitat im Karzinomgewebe selbst stark erhdht
ist. SreEccA et al. [1997] gelang eine Differenzierung von Phéanotypen verschiedener
Leberkarzinome, die sich in ihrer DP IV-Aktivitat und -Lokalisation z.T. deutlich
unterscheiden. Im Falle des Schilddrisenkarzinoms wurde eine geringere Enzymaktivitat im
Serum [Moail et al., 1986] aber eine in jedem Fall hohe CD26-mRNA-Expression sowie eine
ebenso stark erhohte DP IV-Aktivitdt im Karzinomgewebe gefunden. NachkR et al.

[1995] kommt DP IV eine Bedeutung als Tumormarker zu.

JOHNSON et al. [1993] konnten erstmalig vitro zeigen, dafl3 DP 1V/CD26 eine wichtige Rolle
innerhalb metastatischer Prozesse spielt. Die durch DP IV/CD26 vermittelte Zell-Zell-
Adhasion geht moglicherweise auf die erhdhte Fibronektin-Bindung metastatischer Zellen im
Vergleich zu nichtmetastatischen Zellen zuriickHNISON et al., 1993]. Ahnliche Ergebnisse
erzielten GIENG et al. [1998], die zeigen konnten, daR DP IV des Lungenendothels als
Rezeptor fur Brustkrebszellen in Ratten dient.

FAP-a (Fibroblasten-Aktivierungs-Protem), das in besonders hohen Konzentrationen auf
Fibroblasten epithelialer Karzinome vorkommt, ist haufig mit CD26 assoziiert und besitzt eine
ca. 60%ige Sequenzhomologie zu humaner DP IGA[BAN et al., 1994; @eN, 1996].
Daruber hinaus konnteni\ERMEYER et al. [1998] zeigen, dal? FAP in Analogie zu DP IV das
typische DP IV-Substrat Ala-Pro-7-amido-4-trifluormethyl-cumarin unter Freisetzung des
Chromophors hydrolysiert. Daneben verfiigt FAP Uber eine mit DP IV Ubereinstimmende
katalytische Triade (His, Asp und Ser).

Aufgrund der zumeist veranderten DP IV-Aktivitat in Serum, Plasma und MABIHARA et

al., 1987] wird ein Zusammenhang zwischen Amtaunerkrankungen und CD26-Expression
diskutiert. So konnten ANAKA et al. [1997, 1998] nachweisen, dal3 DP IV-spezifische
Inhibitoren suppressive Wirkungen auf induzierte rheumatoide Arthritis zeigan:d® D et

al. [1998a] beschrieben eine Bedeutung der DP IV bei Multipler Sklerose.

MAES et al. [1997] wiesen eine deutliche Verringerung der Serum-DP IV-Aktivitat bei
Patienten mit schwerer Depression nach.

KOROM et al. [1997] stellten erstmals in einem vivo-Experiment einen Zusammenhang
zwischen CD26-Expression und der Entwicklung einer akuten Organabstof3ung nach
Transplantationen her.

Eine physiologische Raritat stellt ein DP IV-negativer Stamm einer japanistderer-Ratte
(CRJ) dar. GIf?® ist hier aufgrund einer ,missense“-Mutation durch Arg ersetzt, woraus der
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vollstandige Abbau des mutierten Proteins im Endoplasmatischen Retikulum resudtisrefT

al., 1992]. WakI-EGAWA [1995] zeigten, dal3 in diesen Individuen PHA-stimulierte T-Zell-
Aktivierungs- und Proliferationsprozesse auch ohne die kostimulatorische Wirkung von
DP IV/CD26 mdoglich sind. Ungewdhnliche Krankheiten dieser Tiere sind nicht bekannt.
Lediglich die Haufung prolinhaltiger Peptide im Urin und die Unfahigkeit, prolinhaltige
Peptide wie GIP oder GLP-1 gBPERSON et al., 1996] zu hydrolysieren, unterscheiden
Mutanten von gesunden Tieren.

Eine deutsche Fischer-Ratte, die eine 95-kDa enzymatisch inaktive DP IV exprimiert, wurde
von COBURN et al. [1994] beschrieben. Auch diese Tiere generieren eine mit gesunden Tieren
identische Mitogen-induzierte Immunantwort.

Eine Endopeptidase-Aktivitat der DP IV hinsichtlich der Hydrolyse von denaturiertem
Kollagen wurde von BRMPOHL et al. [1998] beschrieben.

Die Kristallisation und Strukturaufklarung von Prolyloligopeptidase gelang kurzilicbr-et
al. [1993].
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3.2 Rhodamine und Rhodaminderivate
3.2.1 Fluoreszenz

Der Grundzustand ;Svon Rhodaminen tragt Singulett-Charakter. Durch optische Anregung
kann ein Ubergang in hohere Singulett-Niveaus § Ss,...) induziert werden (Absorption).

Beim Ubergang vom niedrigsten Schwingungsniveau des angeregten Singulett-Zustandes S
ein Niveau des Singulett-GrundzustandgsM@d Energie in Form der Fluoreszenz emittiert.

Die neben der Fluoreszenzemission beschriebene innere Umwandlung bezeichnet einen
Vorgang, bei dem die Anregungsenergie ohne eine Fluoreszenz zu induzieren, in Form
thermischer Energie an die Umgebung abgegeben wird. Der Elektronenanregungszustand
relaxiert ~dabei zunachst unter Energielbertragung der Elektronenenergie in
Kernschwingungsenergie in den Elektronengrundzustand. Als ,intersystem crossing” oder
Interkombinationstibergang  bezeichnet man den durch Spinumkehr generierten
quantenmechanisch verbotenen Ubergang eines Singulett-Zustandes in einen langlebigerer
Triplett-Zustand T geringerer Energie (Gesamtubersicht siehe Abb.6).

S ‘ Innere Umwandlung

3 |
Sz 7Interkombinations-
S, W
T

Absorption Fluoreszenz

Phosphoreszenz

Abb. 6 Jablonski-Diagramm der an einem photochemischen Prozel3 beteiligten Molekllenergie-
niveaus [nach M>ORE, 1990]

Die Lebensdauer des $ Zustandes, als MalR fur die Zeit, die ein Molekll im angeregten
Zustand verweilt bevor die Fluoreszenzemission erfolgt, wurde wvemEL T[1997] flur
verschiedene Rhodamine in einem Bereich zwischen 4ns und 8ns bestimmt. Die
Quantenausbeut® einiger Rhodamine, die sich aus der Anzahl emittierter und absorbierter
Photonen berechnet, ist groRer als 0.9 (Tab.6). Die Extinktionskoeffizienten liegen in einem
Bereich um 10M™*@m* (Tab. 6).

Eine hohe Quantenausbeute in Kombination mit einem hohen Extinktionskoeffizienten stellen
die Hauptvoraussetzung fir eine hohe Fluoreszenzintensitat eines Fluorophors dar.
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3.2.2 Charakterisierung

Die meisten Rhodaminverbindungen bestehen aus einem planaren und damit starren
Xanthengrundgerust, das in den Positionemui@ G je eine Aminogruppe und in Position C

eine Substitution durch eine Benzoesaurestruktur aufweist (Abb.REXHAGE, 1990]).
Rontgenstrukturanalysen von an der Benzoesaurestruktur veresterten Rhodaminen zufolge
konnte nachgewiesen werden, dall der Benzoesaurering nahezu rechtwinklig zum
Xanthengertst angeordnet istg@Ms et al., 1986].

Alkylierungen am Xanthengerust {Rbzw. an den beiden primaren Aminogruppen, (R,

Abb.7) sind fur die Vielfalt der strukturell verschiedenen Rhodaminverbindungen
verantwortlich (Tab. 6). Darlber hinaus wurden Erweiterungen des Xanthenringsystems (Bsp.:
Texas Rot, Sulforhodamin 101) aber auch die Einflihrung reaktiver Gruppen am Aromaten der
Benzoesaurestruktur (Sulfonylchlorid-, Maleinimid-, Haloacetamid-Derivate) beschrieben
[LEFEVRE et al., 1996]. Aufgrund der verschiedenen Substitutionen am Xanthengerist
absorbieren Rhodamine in einem Bereich von 485-700 nm (Tab. REXHBGE, 1990]).
Anderungen der Fluoreszenzlebensdauer und der Quantenausbeute sowie Verschiebungen d
Exitations- und Emissionswellenlange wurden in Abhangigkeit des Losungsmittels (Polaritét
und Viskositat) und der Temperatur beschriebeREPWELL, 1980; ARBELOA und ROHATGI-
MUKHERJEE 1986a, 1986b]. Einen Uberblick tiber die in der Literatur am haufigsten erwahnten
Rhodamin-Verbindungen liefert Tab. 6.

Rl\ + y R]_
N @) N
Ry O "R,
9

>
R4 R4
COOR;

Cl

Abb. 7 Allgemeine Struktur der meisten Rhodamin-Verbindungen
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Tab. 6 Darstellung der in der Literatur am haufigsten erwahnten Rhodaminverbindungen

Struktur Bezeichnung Aex/AEm () Derivate
[nm]
495/523 0.9 [N,N-
HN (Hepes, pH 7.5, substituierte
Rhodamin 110 |15% EtOH) Verbindungen
(R110) als Protease-
substrate
N 498/528 0.87
’ (Wasser)
Rhodamin 123
(R123) 503/527 0.86
(n-Oktanol)
526/554
HsCo—N (Wasser)
A Rhodamin 6G
(R6G) 530/553 0.99
(EtOH)
557/580 Oktadecyl-
(Wasser, sauer) 0.24 |rhodamin B,
Rhodamin B Rhodamin 3B,
(RB) 553/575 0.57 |Lissamin-
(EtOH, sauer) | 0.67 |Rhodamin B
577P >0.9 |Sulpho-
(EtOH, sauer) | 1.¢ |rhodamin 101

Rhodamin 101
(R101)

565P
(EtOH, basisch

691/69% Rhodamin 700
Rhodamin 800 |(EtOH) (anstelle -CN
(R800) hier -CR)

687/692

(Wasser)

! [LevTuset al., 1983a],? [PAL et al., 1996],° [MiALOCQ et al., 1991],* [ARBELOA und ROHATGFMUKHERJEE
1986a, 1986b]° [THIEL, 1997],°[SAkaNOUEet al., 1997] [DREXHAGE 1990],° [BEAUMONTE al., 1993]
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Die Fluoreszenz der Rhodamine wird nadiRETER[1982] und DREXHAGE [1990] wesentlich

durch das Auftreten eines konjugierteiilektronensystems sowie die planare Xanthenstruktur
als Resultat der Einflihrung einer O-Brlicke verursacht.

Die Bindungs- und Ladungsdelokalisierung der Rhodamine beschrankt sich RExRARE

[1990] hauptsachlich auf zwei spiegelbildsymmetrische Resonanzstrukturen 1 und 3 (Abb. 8).
ARBELOA et al. [1991] diskutieren flir Rhodamine mit einer nicht veresterten
Benzoesaurestruktur zusatzlich eine durch intramolekulare elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen Xanthengertst und Carboxylfunktion der Benzoylstruktur hervorgerufene
Stabilisierung der Mesomeriestruktur 2 (Abb. 8).

+ +
o NR2 o) NR»

RoN (0] NR2 RoN RoN
994 98¢ (L

_—
B

l COOH l COOH l COOH

1 2 3

Abb. 8 Resonanzstrukturen des Rhodamin 110

In polar protischen Losungsmitteln liegen Rhodaminverbindungen, deren Carboxylgruppe nicht
verestert ist, im Gleichgewicht mit einer zwitterionischen Form vor (Abb. 9). Diese zeigt ein
um 3 nm hypsochrom verschobenes Absorptionsmaximum. Die Lage des Gleichgewichtes ist
pH-abhangig. In apolar aprotischen Losungsmitteln ist aufgrund der Instabilitdt des Zwitterions
eine laktoide Struktur ausgepragt, die, bedingt durch die Unterbrechung des konjugierten
T-Elektonensystems, farblos und nicht fluoreszierend ist (Abb. 8EBAGE, 1990]). Im
Gegensatz zu REXHAGE [1990], der die Rolle der Losungsmittelpolaritat fur die Ausbildung
der zwitterionischen Struktur in den Mittelpunkt stellt, diskutieretBAOA und ROHATGI-
MUKHERJEE [1986a] die Solvatisierung der Carboxyl-Gruppe als wesentlichen
Stabilisierungsfaktor des Zwitterions. Der aprotische und nicht der unpolare Charakter eines
Losungsmittels ist damit fur die Auspragung der laktoiden Struktur verantwortlich.

Die Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz mufld bei der Anwendung von Fluorophoren
stets  bericksichtigt ~werden. Mehrere Ursachen der konzentrationsabhangigen
Fluoreszenzloschung werden diskutiert.

Ein wichtiges Merkmal vieler Xanthenfarbstoffe ist deren konzentrationsabhangige
Aggregation, die mit einer hypsochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums und einer
deutlichen Fluoreszenzabnahme verbunden ist. Der Fluoreszenzverlust resultiert einerseits
daraus, daR die Aggregate selbst nicht fluoreszieren, andererseits wird die Ubertragung von
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Emissionslicht auf nichtfluoreszierende Dimere, die in diesem Fall als Quencher wirken,
diskutiert. Die Aggregationsprozesse werden bereits bei einer Konzentration Vvl 10
beobachtet [RBELOA und QIEDA, 1982; KELKAR et al., 1990; BOMASHCHI et al., 1991] und

sind darUber hinaus pH-, Losungsmittel- und Temperatur-abhangrsfER 1982; XU und
NECKERS 1987]. Neben der Dimerisierung der Fluorophore, konnteowMAsSHCHI et al.
[1991] auch Trimerisierungen sowie die Ausbildung von Tetrameren des R6G ab einer
Konzentration von 1® M nachweisen. Im Falle der R6G- und RB-Dimere wurde nach NMR-
spektroskopischen Untersuchungen die Auspragung von H-Typ Aggregatexni® et al.,

1996; RACKARD et al., 1997a] mit einer sandwichartigen Aneinanderlagerung der
Xanthenstrukturen aus deren Ebene die Benzoesaureringe herausragen, beschdeben [I

al., 1996]. Die Ausbildung von H-Bricken innerhalb dieser Aggregate konnte nicht
nachgewiesen werden [IRRIYANOVA, 1995].

polar protisch

HoN

apolar aprotisch

H>oN

Abb. 9 EinfluR des Lésungsmittels auf die Struktur des Rhodamin 110 (R110)

Neben der Bildung nichtfluoreszierender Dimere, wird die ebenfalls konzentrationsabhangige
Bildung angeregter Eximere diskutiert, die durch Assoziation eines angeregten und eines
Monomers im Grundzustand entstehen RERHAGE, 1990]. Eximere emittieren
Fluoreszenzlicht, dessen Wellenlangenbereich im Vergleich zur Fluoreszenzemission des
Monomers bathochrom verschoben st und zerfallen nach Emission wieder in
Grundzustandsmonomere. Im Absorptionsspektrum sind Eximere somit nicht erkennbar.
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Eine konzentrationsabhdngige Abnahme der Fluoreszenz wird nach Reabsorption emittierten
Lichtes beobachtet. Voraussetzung dafiir ist die teilweise Uberlappung von Absorptions- und
Emissionsspektrum des Fluorophors.

Neben der konzentrationsabhdngigen Fluoreszenzléschung werden statische und dynamisch
Loschprozesse diskutiert, die aus der Ausbildung nichtfluoreszierender Komplexe aus
Fluorophor und Léschermolekil bzw. aus der Kollision des Fluorophors mit Loschermolekilen
resultieren. Alle Formen der Fluoreszenzléschung sind nicht im Einzelnen sondern in ihrer
Gesamtheit zu betrachten und kénnen sich durchaus Uberlagern.

Der von BRSTER[1982] untersuchte und nach ihm benannte Resonanz-Energie-Transfer der
von einem Fluorophor emittierten Energie auf ein Akzeptormolekl erfolgt Gber Abstande von
bis zu 10 nm. Fir die Wechselwirkung von Rhodaminen mit Rhodaminen wurden Forster-
Distanzen im Bereich von 5 nm beschriebenu[\whd BRAND, 1994]. Auch hier wird eine
teilweise Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors und des Absorptionsspektrums de:
Akzeptors vorausgesetzt. Dennoch unterscheidet sich der Forster-Transfer von
Reabsorptionsprozessen, da die Energietibertragung bereits erfolgt ist, bevor Fluoreszenzlicht
emittiert wird.

Eine weitere Eigenschaft vieler Xanthenderivate ist deren Photostabilitat.

Unter ,Photobleaching” versteht man die nach Einwirkung von Exitationslicht photoinduzierte
chemische Destruktion eines Fluorophors und den damit verbundenen Verlust der
Fluoreszenzfahigkeit. Die Art der Ubertragung der Anregungsenergie kann vielfaltig sein,
resultiert jedoch stets in der Ausbildung langlebiger semioxidierter und semireduzierter
Radikalstrukturen [BAUMONT et al.,, 1997; BCKER et al., 1998], die dem Exitations-
Emissions-Kreislauf nicht mehr zur Verfigung stehemNS et al., 1995, 1996]. Die
Beteiligung von molekularem Sauerstoff an diesen Prozessen wurde nachgewisgret[S

al.,, 1996]. EEAUMONT et al. [1997] diskutierten fir Rhodamine die bevorzugte Bildung
semireduzierter Radikale.

Insgesamt handelt es sich beim ,Photobleaching® um dynamische Prozesse der
Fluoreszenzléschung die durch Fluorophorkonzentration, Energie des Exitationslichtes und
Losungsmittel bzw. umgebendes Milieu beeinflu3t werdem[dtQ et al., 1991; BNSON et

al., 1995].

3.2.3 Anwendungsbereiche

Das am haufigsten in der Literatur erwahnte Rhodamin ist das Rhodamin 123 (R123), das als
spezifischer Mitochondrienfarbstoff  (4000-facher Konzentrationsgradient Uber die
Mitochondrienmembran) charakterisiert wurd&fig's et al., 1986]. Ahnliche Befunde wurden

fur Rhodamin 6G (R6G) und Rhodamin 800 (R800, 8000-facher Konzentrationsgradient)
beschrieben [XGINUMA et al., 1973; SKANOUE et al., 1997]. Darlber hinaus ist R123 ein
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Inhibitor der BF-ATPase mit einem KWert von 126 uM [MDICA-NAPOLITANO et al., 1984;
EMAUS et al., 1986].

Die meisten gegen Chemotherapeutika resistenten Zellen zeigen Kreuzresistenzen mit einer
Anzahl anderer, strukturell und funktionell unterschiedlicher, hydrophober Agenzien. Die
Bedeutung des R123 besteht in der vereinfachten und sensitiven Identifizierung dieser Multi-
Drug-Resistant(MDR)-Zellen, die sich phanotypisch nicht von normalen Zellen unterscheiden
[MILLOT et al., 1994].

1982 und 1983 gelang ese®NAL et al. inin vitro- und in vivo-Untersuchungen eine
Antitumoraktivitat des R123 nachzuweisen, die mit dauerhaften Akkumulation des Fluorophors
in Tumorzellen in Zusammenhang steht.

Kontrovers diskutiert wurde die Rolle des R123 als mogliches Antitumoragenz fir
photochemotherapeutische Zweckeds et al., 1989; MRLIERE et al., 1990].

R123 wurde als geeignet fir den Nachweis von T-Zell-Aktivierungsprozessen beschrieben
[DARZYNKIEWICZ et al., 1981; ERLINI et al., 1995].

Sulforhodamin 101 wird aufgrund seiner ionischen Wechselwirkungen mit Proteinen zu
Quantifizierungzwecken des Gesamtproteingehaltes von Zellen herangezogpEnHARD,

1997]. Rhodamin B wurde als fir die Anfarbung lysosomaler Organellen geeignetes
Fluorophor beschrieben®dN STEYERN et al., 1996].

Eine weitere Bedeutung der Rhodamine besteht in deren Einsatz innerhalb von
Membranmodellen, woraus man sich Rickschlisse auf Fusionsprozesse biologischer
Membranen (Virus-Wirt, Fusion von Plasmamembranvesikeln) erhafftAE et al., 1986].

Dimerisierungsbedingte Quencheffekte werden beim Einsatz bifluorophorer Enzymsubstrate,
die beidseitig der fir das Enzym spezifischen Spaltstelle fluoreszenzmarkiert sind, zum
sensitiven Nachweis des nach der Hydrolyse freigesetzten Fluorophors ausgexutakpRet

al., 1997b].

Um Informationen Uber die Struktur und Dynamik von Makromolekilen zu erhalten, finden
Resonanz-Energie-Transfer-Untersuchungen zwischen geeigneten Donor-Akzeptor-Paaren
Anwendung [W und BRAND, 1994]. Innerhalb dieser Methodik kommen auch Rhodamine
zum Einsatz [YOUNG et al., 1994; K et al., 1996; KNG et al., 1998].

Rhodamine finden als aktives Medium im Farbstofflaser seit mehr als 25 Jahren Anwendung
[DREXHAGE, 1990].

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit der Rhodamine besteht in der Ausnutzung ihrer
Fluoreszenzpolarisation [Forster, 1982]. Die Beeinflussung der Fluoreszenzpolarisation durch
Temperatur, Viskositat der Umgebung OFSTER 1982; KEIN et al, 1984] und
Molekulvolumen wird fir gezielte Untersuchungen von Interaktionen in biologischen
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Systemen [ATAI und BJRGHARDT, 1995; RRIE et al., 1998]) sowie fur Untersuchungen
hinsichtlich Molekdlflexibilitat, -grol3e oder -gestalt herangezogen.

3.2.4 Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von Rhodamin 110 und
Rhodamin 110-Derivaten

Rhodamin 110

Das Rhodamin 110 (R110, Tab. 6, Abb. 1) besteht aus einem Xanthengrundgerist, das in
Co-Position durch eine Benzoeséaurestruktur substituiert ist. Die beiden Aminogruppen in C
und G-Position des Xanthengerustes sind nicht alkyliert.

R110 besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 494 nm (Abb. 10) und einen
Extinktionskoeffizientersganmvon 63 345 MBm™* (5.2.5.

Das Emissionsmaximum des R110 liegt bei einer Wellenlange von 522 nm (Abb. 10). Nach
LEYTUS et al. [1983a] betragt die Quantenausbeute des R110 in einem Hepes-Puffer/Ethanol-
Gemisch (85:15, v/v) 0.91. Der hohe Extinktionskoeffizient und die hohe Quantenausbeute
charakterisieren R110 als besonders nachweisempfindliches Fluorophor. Die Nachweisgrenze
des R110 liegt unter definierten BedingungeNg (= 490 nm, Agm, = 520 nm,

Aexsp, Emsp= 15 nm) bei einer Konzentration von cdal®! M. R110 ist damit ca. 100fach
sensitiver als 7-Amino-4-methylcumarin (NachweisgrenZB35M, Agx = 390 nmAgm = 440

nm, )\EXSP, Emsp: 15 nm).
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Abb. 10 Absorptions- und Emissionsspektren des R110 und des Ala-Pro-R110
(MeRRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, 1=0.125, pH=7.6, 30°C; Fluoreszenzmessungen:
Aex= 480 NM Agysp, Emsi= 5 NM)
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Monosubstituiertes R110

Die monosubstituierten R110-Verbindungen (Xaa-Pro-R110 mit Xaa = Gly, Ala, Phe und
R110-Y mit Y =Y, bis Yy) zeigen im Vergleich zum R110 veranderte spektroskopische
Eigenschaften. Neben einem Absorptionsmaximum bei 494 nm tritt zusatzlich ein zweites
Absorptionsmaximum mit nahezu gleicher Intensitdt bei 467 nm auf (Abb. 10). Die
Extinktionskoeffizienteresg4nm der monosubstituierten Verbindungen liegen in einem Bereich
um 30 000 MBm*(5.2.5. Eine Ausnahme bildet R110sYhit einem Extinktionskoeffizienten

von 9686 M@m™*. Eine mégliche Ursache fiir die reduzierten Absorptionseigenschaften ist in
der verringerten Konjugation dgsElektronensystems als Resultat des elektronenziehenden
Effektes des Restess YChlormethylbenzoyl-Rest) zu sehen.

Die Fluoreszenzspektren unterscheiden sich ebenfalls vom Emissionsspektrum des R110. Sc
zeigt die Emissionsbande bei 522 nm eine deutlich verringerte Fluoreszenzintensitat (Abb. 10).
Im Vergleich zu den Absorptionsspektren ist anhand der Fluoreszenzspektren keine deutliche
Unterscheidung zwischen monosubstituiertem R110 und R110 méglich.

Die Fluoreszenzintensitat der monosubstituierten R110-Verbindungen entspricht in Analogie
zu LEYTUS et al. [1983a] ca. 1/10 der Fluoreszenzintensitdt des R110. Auch hier bildet
R110-Ys mit einer Fluoreszenzintensitat die 1/20 der Fluoreszenzintensitat des R110 entspricht
eine Ausnahmelgx = 490 NnMAgm = 520 NMAgxsp, Emsp= 5 NM; KonzentrationerB’ M).

Bissubstituiertes R110

Die symmetrisch und unsymmetrisch bis-substituierten Rhodamine ((XagaFrt) mit

Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser, Lys, Cha und Phe, Tab. 1 und Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly,
Ala und Y = VY; bis Yy, Tab. 3 und Tab. 4) zeigen innerhalb des fir uns relevanten
Spektralbereiches (400-600 nm) keine Absorptions- und keine Emissionsmaxima. Die Reste,
die kovalent Uber eine Saureamidbindung mit dem Rhodamin 110 verknipft sind, tragen
ausgehend von der Carbonylgruppe elektronenziehenden Charakter. Damit steht das freie
Elektronenpaar des Amidstickstoffs nicht mehr fur die Konjugation mit dem aromatischen
T-Elektronensystem zur Verfiigung. Die Verringerung teflektronendichte der Xanthen-
Amid-Bindung resultiert in der Ausbildung einer laktoiden  Struktur, deren
Hauptabsorptionsbanden in einem Bereich um 250 nm liegen (nicht gezeigt).

Eine ahnliche intramolekulare Fluoreszenzléschung beobachteteBERTS und N=CKERS

[1984] nach der Acetylierung von Bengalrosail®AuT und KRAMER [1963] beschrieben ein

auf der Basis der intramolekularen Fluoreszenzléschung des Fluoresceins basierendes Lipase
Substrat.

Enzymatische Hydrolyse der monosubstituierten und bissubstituierten R110-Derivate

Die DP IV-katalysierte Hydrolyse der monosubstituierten R110-Verbindungen Xaa-Pro-R110
zeigt eine zeitabhdngige Zunahme der Absorption bei 494 nm bei gleichzeitiger bathochromer
Verschiebung des Absorptionsmaximums bei 467 nm. Nach vollstandiger Substrathydrolyse
entspricht das Spektrum dem Absorptionsspektrum des R110 (Abb. 11A).
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Abb. 11Spektren der DP IV-katalysierten Hydrolyse von Ala-Pro-R110
A Absorptionsspektrum Ala-Pro-R11Q16° M
B Fluoreszenzspektrum Ala-Pro-R110: 2% M
(MeRRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, 1=0.125, pH=7.6, 30°C; Fluoreszenzmessungen:
Aex = 480 NM,Agysp, Emsp= 5 NM; DP IV aus Schweineniere fur Absorptionsmessung IBH2M, fiir
Fluoreszenzmessung: 1[80° M)

Ahnlich verlauft die enzymatische Hydrolyse der bissubstituierten R110-Verbindungen
(Xaa-Pro)}-R110, zunachst Uber die Bildung der monosubstituierten Form mit
Absorptionsmaxima bei 467 nm und 494 nm, die im weiteren Verlauf vollstandig zum R110
hydrolysiert wird, erkennbar an einer Zunahme des Absorptionsmaximums bei 494 nm und
einer bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums bei 467 nm (Abb. 12A).
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Abb. 12Spektren der DP IV-katalysierten Hydrolyse von (Ala-Pré3110
A Absorptionsspektrum (Ala-PrelR110: 510° M
B Fluoreszenzspektrum (Ala-PseR110: 16 M
(MeRRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, 1=0.125, pH=7.6, 30°C; Fluoreszenzmessungen:
Aex= 480 NM,Agysp, Emsg= 2.5 NmM; DP [Vaus Schweineniere, fur Absorptionsmessung: 088 M, fiir
Fluoreszenzmessung: 2(M6° M)



3 Theoretischer Teil und Ergebnisse Saitk

Durch die Wahl einer geeigneten Enzymkonzentration im Ansatz kann die gezielte Freisetzung
von monosubstituierter Verbindung zu Beginn der enzymatischen Reaktion beeinflul3t werden
[LEYTUS et al., 1983a]. Auf diese Weise kénnen die Substrate hinsichtlich der Hydrolyse von
(Xaa-Pro)-R110 in Xaa-Pro-R110 enzymkinetisch untersucht werden.

Die enzymatische Hydrolyse der bissubstituierten R110-Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y ist
beendet, wenn die gesamte Menge des R110-Y, erkennbar an Absorptionsmaxima bei 467 nir
und 494 nm, entstanden ist (Abb. 13). Diese Verbindung fungiert nicht mehr als Substrat der
DP 1IV. Die Extinktionskoeffizienten der R110-Y-Derivate liegen in einem Bereich um 30 000
M2@Bm* (5.2.5.

Die Fluoreszenzspektren der enzymatischen Hydrolyse von mono- und bissubstituierten R110-
Verbindungen weisen eine zeitabhdngige Zunahme des Emissionsmaximums des R110 bei
522 nm auf.
Im Falle der Hydrolyse der symmetrisch bissubstituierten R2110-Verbindungen
(Xaa-Pro)-R110 ist Uber die gesamte Inkubationszeit eine Zunahme der Emissionsbande bei
522 nm zu beobachten (Abb. 12B). Eine Differenzierung zwischen monosubstituierter
Komponente und R110, wie im Falle der Absorptionsspektren, ist hier nicht méglich. Far die
DP IV-katalysierte  Hydrolyse der unsymmetrisch  bissubstituierten  Verbindungen
Xaa-Pro-R110-Y und der monosubstituierten Verbindungen Xaa-Pro-R110 (Abb. 11B) wird
ebenfalls die Zunahme der Emissionsbande bei 522 nm beobachtet, deren Intensitat im erstel
Fall jedoch deutlich geringer ist (ca. 1/10 der R110-Fluoreszenz). Im Falle der
monosubstituierten Verbindungen Xaa-Pro-R110 ist die Anfangsfluoreszenz des Substrates
schon so stark, dal3 die Fluoreszenzanderung nach enzymatischer Hydrolyse im Vergleich zur
Fluoreszenzanderung nach enzymatischer Hydrolyse der (XaaRarb)-Substrate nur gering
ist.
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Abb. 13 Absorptionsspektrum der DP IV-katalysierten Hydrolyse von Gly-Pro-R11QY% = -CO-CH.CI)
(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, 1=0.125, pH=7.6, 30°C; [SJE58 M; DP IV aus
Schweineniere: 3.420%° M)
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3.2.5 Konzentrations- und pH-Abhéangigkeit des R110

Konzentrationsabhangigkeit des R110

Die Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz muf3 beim Umgang mit Fluorophoren
bertcksichtigt werden.

Die Fluoreszenz der meisten Fluorophore verhélt sich nur in einem sehr niedrigen
Konzentrationsbereich linear und schrankt damit den MelRbereich stark ein. Die Fluoreszenz
des R110 verhélt sich bis zu einer Konzentration vAl®2M linear (Abb. 14). Oberhalb
dieser Konzentration ist eine Abweichung von der Linearitdt zu erkennen, ab einer
Konzentration von 1® M ist sogar eine deutliche Fluoreszenzabnahme zu verzeichnen. Die
Fluoreszenz von Gly-Pro-R110 ist durch eine ahnliche Konzentrationsabhangigkeit
charakterisiert (nicht gezeigt).

Die Ursachen fur die Konzentrationsabhéngigkeit der Fluoreszenz kénnen wie3uhger
beschrieben vielfaltig sein. Die Uberlappung von Absorptions- und Emissionsspektrum des
Rhodamin 110 als wichtige Bedingung fir Reabsorptionsprozesse ist, wie in Abb. 10
dargestellt, erfullt. AuRBerdem kann die konzentrationsabhangige  Ausbildung
nichtfluoreszierender Grundzustandsdimere diskutiert werden. Wie reefL@a und QEEDA

[1982], GHOMASHCHI et al. [1991] und EKELKAR et al. [1990] beschrieben, werden
Dimerisierungsprozesse verschiedener Rhodamine (R6G, RB) ab einer Konzentration von ca.
10°M durch das zuséatzliche Auftreteeiner hypsochrom verschobenen Bande im
Absorptionsspektrum charakterisiert.
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Abb. 14 Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von Rhodamin 110
(MeRRbedingungen: PBS, pH=7.2, 30°C; Fluoreszenzplattenledey= 488 nm; Agn,. =520 nm;
Lampenspannung 1.5 V)
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Eine Betrachtung der Absorptionsspektren des R110 zeigt innerhalb eines
Konzentrationsbereiches von A® bis 10*M keine Veranderungen im Bandenmuster.
Lediglich eine geringfluigige Verbreiterung des Hauptabsorptionssignals kdnnte einen Hinweis
auf Dimerisierungsprozesse geben (Abb. 15A). Dies ist jedoch in keiner Weise mit
Absorptionsspektren von RB oder R6G, die eine deutlich hypsochrom verschobene Schulter
aufweisen, vergleichbar. Mdglicherweise spielen Dimerisierungsprozesse des hydrophilen
R110 keine so groRe Rolle wie im Falle hydrophoberer Rhodamine.

DaR die enzymkatalysierte Substratspaltung, gemessen an der Absorption und
Fluoreszenzfreisetzung der (Abu-Pr&®110-Hydrolyse unter Bildung von Abu-Pro-R110,
oberhalb einer bestimmten Konzentration nicht mehr miteinander korreliert, verdeutlicht
Abb. 15B. Auch dies ist auf die Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz zurlckzufuhren.
Generell muB3 bei jeder Messung von Fluoreszenzintensitaten die Konzentrationsabhangigkeit
geklart sein.

Die Anwendung der bis-(Dipeptidamido)-rhodamine flur kinetische Untersuchungen unter
Ausnutzung der Fluoreszenz ist aufgrund der Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz
limitiert und nur bis zu einer Konzentration voA@® M des freien R110 méglich.
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Abb. 15 ADarstellung der Konzentrationsabhangigkeit der Absorptionsspektren von R110
B Verfolgung des Substratumsatzes von (Abu-BmBJL10 unter Bildung von Abu-Pro-R110 durch
isolierte DP IV anhand von Absorptions( )- und Fluoreszenzmessunggn (
(MeRbedingungerd: [R110] = 10° M und 10* M, 40 mM Tris/HCI, pH = 7.6, | = 0.1258: 40 mM
Tris/HCI, pH=7.6, 1=0.125, 30°C, 60s, DP IV im Ansatz: 4a% M; Absorption: 494 nm;
FluoreszenzAg, = 490 nmAgm= 520 NM Agsp, emsp= 4 NM)

pH-Abhangigkeit des R110

R110 liegt aufgrund seiner nicht veresterten Benzoesaurestruktur in wassriger Losung in zwei
Dissoziationszustanden, einer kationischen und einer zwitterionischen Forn3.2:@. QOer
pK-Wert wurde von BUMIE und B BARAKA [1993] mit 3.5 angegeben. In Abhangigkeit des
pH-Wertes treten Gleichgewichtsverschiebungen beider Dissoziationszustande auf. Fur die
Bildung der laktoiden Struktur wurde ebenfalls voruBIE und B BARAKA ein pK-Wert von
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11.4 angegeben. Diese Struktur liegt jedoch nur in apolar aprotischen Ldsungsmitteln vor.
Unter physiologischen Bedingungen liegt der gréf3te Anteil des R110 in seiner zwitterionischen

Form vor.

Sowohl die kationische als auch die zwitterionische Form des R110 fluoreszieren. Die

Fluoreszenz ist dabei innerhalb eines pH-Bereiches zwischen 4 und 9 nahezu stabil (Abb. 16).
Dies ist ein wesentlicher Vorteil der Rhodamine im Vergleich zum Fluorescein, das aufgrund

des Auftretens von vier unterschiedlich oder nicht fluoreszierenden Dissoziationszustanden
innerhalb dieses pH-Bereiches starken Fluoreszenzschwankungen unterworfabBist§Szt

al., 1995].

Ein Vergleich der Absorptionsspektren des R110 bei pH 2.61 und pH 9.03 (Abb. 16) zeigt eine
hypsochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums um 3 nm, was auf die Bildung des
Zwitterions zuriickzufuhren isB(2.9.
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Abb. 16 pH-Abhéangigkeit der Absorption und der Fluoreszenz von R110
(MeRbedingungen: wassrige Lo6sung, pH-Einstellung vor und nach jeder Messung, 30°C;

Fluoreszenzmessungen: Ag, =490 nm,  Agm=525nm,  Agssp, ems= 3.5 NM; R110 = 18M;
Absorptionsmessung: R110 =1M))

3.2.6 R110 in zellularen Systemen

Die Fluoreszenz ist stark vom umgebenden Milieu des Fluorophors abhéangig. So beeinflussen
Temperatur und Losungsmittel sowohl die Quantenausbeute als auch die Lage der Absorptions-
und Emissionsmaxima.

GleichermalRen wird die Fluoreszenz eines Fluorophors in zellularen Systemen von seiner
Umgebung beeinflu3t. In Abb. 17 ist die Fluoreszenzabnahme in Abhangigkeit der Zellzahl
(U-937) dargestellt. Verschiedene Ursachen kdnnen diskutiert werden.

Einerseits kann eine Akkumulation des Fluorophors in Zellen oder in Zellorganellen oberhalb
einer kritischen Konzentration die Ausbildung von R110-Aggregaten zu Folge haben. Im Falle
des R123 wurde ein 4000-facher Gradient Uber die Mitochondrienmembran beschrieben
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(3.2.2. Obwohl EANNOT et al. [1997] nachweisen konnten, dal3 R110 bedeutend schlechter in
Zellen akkumuliert wird als R123, diskutierten sie fur R110 eine kritische extrazellulare
Fluorophorkonzentration von 2M. Oberhalb dieser Konzentration wurde eine Abnahme der
Linearitat der intrazellularen Fluoreszenz von der R110-Konzentration beobachtet. Dartber
hinaus konnten die Autoren zeigen, dald das Emissionsspektrum des intrazellularen R110 um
8 nm bathochrom verschoben ist, was auf Interaktionen mit Zellbestandteilen zurickgefihrt
wurde. In diesem Zusammenhang beschriebeaME und B BARAKA [1993] die aus der
Interaktion von R110 mit Lipidvesikeln resultierende Fluoreszenzabnahme, die mit einer
bathochromen Verschiebung des Emissionsmaximums einhergeht. Daneben diskutierten
ASUNCION-PUNZALAN et al. [1998] eine Verschiebung des Emissionsmaximums in
Abhéangigkeit der Tiefe der Fluorophorakkumulation in Membranen.

Die in unseren Versuchen eingesetzte Zelldichte voh Zidlen/ml Ansatz, stellt einen
Kompromif3 zwischen Fluoreszenzléschung und ausreichender Enzymaktivitat dar.

540 Zellzahlim Ansatz bei Untersuchung der
Substrathydrolyse durch DPIV-reiche

N U-937-Zellen
c 520 |- .
Q (10° Zellen = 25 pkat/ml DP IV-Aktivitét)
3
5 500 [
L
[0)
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| L | L | L | L | L |
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Abb. 17 Fluoreszenzléschung des R110 im zellularen System
(MeRRbedingungen: PBS, pH = 7.2, 37°C; Fluoreszenzmessumggn= 490 nm, Ag,, = 520 nm,
Akxsp, Ems= 8 NM; Zellen U-937; [R110] = 18 M)

3.2.7 Hydrophobizitat und Stabilitét von (Xaa-Pro)-R110-Verbindungen

Hydrophobizitat von (Xaa-Pro),-R110-Verbindungen

Die synthetisierten bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen als potentielle DP IV-
Substrate unterscheiden sich in ihrer Polaritat. Ausgehend davon, daf3 unpolare Verbindungen
schneller durch Membranen penetrieren als polare Verbindungen, sollte in Abhangigkeit der
molekularen Hydrophobizitéat der Substrate eine Differenzierung zwischen intra- und
extrazellularer DP IV-Aktivitat mdglich sein.
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Daher wurden fir die Kupplung mit (H®ro)-R110 Aminosauren eingesetzt, die sich in ihrer
Polaritéat voneinander unterscheiden. Die Hydrophobizitdt der erhaltenen (XadrPi6)
Verbindungen wurde durch die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten in einem
n-Oktanol/Puffer(PBS, pH 7.2)-System untersucht. Demnach ist (LepHRIdP die
unpolarste synthetisierte Verbindung. Die Verringerung der Seitenkettenlange von Xaa um je
eine CH-Gruppe bzw. die Einfuhrung hydrophiler funktioneller Gruppen bewirkt eine
signifikante Erniedrigung des Verteilungskoeffizienten (Tab. 7).

Tab. 7 Verteilungskoeffizienten ausgewahlter bis-(Dipeptidamido)-
rhodamin 110-Verbindungen
Verbindung Verteilungkoeffizient P
R110 0.145+ 0.041
(Gly-Pro)-R110 0.012+ 0.008
(Ala-Pro)-R110 0.074% 0.030
(Abu-Pro}»-R110 2.676x 0.164
(Leu-Pro}-R110 29.358+ 3.207
(Ser-Pro)-R110 0.267+ 0.008
(HCICha-Pro)-R110 4,392+ 0.280

(MeRbedingungen: n-Oktanol/PBS(pH 7.2)-System, Inkubation 2 h, 37°C;
Vibrationsvorrichtung Typ Tyr, Stufe 5)

Stabilitat von (Xaa-Pro),-R110-Verbindungen und ausgewéhlten Gly-Pro-R110-Y-
Verbindungen

Die Stabilitat der (Xaa-Prg)R110-Verbindungen weist in Tris/HCI-Puffer (pH 7.6) und PBS

(pH 7.2) deutliche Unterschiede auf. So wurde in PBS im Vergleich zu Tris/HCI-Puffer eine
starke Stabilitatsabnahme beobachtet (Tab. 8). Der chemische Zerfall der Verbindungen geht
mit einer deutlichen Fluoreszenzzunahme, als Resultat der Hydrolyse der Dipeptide unter
Freisetzung der monosubstituierten Rhodamine bzw. des R110, einher. Ein mdglicher Einfluf3
des pH-Wertes ist aufgrund der geringfligigen pH-Unterschiede beider Puffer auszuschlieen.
Vielmehr ist eine durch die Pufferionen vermittelte Katalyse des chemischen Zerfalls der
Verbindungen anzunehmen. So beschriebénLERTz et al. [1986] die Beeinflussung der
Geschwindigkeit der nichtenzymatischen Hydrolyse von Gly-Pro-pNA in Abhangigkeit der
Pufferart. Demnach katalysiert ein Phosphat-Puffer die nichtenzymatische Hydrolyse 4fach
besser als ein Tris-Puffer.

In destilliertem Wasser sind alle Verbindungen mit Halbwertszeiten tiber 50 Stunden stabil.
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Tab. 8 Halbwertszeiten ausgewahlter (Xaa-PpeiR110-Verbindungen und Gly-Pro-R110-Y-

Verbindungen in Tris/HCI-Puffer (pH 7.6) und PBS (pH 7.2)

Verbindung

t1 PBS (pH 7.2)
[h]

t1/2 Tris/HCI (pH 7.6)
[h]

(Gly-PropR110

(Ala-Pro)-R110
(Abu-Pro}-R110
(Leu-Pro}-R110
(Ser-Pro)-R110

(Lys-Pro)»-R110
Gly-Pro-R110-¥
Gly-Pro-R110-Y,

6.19+ 0.37

ca. 17

ca. 30
8.49+ 0.89
4.65+ 0.36
1.99+0.16
20.45+ 1.19
7.63+0.25

7.67+0.16

ca. 45
ca. 17
5.84+ 0.52
9.80+ 0.42

(MeRbedingungen: 37°C; Inkubationszeiten je 2-3-Halbwertszeiten aber maximal 20 h, alle 20 min

eine Messung; Detektion mittels analytischer HPAE,220 nm)
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3.3 Ergebnisse der enzymkinetischen Untersuchungen
3.3.1 Rhodamin 110-Derivate als Substrate isolierter DP IV
3.3.11 Dipeptidamido-rhodamine und bis-(Dipeptidamido)-rhodamine

Die kinetische Charakterisierung der DP IV-Substrate Xaa-Pro-R110 (Xaa = Gly, Ala, Phe)
und (Xaa-PrgyR110 (Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser, Lys, Cha und Phe) erfolgte an DP IV aus
Schweineniere und humaner Niere bzw. l6slicher rekombinanter humaner DP IV (rh DP V).
Um eine exakte Bestimmung der Konzentration aktiven Enzyms im Ansatz zu ermdglichen,
wurden die aktiven Zentren aller verwendeten Enzyme mittels des irreversiblen DP IV-
Inhibitors H-Pro-Pré[OPh-4Cl}, titriert (5.2.2.

Im Falle der Hydrolyse der (Xaa-Pse2110-Verbindungen wurde die DP IV-Konzentration im
Ansatz so eingestellt, dall wahrend der Mel3zeit nur monosubstituiertes R110 als
Hydrolyseprodukt anfiel [EYTus et al., 1983a].

Hydrolyse durch DP IV aus Schweineniere

Untersuchungen an DP IV aus Schweineniere zeigten, dall auller (RHRIRM)alle
Substrate mit &/Kn-Werten in einem Bereich zwischer1@® M?*S! und 510° M1E?
hydrolysiert werden (Tab. 9). Dabei ist mit Ausnahme von (Gly-FRA)L0 und Gly-Pro-R110

in Abhangigkeit der GroRe der Aminosaure ip-H®sition eine graduelle Abstufung der
kinetischen Konstanten zu beobachten.

Der beste k/Kn-Wert wurde fiir (Ala-Prg}R110 mit 4.300° M™S* ermittelt. In Analogie

zu den von HINS et al. [1988] durchgefiihrten Untersuchungen hinsichtlich der enzymatischen
Hydrolyse von Dipeptid-p-nitroaniliden, werden bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-
Verbindungen mit hydrophoben Aminoacylresten ig-PBsition bevorzugt hydrolysiert.
Schlechtere &/K.,Werte wurden mit 1.48¢F° M?E' und 1.1990° M?Et fir
(Lys-Pro)-R110 und (Gly-Pr@g}R110 ermittelt, wobei in beiden Fallen eine verringerte
Affinitat der Substrate zum aktiven Zentrum der DP 1V, erkennbar an erhoht&¥ekien,
gefunden wurde.

Nach BRANDT et al. [1995] ist die Interaktion der Seitenketten der Aminoacylreste inhibitorisch
wirkender produktanaloger Aminosaurepyrrolidide mit der aromatischen Seitenkette %8s Trp
des aktiven Zentrums der DY von Bedeutung fur die Effizienz der Enzyminhibierung. In
jedem Fall scheint also eine Interaktion der Aminosaure-iRdition mit Tr3*® essentiell fiir

die Substrathydrolyse bzw. fir die Wirkung von DP IV-Effektoren zu sein. Dartber hinaus
konnten HARADA et al. [1984] zeigen, dalR die Modifikation von Trp-Resten in einer Abnahme
der DP IV-Aktivitat resultiert.

Im Fall der Substrate (Gly-PreR110 und (Lys-Pre)R110 kénnte die Interaktion mit TH5
einerseits aufgrund des Fehlens einer Seitenkette und andererseits bedingt durch erhdhte
sterische Anspriche unterdriickt sein. In diesem Zusammenhang wurdearanAHet al.
[1985] die $-Bindungstasche der DP IV mit einer Gré3e von 0.5 nm bis 0.6 nm charakterisiert.
Die Autoren konnten zeigen, daf in Abhangigkeit der Lange der AminosaurePiosion
zunéachst eine Abnahme deg-MVertes, ab einer Lange von ca. 0.6 nm jedoch eine Zunahme
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des Ky-Wertes zu beobachten ist. Fur ein Substrat mit einem LysylrestRodtion wurde ein
hoher Ky-Wert ermittelt, was mit der Grol3e der Lysylseitenkette in Verbindung gebracht
wurde.

Tab. 9 Kinetische Konstanten der Hydrolyse von Xaa-Pro-R110 und (Xaa FRALO durch isolierte
DPIV aus Schweineniere

Verbindung K m [10° M] Keat[S™] KeatK m Ki [10*M] |Kinetik
M*E"]

Ala-Pro-pNA 1.14+ 0.03| 54.89+4.17 |(4.81+0.39Y10° MM

Ala-Pro-R116 2.50+0.11| 72.39+3.46 |(2.90+ 0.19y10° MM

Gly-Pro-R1160 459+ 1.33| 72.02+3.46 |(1.57+0.4710° MM

Phe-Pro-R110 | 4.65+0.58| 54.72+4.26 |(1.18+ 0.17)10° MM

(Ala-Pro}-R110 | 1.47+0.19| 63.19+ 11.38 |(4.30+ 0.95)10° MM

(Abu-Pro)-R110 | 2.55+0.07| 84.84+ 2.11 |(3.33% 0.12y10° | 5.10+ 1.00 SuU
(Leu-Pro)-R110 | 2.42+0.23| 58.36x 1.45 (2.41+0.24Y10° | 4.69+ 1.82 SuU

(Ser-Pro}R110 | 3.42+1.09| 67.73+ 4.21 |(1.98+ 0.68)10° MM
(Cha-Pro}R110 | 0.40+0.11| 6.87+ 0.15 |(1.72+ 0.49Y1¢° | 1.35+0.05 suU
(Lys-Pro)-R110 | 5.42+1.22| 80.12+ 9.59 |(1.48+ 0.39)10° MM
(Gly-Pro)-R110 | 9.91+ 1.57 |118.15+ 18.70 | (1.19+ 0.27)10° MM
(Phe-Pro}R11d keine Hydrolyse

* Verbindungen liegen als Hydrochloride vbil/erbindungen liegen als Trifluoracetate vor

SU: SubstratiiberschuBhemmung, MM: Michaelis-Menten-Kinetik

(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s bei 494 nm (R110)
und 390 nm (pNA); DP IV im Ansatz: zwischen @85 M und 2.3410° M fiir Hydrolyse von Xaa-Pro-R110 in
R110, zwischen 1.80° M und 2.2&I0"°M fiir Hydrolyse von (Xaa-Pre)R110 in Xaa-Pro-R110, 4.88'° M

fur Hydrolyse von Ala-Pro-pNA)

Fur (Cha-Pro}R110 wurde ein besonders niedrigef-Wert ermittelt, was fir eine hohe
Affinitat des Substrates zum aktiven Zentrum der DP IV spricht. ReWert ist jedoch um

eine GroRenordnung geringer als dig-Werte aller anderen Rhodamin 110-Substrate.
(Phe-Pro}R110 wird von der DP IV nicht gebunden und nicht hydrolysiert. Das
entsprechende nichtaromatische Analogon (Cha-ARb)0 ist jedoch ein Substrat der DP V.
Damit scheint der Verlust des aromatischen Ringsystems der Phenylalanylseitenkette und nicht
die MolekulgréRe fur die Substrateigenschaften verantwortlich zu sein. Da (Phd&RPi6)

von der DP 1V nicht gebunden wird, wird nicht eine die Hydrolyse hemmende Enzym-Substrat-
Interaktion, sondern vielmehr die Ausbildung einer der DP IV nicht mehr zuganglichen
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veranderten Substratkonformation an denen beide Phenylringe beteiligt sind, angenommen.
Diese Theorie wird auch durch die Tatsache unterstitzt, dal das entsprechende mono-
(Dipeptidamido)-rhodamin Phe-Pro-R110 ein Substrat der DP 1V ist.

BRANDT [unverdffentlichte Ergebnisse] konnte mit Hilfe von Molekildynamiksimulationen die

in Abb. 18 dargestellte Struktur des (Phe-R®)10 berechnen. Die Ausbildung einer
"Sandwichstruktur" zwischen den Phenylringen der Phenylalanylreste kénnte die Bindung im
aktiven Zentrum der DP IV verhindern.

Abb. 18 Molekildynamiksimulation der Struktur des (Phe-Psd3110

Insgesamt sind die kinetischen Konstanten der untersuchten Rhodamin-Substrate durchaus
vergleichbar mit den kinetischen Konstanten der bisher verwendeten Dipeptid-p-nitroanilide
[HEINS et al.,, 1984, 1988]. Die Grofle des Rhodaminmolekils scheint demnach nur von
untergeordneter Bedeutung zu sein, was darauf zurtickzufuhren ist, dal3 im Falle der Hydrolyse
der Xaa-Pro-Substrate die Deacylierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist
[KULLERTZ et al., 1978].

Die v/S-Charakteristik der Hydrolyse der (Xaa-RR110 Verbindungen mit Xaa = Ala, Ser,

Lys und Gly sowie aller Xaa-Pro-R110-Verbindungen entspricht einer Michaelis-Menten-
Kinetik (Abb. 19). (Abu-Pro}R110, (Leu-Prg}R110 und (Cha-PrgdR110 werden hingegen

nach dem Modell der SubstratiberschuBhemmung hydrolysiert, wobei ein zweites
Substratmolekil mit dem Enzym-Substrat-Komplex unter Ausbildung eines katalytisch nicht
aktiven SES-Komplexes wechselwirkt. Innerhalb der Dipeptid-p-nitroanilide als Substrate der
DP IV aus Schweineniere wird ebenfalls Leu-Pro-pNA nach dem Modell der
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SubstratiiberschuBhemmung hydrolysiert. Die v/S-Charakteristik der Hydrolyse von Abu-Pro-
pNA folgt dagegen dem Modell der Michaelis-Menten-Kinetilefits et al., 1984, 1988].
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(Ser-Pro)-R110 [10° M]

Abb. 19 Hydrolyse des Substrates (Ser-RfialL10 durch DP IV aus Schweineniere, Modell der Michaelis-

Menten-Kinetik
(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s bei 494 nm;

DP IV im Ansatz 2.280° M)

Native humane und rekombinante humane DP IV

Die (Xaa-Pro}R110-Derivate mit Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser und Cha werden von
I6slicher rekombinanter humaner DP IV (rh DP IV) hydrolysiert. In Analogie zur Hydrolyse
durch DP IV aus Schweineniere wird (Phe-R®110 von rh DP IV nicht als Substrat
akzeptiert. Mit Ausnahme von (Cha-P#®110, das nach dem Modell der
SubstratiiberschuBhemmung hydrolysiert wird (Abb. 20), folgt die v/S-Charakteristik der
Hydrolyse aller anderen Substrate einer Michaelis-Menten-Kinetik (Tab. 10).
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(Cha-Pro}R110 [10° M]

Abb. 20 Hydrolyse von (Cha-PrgR110 durch rekombinante humane DP IV, Modell der

SubstratiiberschulZhemmung
(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s bei 494 nm;

DP IV im Ansatz 5.920° M)
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Damit unterscheidet sich die Hydrolyse von (Abu-Rf)10 und (Leu-Pr@)R110 durch

rh DP IV von der Hydrolyse beider Substrate durch DP IV aus Schweineniere. Vergleichende
Untersuchungen der Hydrolyse von Dipeptid-p-nitroaniliden durch DP IV aus Schweineniere
und humaner Niere zeigten ebenfalls zwischen beiden Enzymen deutliche Unterschiede
hinsichtlich der v/S-Charakteristiken der SubstrathydrolyseNgiet al., 1984].

Der signifikanteste Unterschied der Hydrolyse der bis-(Dipeptidamido)-rhodamine durch
rh DP IV im Vergleich zur Hydrolyse durch DP IV aus Schweineniere besteht in den um ca.
zwei GréfRenordnungen verringertep/K-Werten (Tab. 10). Die Affinitat der Verbindungen
zum aktiven Zentrum der DP |V ist dabei kaum beeinflul3t, erkennbar an den im Vergleich zur
Substrathydrolyse durch Schweinenieren-DP IV nur geringflgig variierengafeften. Die

kcar Werte hingegen sind deutlich verringert.

Tab. 10 Kinetische Konstanten der Hydrolyse von Ala-Pro-pNA und (Xaa-RPR9)10 durch rekombinante
humane DP IV und humane Nieren-DP IV

Verbindung K m [10° M] Keat[S™] Kead K m K; [10° M] |Kinetik
M*E"]

Ala-Pro-pNA 1.30+0.04 | 0.91+0.01 |(7.00+ 0.23y10" MM

Ala-Pro-pNA* 1.20+ 0.07 | 2.29+0.03 |(1.91+0.11Y1C° MM

(Ala-Pro}-R110 | 2.73+0.15 | 1.12+0.02 |(4.10% 0.24y10* MM

(Abu-Pro)-R110 | 3.15+0.11 | 1.22+0.01 |(3.87+ 0.14y10" MM

(Leu-Pro}-R110 | 4.11+0.37 | 1.31+0.04 |(3.19+ 0.30)10" MM

(Ser-Pro)-R110 8.00+ 0.85 | 1.75+0.07 |(2.19+ 0.25y10° MM

(Cha-Pro}R110 | 0.65+0.06 | 0.14+0.01 |(2.11+0.25Y10" |9.75+1.39| SU
(Gly-Pro)-R110 | 8.06+0.59 | 1.68+0.05 |(2.08+ 0.16)y10" MM

(Phe-ProyR11d keine Hydrolyse

* Verbindungen liegen als Hydrochloride vbl/erbindungen liegen als Trifluoracetate vor
SU = SubstratilberschuRhemmung; MM = Michaelis-Menten-Kinetik

(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s bei 494 nm (R110) und
390 nm (pNA); DP IV im Ansatz: zwischen 71038 und 5.9210° M rh DP IV fiir Hydrolyse von (Xaa-PreR110

in Xaa-Pro-R110 und firr Hydrolyse von Ala-Pro-pNA, 7168 M native humane Nieren-DP IV* fiir Hydrolyse

von Ala-Pro-pNA)

Obwohl nach KNNY et al. [1977] die im Falle der rh DP IV vorliegende Abspaltung der
N-terminalen Verankerungsregion keinen Einflul3 auf die enzymatische Aktivitat hat, wurde
von uns die Hydrolyse von Ala-Pro-pNA durch native humane Nieren-DP IV untersucht und
deren kinetische Konstanten mit den kinetischen Konstanten der Ala-Pro-pNA-Hydrolyse
durch rh DP IV verglichen. Dabei wurden fir beide Enzyme im Vergleich zur
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Ala-Pro-pNA-Hydrolyse durch Schweinenieren-DP IV (Tab. 9) deutlich verringesttVkrte
gefunden (Tab. 10).

Die Ursache flur diese Unterschiede in den kinetischen Konstanten der Hydrolyse identischer
Substrate kann nur in der varriierenden speziesspezifischen Aminosauresequenz der DP IV aus
Schweineniere und humaner Niere zu suchen sein, obwohl innerhalb der Eukaryoten eine hohe
Sequenzhomologie besteht ARMOUL et al.,, 1992; NMsumi et al, 1992]. Da die
Aminosauresequenz der Schweinenieren-DP IV noch nicht aufgeklart ist, ist ein direkter
Vergleich mit DP IV aus humaner Niere nicht mdglich.

Ahnliche Unterschiede im cJ¢Wert wurden von KBFFMANN et al. [1998] fir
Prolyloligopeptidase ausFlavobacterium meningosepticumund aus Schweineniere
beschrieben, wobei das bakterielle Enzym eine ca. 30fach hdhere Katalysegeschwindigkeit
aufweist als das Eukaryotenenzym. DP IV und Prolyloligopeptidase gehoéren zur

Prolyloligopeptidase-Familie€3(3.1).

3.3.1.2

Verbindungen des Typs Xaa-Pro-R110-Y

Die Hydrolyse der Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly, Ala und Y;=i¥ Yo

wurde an aus Schweineniere isolierter DP |V untersucht.

Tab. 11 Kinetische Konstanten der Hydrolyse von Xaa-Pro-R110-Y durch DP IV aus Schweineniere

Verbindung K m [10° M] Keat[S™] kea K m K [10* M]
[ME7]

Gly-Pro-R110-Y

Y, =-CO-CH 17.40% 6.24 | 235.60+ 43.25 | (1.35+ 0.56)10° | 2.95+ 1.04
Y, =-CO-CHCI 6.23+ 0.61| 70.84+ 4.21 |(1.14+0.13Y10° |2.30+ 0.25
Y3 = -CO-(CH,)sCF 3.77+ 0.40| 67.49+ 3.46 |(1.79+ 0.21)10° |6.05+ 0.90
Y 4= -CO-(CH)4CI 3.83+ 0.31| 59.65+ 2.55 |(1.56+ 0.14Y10° |2.24+ 0.19
Ys = -CO-(CH,),Br" 1.54+0.17 | 42.39+ 1.78|(2.75+ 0.33Y10° |7.87+ 1.58
Y = -CO-GsH4-CH,CI 1.10+ 0.20 | 36.64+ 3.74|(3.33+0.69Y1C° | 1.02+ 0.27
Y7=-CO-(CH)3-CsH,ON* | 2.67+0.21| 60.12+ 2.08 |(2.25+0.19Y1C° |6.32+ 0.77
Yg=-CO-(CHy)s-CsH.0N* | 1.25+0.10| 40.41+ 1.23 [(3.23+0.28Y1C° |3.69+ 0.39
Ala-Pro-R110-¥

Yo =-CO-(CH)s-C4NOCl* | 0.58+ 0.07 | 14.67+ 0.92 |(2.55+ 0.44Y10° |0.80+ 0.13

* Verbindungen liegen als Hydrochloride vbierbindungen liegen als Trifluoracetate vor
(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s bei 494 nm
Ansatz: zwischen 6.88™° und 1.3710° M)

:DP IV im
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Obwohl die Hydrolyse von Gly-Pro-R110 und Ala-Pro-R110 (Tab. 9) dem Modell der
Michaelis-Menten-Kinetik folgt, werden alle Verbindungen des Typs Xaa-Pro-R110-Y
entsprechend einer SubstratiiberschuBhemmung hydrolysiert. Die ermittelten kinetischen
Konstanten liegen in einer GroéRenordnung. Dig/k,-Werte variieren in einem Bereich
zwischen 1.140° M*s* und 3.3810° M8* (Tab. 11).

Fur die Substrate Gly-Pro-R110-Y resultiert eine Zunahme der Hydrophobizitat, verbunden mit
einer Verlangerung des Restes Y, in einer erhdhten Affinitat der Verbindungen zum aktiven
Zentrum der DP V. Dies ist an einer systematischen Abnahme dé/dfte erkennbar. Es ist
anzunehmen, daf? auch hier hydrophobe Interaktionen zwischen dem Rest Y und hydrohober
Bereichen des aktiven Zentrums der DP IVdie Substratbindung positiv beeinflussen.

3.3.2 Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von (Gly-Prg}R110

Ein Ziel unserer Arbeiten bestand in der Synthese hoch sensitiver fluorogener DP IV-Substrate.
Der Vergleich der Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse dieser Verbindungen mit der
Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse der bekannten Dipeptid-p-nitroanilide und Dipeptid-4-
methylcumarine als Substrate der DP 1V lag daher nahe. Wir entschieden uns fur vergleichende
Untersuchungen der enzymkatalysierten Freisetzung des Chromophors bzw. der Fluorophore
aus Gly-Pro-pNA, Gly-Pro-MCA und (Gly-PreR110. Dabei wird (Gly-Prg)R110 unter
Bildung des monosubstituierten Gly-Pro-R110 gespalten.
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Abb. 21 Darstellung der Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von (Gly-RR)10 (A), Gly-Pro-MCA (A)
und Gly-Pro-pNA (B) durch DP IV aus Schweineniere
(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C, Messung Uber 120 s; DP IV im
Ansatz: 2.280%° M; Fluoreszenz: Gly-Pro-R110,= 490 nm Agm = 520 NM,Agxsp, Emsg= 15 NM, MCA:
Aex= 390 NMAgy, = 440 NM Agxsp, Emsg= 15 Nm; Absorption: p-NA: 390 nm)
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Wie in Abb. 21 erkennbar, ist die Hydrolyse von Gly-Pro-MCA und (Gly-PR1)10 sensitiver

im Vergleich zur Hydrolyse von Gly-Pro-pNA. Der Nachweis des freigesetzten 7-Amino-4-
methyl-cumarins (MCA) ist um ca. zwei GroRenordnungen sensitiver. Um eine weitere
GroRRenordnung besser wird das durch enzymkatalysierte Hydrolyse freigesetzte Gly-Pro-R110
detektiert. Hier wird mit ca. 1/10 der DP IV Konzentration im Ansatz eine mit MCA nahezu
Ubereinstimmende Fluoreszenzintensitat erreicht. Die Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse
von (Gly-Pro)-R110 ist ca. 4000fach sensitiver im Vergleich zur Nachweisempfindlichkeit der
Hydrolyse von Gly-Pro-pNA (Abb. 21A und 21B).

Die Konzentration der Hydrolyseprodukte MCA und Gly-Pro-R110 ist unter den gewahlten
Mel3bedingungen identisch. Die Unterschiede in der Nachweisempfindlichkeit sind daher auf
die unterschiedliche Sensitivitat der Fluorophore selbst zurtickzuftihren.

3.3.3 N-Biotin- bzw. 4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Lys-2-cyano-pyrrolidide
als Inhibitoren isolierter DP IV

N®-Biotin- bzw. 4(5)-Carboxyfluorescein-markiertes Lys-2-cyano-pyrrolidioide hinsichtlich
seiner inhibitorischen Eigenschaften auf die Hydrolyse von Gly-Pro-pNA durch DP IV aus
Schweineniere untersucht.

Aminoacyl-2-cyano-pyrrolidide wurden mehrfach in der Literatur als potente kompetitive
Inhibitoren der DP IV mit kWerten im mikromolaren bis nanomolaren Bereich beschrieben
[LI et al., 1995; AHWORTH et al., 1996]. Ein grof3er Vorteil dieser Verbindungen besteht in
ihrer hohen Stabilitat, die den Einsatz in biologischen Systemen ermogleivgRTH et al.,
1996].

Die von uns synthetisierten Verbindungen Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid und Lys-(4(5)-
carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid hemmen die DP IV-katalysierte Hydrolyse von
Gly-Pro-pNA kompetitiv mit KWerten um 18 M (Tab. 12, Abb. 22). Der Inhibitor
konkurriert dabei mit dem Substrat um die Bindungsstelle im aktiven Zentrum des Enzyms. Die
Inhibitoren hemmen die DP IV um nahezu zwei GroRenordnungen besser als die von
HERMANNS [1995] beschriebenen, ebenfalls an gldiminogruppe des Lysins mit Biotin bzw.
4(5)-Carboxyfluorescein markierten, Lys-pyrrolidide.

Die generell verbesserten Inhibierungseigenschaften der Aminoacyl-2-cyano-pyrrolidide im
Vergleich zu Aminoacylpyrrolididen kénnten nach &t al. [1995] auf die Bildung eines
kovalenten Enzym-Inhibitor-Addukts als Folge der Ausbildung eines Imidoesters zwischen
Nitrilkohlenstoff und Serylsauerstoff des aktiven Zentrums der DP IV zurlckzufihren sein. Im
Falle der Cysteinprotease Papain konnteooM et al. [1986] eine derartige Interaktion
zwischen N-Acetylphenylalanylnitril und der reaktiven SH-Gruppe des Cysteinylrestes des
aktiven Zentrums NMR-spektroskopisch nachweisen.
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Tab. 12 Kinetische Konstanten der Inhibierung der DP IV aus Scheineniere durch-Bitin- und
4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Lys-2-cyano-pyrrolidide

Verbindung Ki [M]
Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid (0.64+ 0.02)10"
Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid (0.58+ 0.03y10"

(MeRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C; Messung der Hydrolyse von Gly-Pro-
pNA (iber 90 s bel = 390 nm; DP IV im Ansatz: 1.810° M)
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Abb. 22 Dixon-Auftragung der Inhibierung der DP IV-katalysierten Hydrolyse von Gly-Pro-pNA=(10°,
#=5[10° und += 10* M) durch Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid
(MeRRbedingungen: 40 mM Tris/HCI-Puffer, | = 0.125, pH = 7.6, 30°C; Messung der Hydrolyse von
Gly-Pro-pNA (iber 90 s bdi= 390 nm; DP IV im Ansatz: 1.310° M)
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3.4 Ergebnisse der zellbiologischen Untersuchungen
3.4.1 Allgemeine Bemerkungen

Eine spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion ist einerseits fur die Simulierung
physiologischer Antigen-Ligand-Interaktionen von Bedeutung, andererseits stellt sie eine
wichtige Voraussetzung fur den Nachweis von Oberflachenantigenen auf Zellen dar. Durch den
Einsatz entsprechender fluoreszenzmarkierter antigenspezifischer Antikdrper kann ein
Zelloberflachenantigen sensitiv detektiert werdem{MRN et al., 1995].

Fur DP IV/ICD26 sind mehrere monoklonale anti-CD26-Antikorper bekannt, die z.T.
unterschiedliche Epitope von DP 1V/CD26 erkennen und binderdS und ANSORGE 1990;
TORIMOTO et al., 1992; B MEESTERet al., 1993; KHNE, 1995; MATTERN et al., 1995; IdHN

et al., 1999]. Mit Ausnahme des vonoFFMANN et al. [1995] beschriebenen anti-CD26-
Antikbrpers PEG2/G11 und eines polyklonalen Antikdrpers, die die Hydrolyse des
Oligopeptides IL2(1-12), nicht jedoch die Hydrolyse von Gly-Pro-pNA hemmen, ist flr keinen
CD26-spezifischen Antikdrper eine enzyminhibierende Wirkung bekannt. Uber die katalytische
Aktivitat der DP IV kann somit durch den Einsatz DP IV-spezifischer Antikérper keine
Aussage getroffen werden. Daher kommt Substraten und Inhibitoren eine besondere Bedeutung
zu.

Dall die CD26-Expression auf Zellen nicht immer mit der gemessenen DP IV-Aktivitat
korreliert, konnten Riz et al. [1997] zeigen. Darlber hinaus wurde eine Vielzahl anderer
Enzyme mit DP IV-Aktivitat beschrieber8.(l.]). Die Charakterisierung von CD26-positiven
Zellen sollte daher neben der Detektion einer CD26-spezifischen Antikérperreaktion auch die
Ermittlung der enzymatischen Aktivitat der DP IV einschlieBen. Optimal ware die
durchfluBzytometrische Bestimmung beider Parameter in nur einem Reaktionsansatz, was
einerseits die Anwendung eines fluoreszenzmarkierten Antikérpers und andererseits die
enzymkatalysierte Freisetzung eines Fluorophors aus einem geeigneten Enzymsubstrat
erfordert. Dabei sollten die Anregungsmaxima beider Fluorophore nahezu identisch, die
Emissionsmaxima jedoch verschieden sein, um eine gezielte Differenzierung zwischen
Antigen-Antikorper-Reaktion und Substrathydrolyse zu ermdglichen. In diesem Sinne wurde
von Ruiz et al. [1996, 1997, 1998] eine 2-Farben-durchflul3zytometrische Analyse angewendet,
bei der einerseits ein PE(Phycoerythrin)-markierter anti-CD26-Antikérper und andererseits
verschiedene R110-basierende DP IV-Substrate ((GlyRD)0 und (Ala-Ala}R110)
eingesetzt wurden. Innerhalb dieses Testsystems gelang es, einer einheitlichen Populatior
CD26-positiver Zellen eine entsprechende DP IV-Aktivitat zuzuordnen.

In &hnlicher Weise sollten auch die von uns synthetisierten fluorogenen Substrate angewendet
werden.

DP IV ist ein Enzym, das Uber eine N-terminale Aminosaureregion in Membranen verankert ist
[OGATA et al., 1989; I@NG und DovYLE, 1990]. Daneben wurden aber auch I6sliche Formen der
DP IV beschrieben [DKE-COHAN et al., 1995;WAKI-EGAWA et al., 1998].

Auf zelluarer Ebene kommt DP IV sowohl extrazellular membranstandig als auch intrazellular
vor. So exprimieren Leberzellen neben einer DP IV der PlasmamembiamndB, 1986;
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ZUZEL et al., 1995] in Golgi-Vesikeln und in den Membranen des ER DP IV-Transportformen
[LocHet al., 1992; BLz et al., 1995].

Im Immunsystem wurde die Lokalisation der DP IV ebenfalls extrazellular membranstandig
und intrazellular beschrieben EKNETT et al., 1996; $ANGE et al.,, 1998]. So konnten
MATTERN et al. [1995] in 30% CD26-negativer T-Zellen sowohl intrazellulares CD26 als auch
die dafur kodierende m-RNA detektieren. Dartber hinaus ist DP IV aus Lymphozyten durch
eine hohe Heterogenitat charakterisiert. So beschrieBengKet al. [1996] acht verschiedene
enzymatisch aktive Formen der DP IV im Lysat PHA-stimulierter humaner Lymphozyten.
Daneben gelang es den Autoren, deutliche Unterschiede der DP IV-Lokalisation in ruhenden
und PHA-stimulierten Lymphozyten aufzuzeigen.

3.4.2 bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Derivate als Substrate zellularer DP IV

Die Synthese der Substrate des (XaaFR1)10-Typs erfolgte unter der Annahme, daf3
Verbindungen mit apolaren Aminosauren pH®sition Uber bessere Penetrationseigenschaften
verfigen und damit besonders fir zytosolische DP IV zuganglich sein sollten. Verbindungen
mit polaren Aminosauren in dieser Position sollten die Zellmembran schlechter penetrieren und
daher bevorzugt von membranstandiger DP IV hydrolysiert werden. Auf diesem Wege wurde
eine Differenzierung zytosolischer und membranstandiger DP IV-Aktivitdit anhand der
Lokalisation der Fluoreszenzfreisetzung angestrebt. Es wurden daher eine Anzahl von
(Xaa-Pro)-R110-Substraten der DP IV mit Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser und Cha
synthetisiert 2.1.1), die sich nach Bestimmung der Verteilungskoeffizienten in einem
n-Oktanol/Puffer-System 3(2.7) deutlich in ihrer Hydrophobizitat unterscheiden.
(Xaa-Pro)}-R110 mit Xaa = Leu, Cha und Abu sollten demnach als unpolare Verbindungen
besser die Zellmembran penetrieren als Verbindungen mit Xaa = Gly, Ala oder Ser.

Die monosubstituierten Dipeptidamido-rhodamin 110-Verbindungen und (LysRtdp
konnten aufgrund ihrer hohen Eigenfluoreszenz bzw. Instabilitat nicht zu Messungen an
zellularen Systemen herangezogen werden.

3.4.2.1 Substrathydrolyse durch Zellen, Zellysat und isolierte DP IV

Im Vergleich zur Hydrolyse der (Xaa-Pser110-Verbindungen durch DP IV intakter U-937-
Zellen, wurde die Substratspaltung durch DP IV des U-937-Zellysats und durch isolierte
rekombinante humane DP IV (rh DP V) untersucht. Um eine einheitliche Enzymaktivitat aller
Ansatze zu gewahrleisten, wurde zunachst die enzymatische Aktivitdt von Zellen, Lysat und
rh DP IV mittels der Hydrolyse von Gly-Pro-pNA auf 25 pkat/ml Ansatz eingessedt3. Fur

eine Zelldichte von 10Zellen/ml wurde eine enzymatische Aktivitat von 25 pkat/ml ermittelt.

Im Lysat der gleichen Anzahl von Zellen wurde die DP IV-Aktivitat jedoch zu 30 pkat/ml
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bestimmt. Aufgrund der Zellfragmentierung kann diese um ca. 17% hdhere DP IV-Aktivitat
des Zellysats einerseits auf eine bessere Zuganglichkeit der DP IV fir das Substrat oder
andererseits auf eine zusatzliche Freisetzung intrazellularen Enzyms zurlckgefihrt werden.
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Abb. 23 Hydrolyse der Substrate (Xaa-P#63110 durch DP IV intakter U-937-Zellen®), DP IV desU-937-
Zellysats [) und isolierte rekombinante humane DP IV W): A: (Abu-Pro)-R110,
B: (Leu-Pro)-R110
(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, Inkubation 5 min (rh DP IV), 20 min (U-937-Zellysat), 30 min (U-
937-Zellen), 37°C; U-937-Zellen, U-937-Zellysat und rh DP IV einer Aktivitat von 25 pkat/ml;
Fluoreszenzplattenleseki, = 488 nmAg, = 525 nm, Lampenspannung 1.8 V)
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Untersuchungen der Hydrolyse der (Xaa-RPR)10-Verbindungen (Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu,

Ser und Cha) durch DP IV der DP IV-reichen Zellinie U-937 zeigten, daf3 alle Verbindungen
Substrate des zellularen Enzyms sind. Bei identischen Substratkonzentrationen wurden jedoch
deutliche Unterschiede in der Fluoreszenzfreisetzung durch DP IV intakter Zellen (U-937), des
Zellysats (U-937) sowie durch isolierte rekombinante humane DP IV sichtbar, obwohl die
Enzymaktivitaten von Zellen, Lysat und rh DP IV im Ansatz auf eine identische Aktivitat von
25 pkat/ml bezuglich der Hydrolyse von Gly-Pro-pNA normiert warBr8.8. Fur alle
(Xaa-Pro)-R110-Substrate (Bsp. (Abu-P3eRr110, Abb. 23A), mit Ausnahme von Xaa = Leu
(Abb. 23B), wurde bei identischen Substratkonzentrationen durch Zellysat eine 5fach und
durch rhDPIV eine 20fach erhohte Fluoreszenzfreisetzung im Vergleich zur
Fluoreszenzfreisetzung an intakten Zellen ermittelt.

Eine Ursache fur die groRen Unterschiede in der Fluoreszenzfreisetzung koénnte in der
sterischen Abschirmung des aktiven Zentrums der DP IV durch membranassoziierte Proteine
bestehen. Die Interaktion des im Vergleich zum Dipeptid-pNA wesentlich groRReren
bis-(Dipeptidamido)-R110 mit der zellularen DP IV kdnnte daher aufgrund des Raumbedarfs
des Rhodaminderivates eingeschrankt sein. Im Zellysat, in dem die zellularen Strukturen
fragmentiert vorliegen, kdnnte das aktive Zentrum besser zuganglich sein, woraus eine
schnellere enzymkatalysierte Hydrolyse resultiert. Ahnliche Effekte sollten fiir die starkere
Substrathydrolyse der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen durch rh DP IV
verantwortlich sein. Eine Fluoreszenzsteigerung infolge der Beteiligung intrazellularen Enzyms
an der Substrathydrolyse im Zellysat kann unbertcksichtigt bleiben, da die enzymatischen
Aktivitdten von intakten Zellen und Lysat auf 25 pkat/ml angeglichen wurden. Die verringerte
Fluoreszenzfreisetzung an Zellen und im Lysat im Vergleich zu isolierter DP IV kann aber
auch mit einem Ldschen der Fluoreszenz durch Zellbestandteile in Verbindung gebracht
werden. So betragt die Fluoreszenz des freien R110 bei einer Zellzahl, die einer enzymatischer
Aktivitat von 25 pkat/ml Ansatz entspricht, ca. 92% der Fluoreszenz einer zellfreien Losung
(3.2.9. Dieser vergleichsweise geringe Fluoreszenzunterschied allein kann jedoch nicht fur die
Unterschiede in den Fluoreszenzfreisetzungen nach Substrathydrolyse durch isolierte DP IV
und DP IV intakter Zellen bzw. des Zellysats verantwortlich gemacht werden.

Ein Vergleich der durch die Substrathydrolyse an Zellen freigesetzten Fluoreszenz aller
verwendeten (Xaa-PrgR110-Verbindungen zeigte bei identischen Substratkonzentrationen
geringe Unterschiede (nicht gezeigt). Eine genaue Kkinetische Charakterisierung der
Substrathydrolyse konnte jedoch nicht vorgenommen werden, da aufgrund der
Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz des R13Q.5 und der Xaa-Pro-R110-
Verbindungen, Messungen der Initialgeschwindigkeiten im Substratsattigungsbereich nicht
moglich sind. Dariiber hinaus verhindert die nahezu vollstandige Uberlappung der
Fluoreszenzspektren von R110 wund Xaa-Pro-R110 eine Quantifizierung beider
Katalyseprodukte.
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3.4.2.2 Spezifitat der Hydrolyse der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-
Verbindungen durch DP IV intakter Zellen und des Zellysats

Die Spezifitat der Hydrolyse der Substrate (Xaa-PR1)10 wurde mittels drei produktanaloger

DP IV-Inhibitoren,  Lys[Z(NQ)]-pyrrolidid, Lys[Z(NO,)]-piperidid und Lys[Z(NQ)]-
thiazolidid, untersucht. Auf diesem Wege sollte abgesichert werden, dal3 die Substrate nur
durch DP IV und keine anderen zellularen Enzyme hydrolysiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dal3 die Hydrolyse aller Substrate sowohl an Zellen als auch im Lysat durch die
genannten Inhibitoren nahezu vollstandig gehemmt wird (Abb. 24 und Anhang Al). Fir
Lys[Z(NOy)]-thiazolidid und  Lys[Z(NQ)]-pyrrolidid  wurde bereits bei einer
Inhibitorkonzentration von IOM im Ansatz eine ca. 90%ige Hemmung der Hydrolyse aller
(Xaa-Pro)-R110-Verbindungen an Zellen gefunden. Lediglich Lys[Z§NPiperidid hemmt

die Substrathydrolyse an Zellen und im Lysat schlechter (50% bis 80%).

Eine Beteiligung der DP Il an der Substrathydrolyse durch Zellysat kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, da eine Zerstdorung der zellularen Strukturen eine Freisetzung der i
den Lysosomen lokalisierten DP Il zur Folge hat. Obwohl sich DP Il und DP IV in ihrer
Lokalisation, im Molekulargewicht, im pH-Optimum und in der N-terminalen
Aminosauresequenz unterscheidenuANG et al., 1996], ist die Substratspezifitat beider
Enzyme sehr ahnlich. So hydrolysiert DP 1l neben Xaa-Pro- auch Xaa-Ala-Dipeptide vom
N-Terminus von Oligopeptiden. Daneben sind die als DP IV-spezifische Inhibitoren bekannten
Aminoacyl-pyrrolidide und -thiazolidide ebenfalls gute Inhibitoren der DP Il ritVKrten im
mikromolaren Bereich [8)CKEL, 1997]. Da das pH-Optimum der DP Il jedoch im sauren
Bereich (5.5-6.0) liegt im Vergleich zum pH-Optimum der DP IV (7.6-7.8plWVet al.,
1978)), ist anzunehmen, dal® die DP ll-katalysierte Substrathydrolyse im Vergleich zur DP IV-
katalysierten Hydrolyse bei pH 7.6 unterdrickt ist.
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Abb. 24Spezifitat der Hydrolyse des Substrates (Abu-R110 durch DP IV intakter U-937-Zellen (A) und
des U-937-Zellysats (B) mittels DP IV-spezifischer Inhibitoren Lys[Z(MPpiperidid (H);
Lys[Z(NO,)]-thiazolidid (d) und Lys[Z(NG)]-pyrrolidid ( A)

(MeRbedingungen: [(Abu-PeR110] = 10* M, Inkubation 30 min, 37°C, U-937-Zellen und U-937-

Zellysat von je 16 Zellen/ml; Fluoreszenzplattenlese¥z, = 488 nm,Aem = 525 nm, Lampenspannung
2.0V)
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3.4.2.3 Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse der Substrate (Xaa-PrgR110
durch zellulare DP IV

Optische Testsysteme sind dann von Bedeutung, wenn es gelingt, geringste Mengen eines
aktiven Enzyms, durch die enzymkatalysierte Hydrolyse eines geeigneten fluorogenen oder
chromogenen Substrates nachzuweisen. Eine Voraussetzung dafur ist, dal3 das durch di
enzymatische Hydrolyse freigesetzte Fluorophor oder Chromophor in niedrigen
Konzentrationsbereichen noch sensitiv detektiert werden kann.

Die vergleichende Untersuchung der Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von
Gly-Pro-pNA und (Gly-Prg}R110 durch isolierte DP IV 3(3.2 zeigte, daR das
enzymkatalysiert freigesetzte Gly-Pro-R110 im Vergleich zum p-Nitroanilin ca. 4000fach
sensitiver detektiert wird. In analoger Weise sollte die Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse
der (Xaa-Pro}R110-Substrate im Vergleich zur Hydrolyse von Gly-Pro-pNA durch zellulare
DP 1V (U-937) untersucht werden.

Fir die Hydrolyse einer 10M Gly-Pro-pNA-Lésung wurde als Nachweisgrenze eine zellulédre
DP IV-Aktivitat von 4 pkat/ml ermittelt. Unterhalb dieser Enzymmenge, die einer
Verringerung der Zellzahl unter TI6° Zellen/ml entspricht, konnte nach einer 30miniitigen
Inkubationszeit bei 37°C keine pNA-Freisetzung mehr gemessen werden.

Die Nachweisgrenze der Hydrolyse der untersuchten (Xaa-Rid)0-Verbindungen durch
zellulare DP 1V (U-937) liegt bei einer Substratkonzentration voh MIQund einer zellularen

DP IV-Aktivitat zwischen 1 und 2 pkat/ml Ansatz (Abb. 25). Die Hydrolyse der Substrate
(Xaa-Pro)-R110 durch zellulare DP 1V ist demnach 400fach sensitiver als die Hydrolyse des
Gly-Pro-pNA. Im Vergleich zum isolierten Enzyr8.8.2 stellt dieses Ergebnis eine um eine
GroRRenordnung schlechtere Nachweisempfindlichkeit dar. Unterstitzt wird dieser Befund
durch die bereits dargestellten vergleichenden Messungen der (XadrRid)}-Hydrolyse

durch zellulare DP IV, DP IV des Zellysats und rh DP IV, die gezeigt haben, daf} die
Fluoreszenzfreisetzung bei identischen Substratkonzentrationen an Zellen nur ca. 5% der
Fluoreszenzfreisetzung durch isolierte DP IV entspricht. Unabhangig von der GrtRe oder
Hydrophobizitdt der Aminosaure Xaa konnten keine signifikanten Unterschiede der
Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse der einzelnen Substrate nachgewiesen werden
(Abb. 25).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dal3 die Hydrolyse der Rhodaminsubstrate durch DP IV
intakter Zellen offenbar aufgrund der MolekulgréRe limitiert ist. Trotzdem sind die
untersuchten Rhodamin-Derivate im Vergleich zu Dipeptid-p-nitroaniliden geeignetere
Substrate, da es mdglich ist, mit einer wesentlich geringeren Substratkonzentration im Ansatz
enzymatische Aktivitat nachzuweisen.
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Abb.25 Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse der Verbindungen (Xaa-pRR}10 durch DP IV DP IV-
reicher U-937-Zellen; A: (Gly-Pro}R110, B: (Ala-Pro)-R110, C: (Abu-Pro}R110, D: (Leu-Pro)-
R110, E: (Ser-ProyR110, F: (Cha-Pro)-R110
(MeRbedingungen: PBS, pH =7.2, [S] =4M; Inkubation 30 min, 37°C; Fluoreszenzplattenleser:
Aex= 488 nm Ag,, = 525 nm, Lampenspannung 4.0 V)

3.4.24 Beurteilung der (Xaa-Pro)}R110-Verbindungen hinsichtlich ihrer
Eignung zur Differenzierung zellularer DP IV-Aktivitéat

Die Verbindungen (Xaa-PrgR110 (Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser und Cha) sind spezifische
und sensitive Substrate zellassoziierter DP V.

Eine Differenzierung zwischen extrazellular-membranstandiger und intrazellularer DP IV
anhand der Lokalisation der Fluoreszenzfreisetzung mittels Fluoreszenzmikroskopie war nicht
moglich (nicht gezeigt). Die Ursache dafir ist in der Diffusion des durch die enzymkatalysierte
Hydrolyse freigesetzten R110 bzw. Xaa-Pro-R110 zu sehen, woraus eine hohe
Hintergrundfluoreszenz des Mediums resultiert. Dartiber hinaus penetrieren moglicherweise
beide Hydrolyseprodukte in die intakten Zellen und verursachen dort eine unspezifische
Fluoreszenz der gesamten Zelle, die keine Differenzierung zwischen stark oder schwach
fluoreszierenden Regionen erlaubt.
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Im Gegensatz zu dem unteé3.2.3 erwahnten R123, das bevorzugt in Mitochondrien
angereichert wird, beschriebeeadNOT et al. [1997] fur R110 eine weniger spezifische
Akkumulation. So ist nach ihren Untersuchungen R110 nur zum Teil in Mitochondrien
lokalisiert. Dartber hinaus wurde eine Verteilung des Fluorophors Uber den gesamtem
intrazellularen Raum, einschlielich der Kernregion, beschrieben. Diese Befunde decken sich
mit unseren Beobachtungen. Daneben zeigten die Autoren, dal’ die R110-Aufnahme in intakte
Zellen im Gegensatz zur R123-Aufnahme erst nach ca. 10 h (25uM R110) in den
Sattigungsbereich eintritt. Nach Waschen der Zellen ist der vollstandige R110-Austritt aus den
Zellen in das umgebende Medium jedoch bereits nach 30 min abgeschlossen.

Unsere Untersuchungen hinsichtlich der Diffusion des R110 aus zuvor mit einer R110-L6sung
inkubierten Zellen ([R110] = 10M, 2 h) zeigten ebenfalls einen extrem schnellen Austritt des
Fluorophors in das Medium (Abb. 26).
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Abb. 26 Austritt von R110 aus intakten Zellem Qurkat-Zellen, U-937-Zellen
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, [R110]=%M; Inkubation bis 120 min, 37°C;
FluoreszenzspektrometeXz, = 488 nm;Agm = 525 NM;Agxsp, Emsp = 2.5 NM)

Die Substrate (Xaa-PrgR110 eignen sich daher nicht fir eine Differenzierung zellularer
DP IV-Aktivitat, wohl aber fir die Bestimmung der Gesamt-DP IV-Aktivitat innerhalb eines
MelRansatzes. Aufgrund der deutlich verbesserten Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse
dieser Verbindungen im Vergleich zur Hydrolyse der bisher angewendeten
Dipeptid-p-nitroanilide, stellen (Xaa-PeelR110-Substrate eine echte Alternative flr
gualitative Enzymaktivitdtsuntersuchungen auf zellularer Ebene dar.

Eine Quantifizierung des enzymatisch freigesetzten R110 bzw. der Xaa-Pro-R110-
Verbindungen war nicht mdglich, da sich die Fluoreszenzspektren beider Spezies nahezu
vollstdndig Uberlagern und so eine Unterscheidung zwischen R110 und Xaa-Pro-R110
erschwert wird.
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3.4.3 Verbindungen des Typs Xaa-Pro-R110-Y als Substrate zellularer DP IV

Mit Hilfe der DP IV-Substrate (Xaa-PrelR110 war aufgrund des Abdiffundierens der nach
der Substrathydrolyse erhaltenen Spaltprodukte R110 und Xaa-Pro-R110 keine Differenzierung
zellularer DP IV-Aktivitat moglich. Eine Voraussetzung daflr besteht in der stabilen
Markierung der Zellen durch die nach der enzymkatalysierten Substrathydrolyse freigesetzten
fluorogenen Spaltprodukte.

Daher wurden ausgehend von den monosubstituierten Gly-Pro-R110- und Ala-Pro-R110-
Verbindungen unsymmetrisch substituierte R110-Derivate des Typs Xaa-Pro-R110-Y
synthetisiert 2.1.2. Y stellt dabei eine funktionelle Gruppe dar, die Uber einen Spacer an der
freien Aminogruppe des Xanthengeristes des Xaa-Pro-R110 gebunden ist. Auf diese Weise
entstanden bifunktionelle Verbindungen, die einerseits einen fur die DP IV-Erkennung
spezifischen Substratteil Xaa-Pro- tragen und andererseits Uber eine funktionelle Gruppe Y
(Y2 bis Yg) zur kovalenten Fixierung der R110-Derivate an der Zelloberflache verfiigen. Dabei
solite die Verknipfung des Fluorophors R110-Y mit der Zelle Uber SH- undrédktive
Substituenten (Alkylhalogenide, Maleinimide) erfolgen. Der Einflu der Spacerlange und der
Reaktivitat der funktionellen Gruppe auf eine stabile zellulare Fluoreszenzmarkierung sollte
untersucht werden.

Die in Abb. 27 aufgefuhrten Verbindungen wurden zu Untersuchungen an Zellen der DP IV-
reichen myeloischen Zellinie U-937 eingesetzt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der
Bestimmung der extrazellular membranstandigen DP IV-Aktivitat. Gly-Pro-R110v&lche

als einzige Verbindung mit einem Acetylrest keine funktionelle Gruppe aufweist, sollte dabei
als Vergleichssubstanz dienen. Die Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y ,rbisYYs als reaktiver
Ankergruppe durften vorzugsweise an auf der Zelloberflache lokalisierte thiolhaltige Proteine
binden. Eine Reaktion mit Aminogruppen wird daher nur von untergeordneter Bedeutung sein.

Die als Anker eingesetzten Alkyl/Arylhalogenide,(lis Ys) reagieren in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion mit SH- bzw. NKsruppen. Mit den als Anker eingesetzten
Maleinimiden (Y; bis Yg) reagieren SH-Gruppen in einer Additionsreaktion an die aktivierte
Doppelbindung des Maleinimids.
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Abb. 27 Synthetisierte Xaa-Pro-R110-Y-Derivate

3.4.3.1 Substrathydrolyse durch zellulare DP IV

Um zu untersuchen, ob die synthetisierten Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y Substrate der DP IV
der myeloischen Zellinie U-937 sind, wurden die Zellen mit variierenden Konzentrationen von
Xaa-Pro-R110-Y bei 37°C inkubiert und diEluoreszenzfreisetzung im Ansatznach

30 min bestimmt. So konnte nachgewiesen werden, dal alle Verbindungen von zellularem
Enzym hydrolysiert werden. Die Fluoreszenzfreisetzung bei identischen Konzentrationen der
unterschiedlichen Substrate variiert jedoch stark (Abb. 28, Anhang A2). So werden im Falle der
Substrate Gly-Pro-R110-Y mit identischem Substratteil aber unterschiedlicher Ankerstruktur
(Y1 bis Yg), die Verbindungen mit einem flexiblen Anker besser hydrolysiert als Verbindungen
mit einem volumindésen und damit sterisch anspruchsvollen Rest oder mit einem sehr kurzen
Spacer. Daraus lalt sich ableiten, dafl3 die GroRe des Restes Y einen die Substrathydrolys
limitierenden Faktor darstellt.

Die Fluoreszenzintensitat des R110 und der monosubstituierten R110-Derivate verhalt sich nur
bis zu einer Konzentration voril®® M linear @.2.5. Die Anwendung der Rhodaminsubstrate

fur kinetische Untersuchungen unter Ausnutzung der Fluoreszenz ist daher limitiert. Eine
genaue kinetische Charakterisierung der Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y konnte
somit nicht durchgefihrt werden, da Messungen der Initialgeschwindigkeiten im
Substratsattigungsbereich nicht méglich waren.
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AIa-Pro-RllO-Yg GIy-Pro-RllO-Y5
GIy-Pro-RllO-Y7< GIy-Pro-RllO-Y8 < Gly-Pro-R110-Y < < GIy-Pro-RllO-Y6 < GIy-Pro-RllO-Y4 <
GIy-Pro-RllO-Y1 GIy-Pro-RllO-Y3

Abb. 28 Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly und Ala und Y bisyYs
(MeRRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen einer DP IV-Aktivitat von 25 pkat/ml Ansatz;
Inkubation 30 min, 37°C; Fluoreszenzplattenlests; = 488 nm; Ag,, = 525 nm; Lampenspannung
2.0V)

Ein Unterschied in der Fluoreszenzfreisetzung im gesamten Ansatz im Vergleich zur
Fluoreszenzfreisetzung an Zellenwurde bei einer durchflul3zytometrischen Messung der
Hydrolyse einer B0® M Lésung der Substrate Gly-Pro-R110-Y »(¥is Yg) und Ala-Pro-
R110-Yy beobachtet (Abb. 29). Die Hydrolyse dieser Verbindungen durch zellulare DP IV
resultiert in einer deutlich hdheren zellassoziierten Fluoreszenz als die Hydrolyse von
Gly-Pro-R110-CO-CH(Y3). In jedem Fall bewirkt also die Einfuhrung einer reaktiven Gruppe

am Xaa-Pro-R110-Molekul (Xbis Yg) eine um ein Vielfaches héhere zellulare Fluoreszenz im
Vergleich zur zellularen Fluoreszenz, die nach der Hydrolyse des Gly-Pro-R110-£0O-CH
gemessen wurde (Abb. 29).

Die Unterschiede zwischen der Fluoreszenzfreisetzung im gesamten Ansatz (Abb. 28) und der
Fluoreszenzfreisetzung an den Zellen (Abb. 29), lassen Rickschlisse auf die Reaktivitat der
Anker Y und deren Eignung fur Quantifizierungszwecke zellassoziierter DP IV zu.
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120 | Xaa=Gly, Y =Y, bis Y,
Xaa=Ala, Y=Y,

o - :
-t |
°r 1 1
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relative
Fluoreszenzanderung

Y, Y, Y, Y, Y, Y, Y

7

Xaa-Pro-R110-Y [5*10 M]

Abb. 29 Darstellung der zellularen Fluoreszenz (U-937) nach der Hydrolyse von Xaa-Pro-R11Q-MiqY)
und dreimaligem Waschen der Zellen
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellefl02 Zellen/Ansatz; Inkubation 20 min, 37°C;
DurchfluRzytometerdg, = 488 nmAg, = 530/30 nm = FL1)
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3.4.3.2 Spezifitat der Substrathydrolyse durch zellulare DP IV

Die Spezifitat der Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y durch zellulare DP IV wurde in
Analogie zu den bis-(Dipeptidamido)-rhodaminen mit zwei produktanalogen DP IV-Inhibitoren
(Lys[Z(NOy)]-pyrrolidid und Lys[Z(NQ)]-thiazolidid) untersucht. Dabei konnte gezeigt
werden, dafld die Hydrolyse aller Substrate an Zellen durch die genannten Inhibitoren nahezu
vollstandig inhibiert wird (Abb. 30 und Anhang A3). Fiur beide Hemmstoffe wurde bereits bei
einer Inhibitorkonzentration von M im Ansatz eine ca. 90%ige Hemmung der Hydrolyse
aller Xaa-Pro-R110-Y-Verbindungen an Zellen gemessen.

100

I o
60 I

L Gly-Pro-R110—C— CH.CI
40

20

Restaktivitat [%0]

*
»

| . | . | . | . | . |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Inhibitor [10* mol]

Abb. 30 Hemmung der Hydrolyse von Gly-Pro-R110-C@HG-CH,Cl (Gly-Pro-R110-¥) durch DP IV-
spezifische Inhibitoren Lys[Z(Ng)]-thiazolidid (¢ ) und Lys[Z(NQ)]-pyrrolidid ( A)
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen® 1Bellen/ml; Inkubation 30 min, 37°C;
Fluoreszenzplattenlesekg, = 488 nmAg,, = 525 nm, Lampenspannung 2.5 V)

3.4.3.3 Untersuchung der Eignung der Ankersubstrate zur Bindung an
Zelloberflachen

Die Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y wurden mit dem Ziel synthetisiert, tlber den Anker Y eine
kovalente Fixierung der R110-Derivate an der Zelle zu erreichen. Die Eignung der Anker Y
bis Yy fUr diese Zwecke, wurde durch Inkubation DP IV-reicher U-937-Zellen mit identischen
Konzentrationen der jeweiligen Substrate untersucht. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
die zellassoziierte Fluoreszenz der Hydrolyseprodukte R110-Y im Ansatz sowie nach ein bis
vier Waschschritten bestimmt. Auf diesem Wege konnten die Verbindungen hinsichtlich der
Reaktivitat der Ankerstruktur klassifiziert werden (Abb. 31A bis D, Tab. 13).

Gly-Pro-R110-Y bzw. R110-Y mit einer Acetylgruppe als Rest Y, kann in keiner Weise mit
SH-Gruppen reagieren. Fur diese Verbindungen kénnen daher nur schwache hydrophobe
Wechselwirkungen mit hydrophoben Bereichen auf oder in der Zelle diskutiert werden.
Entsprechend dieser Annahme, wurde fir das Hydrolyseprodukt R1lfa¥h vier
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Waschschritten nur noch eine zellassoziierte Fluoreszenz von 2.6% der zellassoziierten
Fluoreszenz im Ansatz gefunden (Abb. 31A). Die grofite Menge des enzymatischen
Spaltproduktes R110-diffundiert frei in Losung .
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Abb. 31Fluoreszenz an DP IV-reichen U-937-Zellen nach Inkubation mit Substraten der Struktur
Xaa-Pro-R110-Y
A bis D stellen die Unterschiede der nach der Substrathydrolyse gemessenen zellassoziierten Fluoreszenz
im Ansatz sowie nach ein bis vier Waschschritten dar
Substrate: Gly-Pro-R110-Y (Y 3,YY, Yz und )
A:Y=Y,B:Y=Y,C:Y =Y, vergleichbar mit ¥, Yz und ¥, D: Y = Y,,; vergleichbar mit Y, Ys
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen ® Z@llen/ml; [Xaa-Pro-R110-Y] = 0° M;
Inkubation 30 min, 37°C; DurchfluBzytometag, = 488 nmAg,, = 530/30 nm = FL1)
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Die Verbindungen Gly-Pro-R110-Y mit ,Y bis Ys besitzen als Rest Y SH-reaktive
Halogenalkylcarbonyl(¥ bis Ys)- bzw. Chlormethylbenzoyl(yJ-Strukturen. Diese Reste
reagieren mit Nukleophilen (-SH-Gruppen) Uber eine nukleophile Substitutionsreaktion unter
Ausbildung einer kovalenten C-S-Bindung. Das Nukleofug (—Halogen) wird in Form des
Halogenwasserstoffs freigesetzt. Die Reaktivitat der Verbindungen hangt wesentlich von der
Reaktivitat der Abgangsgruppe ab.

So wurde flur das Hydrolyseprodukt R119-Yhit einer Chloracetylgruppe als Rest Y, nach
vier Waschschritten eine zellassoziierte Fluoreszenz von 92.4% im Vergleich zur
zellassoziierten Fluoreszenz im Ansatz gefunden (Abb. 31B). Diese hohe Fluoreszenz deutet
auf eine hohe Reaktivitat der Ankerstruktur hin, der Anteil der Verbindung R11941dsung

ist daher nur gering. Die hohe Reaktivitdt des Chloracetylrestes ist auf die dem Halogenatom
unmittelbar benachbarte Carbonylfunktion zurtickzufihren.

Tab. 13 Restfluoreszenz an DP IV-reichen U-937-Zellen nach Inkubation mit Substraten der Struktur
Xaa-Pro-R110-Y

Substrat:
Xaa-Pro-R110-Y Ansatz 1. Waschen| 2. Waschen| 3. Waschen| 4. Waschen
Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz FluoreszenZ
Gr. Xaa Y [%] [%] [%] [%] [%]
A Gly VY, 100 10.40+ 5.40| 6.84:3.40| 4.62+2.67| 2.73 1.28
B Gly Y, 100 03.84+ 4.43 | 94.82+ 1.24 | 93.50 0.91 | 92.50+ 0.78
C Gly Y 100 75.23+ 2.58 | 71.81+ 3.29 | 71.50+3.93 | 71.03+ 5.14
Gly Yy 100 89.56+ 8.73|78.09+ 9.39 | 71.04+ 8.28 | 67.54+ 8.79
Gly Ys 100 88.46+ 6.26 |80.36+ 9.51 | 74.78+ 8.81 | 72.42+ 9.40
Ala Y 100 |93.59+ 5.46|85.31+ 9.83 | 80.26+ 9.63 | 77.39+ 9.57
D Gly Ys 100 36.18+ 7.34 [ 29.65+ 9.04 | 27.97+ 7.55 | 25.72+ 7.48
Gly Va4 100 24.77+5.44|14.07+ 5.38[11.91+ 4.26| 9.91+ 3.91
Gly Ys 100 42.77+ 0.82|36.94+ 5.02 | 35.36+ 5.87 | 32.90+ 7.02

(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, U-937-Zellef 26llen/ml; [Xaa-Pro-R110-Y] = A0° M, Inkubation 30 min,
37°C; DurchfluRzytometeRg, = 488 nm,Ag,, = 530/30 nm = FL1)

Fur alle anderen eingesetzten DP IV-Substrate Gly-Pro-R110-Y mit Y als
Halogenalkylcarbonyl-Rest @Y Y, und Ys) wurde eine deutlich geringere zellassoziierte
Fluoreszenz der Hydrolyseprodukte nach vier Waschschritten detektiert (Tab. 13, Abb. 31D).
Dies durfte auf den groReren Abstand der Abgangsgruppe zur Carbonylfunktion
zurlickzufiihren sein.

Die Reaktivitat des Chlormethylbenzoyl-Ankers und die Reaktivitat aller verwendeten
Maleinimidanker liegen mit einer zellassoziierten Fluoreszenz der Spaltprodukte nach vier
Waschschritten von ca. 70% in der gleichen GroéRenordnung (Abb. 31C, Tab. 13). Die SH-
Gruppen reagieren mit den als Anker eingesetzten Maleinimiden in Form einer
Additionsreaktion an die reaktivierte Doppelbindung des Maleinimids unter Ausbildung einer
Einfachbindung. Die Spacerlange zwischen funktioneller Gruppe und der in die Amidbindung
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zum R110 involvierten Carbonylfunktion beeinflu3t die Reaktivitdt des Ankers nicht. Vielmehr
sollte eine Reaktivierung der Doppelbindung durch zusétzliche Chlorierungen des Maleinimids
erreicht werden. Nach der Hydrolyse der von uns untersuchten Verbindung Ala-Pro-110-Y
mit Yy als 2,3-Dichlormaleinimido-pentanoyl-Anker wurde mit einer zellassoziierten
Fluoreszenz des Spaltproduktes R1K0W6n 77.4% jedoch keine wesentlich verbesserte
Bindung im Vergleich zu der Verbindung mit einem Maleinimido-pentanoyl- oder einem
Maleinimido-propanoyl-Anker erreicht (72.1% und 67.6%, Tab. 13).

Mit den Rhodamin-Derivaten Xaa-Pro-R110-Y stehen Verbindungen zur Verfligung, die eine
stabile Bindung des nach der Substrathydrolyse freigesetzten Fluorophors an der Zelle
ermdglichen.

3.4.34 Differenzierung der Enzymaktivitat auf Zelloberflachen mittels der
DurchfluRzytometrie

Die Bestimmung enzymatischer Aktivitdten (DP 1V) auf zellularer Ebene ist besonders dann
von Bedeutung, wenn es gelingt, innerhalb einer Population von in ihrer enzymatischen
Aktivitat differierenden Zellen, eine Unterscheidung zwischen enzymatisch aktiven und
enzymatisch inaktiven Zellen zu erreichen. Eine solche Enzymaktivitatsdifferenzierung kénnte
die Unterscheidung von DP IV-stark- und DP IV-schwach-exprimierenden Zellen mittels einer
anti-CD26-spezifischen Antikdrperfarbung hervorragend erganzen.

Zu diesem Zwecke wurden die von uns synthetisierten Verbindungen Xaa-Pro-R11M¥ (Y

Yo) hinsichtlich ihrer Hydrolyse durch zellulare DP IV von aus Vollblut separierten
mononuklearen Zellen (MNZ) untersucht. Es handelt sich dabei um Zellen, zu denen neben
Monozyten auch ein groRer Anteil von Lymphozyten gehdrt. Lymphozyten sind durch eine
einheitliche ZellgroRe und Granularitdt charakterisiert. In ihrer CD26-Expression lassen sie
sich jedoch in eine CD26-positive und eine CD26-negative Zellfraktion unterteilen. Wie unter
3.1.4erwéahnt, wird CD26 von CD4-positiven Zellen exprimiert, die den Fc-Receptor fir IgM
tragen.

Die mittels anti-CD26-spezifischer Antikdrper nachweisbare durchflu3zytometrische
Differenzierung der Lymphozyten sollte auch mittels DP IV-spezifischer Substrate
Xaa-Pro-R110-Y (¥ bis Yg) untersucht werden.

Es wurde daher eine Doppelmarkierung der Zellen unter Anwendung eines PE-markierten anti-
CD26-Antikbrpers und der von uns synthetisierten Substrate vorgenommen. Die
Antikérperbindung beeinflult die enzymatische Aktivitdt dabei in keiner Weise. PE und
R110-Y werden bei einer identischen Wellenlange angeragt 488 nm), emittieren
Fluoreszenz jedoch bei unterschiedlichen Wellenlangen XPE578 nm; R110-YA = 525

nm), wodurch eine Differenzierung beider Fluorophore mdglich ist. Durch eine
zweidimensionale Auftragung der gemessenen Antikoérperfluoreszenz gegen die nach der
Substrathydrolyse gemessene Fluoreszenz des R110-Y der jeweils eingegrenzten Zellen (Abb.
32B bis 32D), kdnnen beide Farbungen miteinander korreliert werden.
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Abb. 32 Darstellung der anti-CD26-PE-Antikdrperfarbung als Funktion der durch DP IV-spezifische
Hydrolyse von Gly-Pro-R110-Ygemessenen zellularen R110-Y-Fluoreszenz (A: Punkthistogramm-
darstellung der gemessenen Zellen, B: MNZ gesamt, C: Fraktion CD26-positiver MNZ, D: Fraktion
CD26-negativer MNZ)

(MeRbedingungen: PBS, pH =7.2, MNZI® Zellen/Ansatz; [S] = B®0° M, 20 min, 37°C;
DurchfluBzytometerdg, = 488 nm Ag, = 530/30 nm (FL1, R1103), Ag, 585/42 nm (FL2, CD26-PE))
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Nach anti-CD26-Antikorperfarbung der MNZ konnten zwei Lymphozytenpopulationen
(CD26-positive  Zellen und CD26-negative Zellen) anhand deutlich variierender
Antikorperfluoreszenz unterschieden werden (Abb. 32B). Beim Einsatz aller von uns
synthetisierten Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y, (Yis Yo) wurde jedoch fir beide
Zellpopulationen eine nahezu einheitliche R110-Y-Fluoreszenz als Resultat der zellularen
DP IV-Hydrolyse detektiert. Nach einer Trennung beider Populationen unter Erhalt einer zu
ca. 90% aus DP IV-reichen Lymphozyten (Abb. 32C) und einer zu ca. 70% aus DP IV-armen
Lymphozyten (Abb. 32D) bestehenden Population konnte jedoch gezeigt werden, dal’ beide
isolierten Zellpopulationen eine variierende R110-Y-Fluoreszenz aufweisen. Liegen die
Zellen innerhalb einer weitgehend enzymatisch einheitlichen Population vor, ist eine
Enzymaktivitatsdifferenzierung maoglich. Im Falle eines Gemisches DP IV-reicher und
DP IV-armer Zellen ist dies jedoch nicht méglich.

Die Ursachen daflr kdnnen vielfaltig sein. Einerseits ist ungeklart, in welcher Weise die
Substrathydrolyse bzw. Substratbindung an den Zellen zustande kommt. So kann keine
Aussage darlUber getroffen werden, ob zunéchst die Substrathydrolyse und danach die R110-
Y-Bindung oder ob die Substrathydrolyse nach der Substratbindung an der Zelle erfolgt.
Andererseits ist es denkbar, dal? das nach enzymatischer Hydrolyse freigesetzte R110-Y von
der Zelle abdiffundiert und an einer anderen, moglicherweise DP IV/CD26-negativen Zelle,
bindet.

Ein weiterer Aspekt, der ebenfalls nicht vernachlassigt werden sollte, ist die wechselseitige
Beeinflussung der Zellen untereinander. So besteht die Moéglichkeit, da? DP IV/CD26 einer
Zelle das auf einer Nachbarzelle gebundene Substrat hydrolysiert. Dartber hinaus kénnte
DP 1V/CD26 von der Zelle abgeschieden (shedding) werden. Das dann in Lésung vorliegende
Enzym konnte in der Lage sein, an der Zelloberflaiche gebundenes Substrat zu hydrolysieren.
Einigen dieser Fragen soll im folgenden nachgegangen werden.

3.4.35 Substrathydrolyse von an Zelloberflachen gebundenen Substraten durch
zellulare DP IV

Separierte mononukleédre Zellen wurden mit dem jeweiligen Substrat Xaa-Pro-R11(i¥ (Y

Yo) in Gegenwart des spezifischen DP IV-Inhibitors Lys[Z¢N@hiazolidid inkubiert. Unter
diesen Bedingungen binden die Substrate an der Zelle, werden jedoch aufgrund der Hemmung
der zellularen DP IV-Aktivitat nicht hydrolysiert. Nach dem Abwaschen des Inhibitors und
einer weiteren Inkubation dieser Zellen (20 min, 37°C) wurde die zellassoziierte Fluoreszenz
der Hydrolyseprodukte R110-Y durchfluBzytometrisch gemessen. Dadurch sollte geklart
werden, ob die Zellen in der Lage sind, gebundenes Substrat zu hydrolysieren bzw. ob in
Gegenwart DP IV-reicher Zellen (U-937) oder isolierter DP IV eine zusatzliche Zunahme der
zellassoziierten Fluoreszenz der MNZ beobachtet wird. Dies wirde Rickschlisse auf die
Hydrolyse zellgebundener Substrate durch DP IV von Nachbarzellen oder isolierte DP IV
zulassen.
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Abb. 33 Untersuchung der Hydrolyse von MNZ-gebundenen Substraten durch zelleigene DP IV, isolierte
DP IV und DP IV auf Nachbarzellen (U-937

(MeRbedingungen: PBS, pH =7.2, [S] &B° M, [Lys[Z(NOy)]-thiazolidid] = 10* M, Inkubation
jeweils 20 min, 37°C, MNZ i@ellen/ml, DurchfluRzytometeki, = 488 nm gy, = 530/30 nm = FL1)

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen machen deutlich, da® in Abhangigkeit der Lange der
Ankerstruktur Y eine Hydrolyse von MNZ-gebundenem Substrat sowohl durch DP 1V-reiche
Nachbarzellen (U-937) als auch durch dem Ansatz zugesetzte isolierte DP IV mdglich ist.

So wird das Substrat mit einem sehr kurzen Anker (Chlorace}yj(¥ei Bindung an die

Zelle (MNZ) auch in Gegenwart isolierter DP IV nicht hydrolysiert (Abb. 33A). Fir Substrate
mit einem langeren Anker (Brombutyryl¥ oder Chlormethylbenzoyl@y-) wurde im
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Gegensatz dazu eine deutliche Zunahme der zellassoziierten (MNZ) Fluoreszenz nach
Weiterinkubation der MNZ in Gegenwart DP IV-reicher U-937-Zellen sowie in Gegenwart
isolierter DP 1V (Abb. 33B und 33C) beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf3
Zellen innerhalb eines Ansatzes durchaus in der Lage sind, Substrate, die an benachbarten
Zellen gebunden sind, zu hydrolysieren.

Daneben wurde dem Aspekt des Freisetzens (shedding) von zellularer DP 1V, die dann als
l6sliches Enzym ebenfalls zellverankertes Substrat spalten kdnnte, nachgegangen. Es wurde
die zeitabhangige Zunahme der DP IV-Aktivitat im Uberstand einer U-937-Zellsuspension
einer Aktivitat von 20 pkat/ml untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 die DP IV-
Aktivitat des Uberstandes auch nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37°C sehr gering ist
(Abb. 34). Die Beteiligung der von den Zellen freigesetzten DP IV an der Hydrolyse von zell-
assoziiertem Substrat innerhalb der von uns gewahlten Inkubationszeit kann daher
vernachlassigt werden.

DP IV-Aktivitat im Uberstand [pkat/ml]

Zeitt [h]

Abb. 34 Untersuchung der Zeitabhangigkeit der DP IV-Freisetzung einer Suspension DP IV-reicher U-937-
Zellen
(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, U-937-Zellen einer Aktivitat von 20 pkat/ml, Inkubation 8 h, 37°C;
Messung der Hydrolyse von Gly-Pro-pNA bei 390 nm nach 0 min und 60 min bei 37°C)

Insgesamt wird die Summe mehrerer Effekte daflr verantwortlich sein, dafl3 sich eine
durchflul3zytometrische Bestimmung der Enzymaktivitat innerhalb eines Gemisches DP IV-
reicher und DP IV-armer Zellen schwierig gestaltet. Die fur durchfluBzytometrische
Messungen erforderliche hohe Zelldichte ist dabei eine Voraussetzung fir die zellulare
Interaktion hinsichtlich der Substrathydrolyse und die damit verbundene limitierte
Differenzierung zellularer DP IV-Aktivitat.
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Die Frage, inwiefern Lymphozyten andere Formen von DP IV exprimieren, sollte ebenfalls in
diese Diskussion einbezogen werden. So beschriebe«e-DOHAN et al. [1996] die
Expression von DPPT-L auf aktivierten Lymphozyten. Ruhende Lymphozyten exprimieren
dagegen nur wenig DPPT-L. Die voacdTOT et al. [1996a] und B\NCO et al. [1997]
beschriebene DP 13- besitzt ebenfalls DP IV-Aktivitat und wird von einer Reihe CDA4-
positiver T-Zellinien exprimiert. Dartiber hinaus konntepalco et al. [1998] 80% der
gesamten DP IV-Aktivitat ruhender MNZ als DP P/Aktivitat charakterisieren. Sowohl
DPPT-L als auch DP I\ zeigen eine im Vergleich zu DP IV verédnderte Bindung der
bekannten anti-CD26-Antikdrper. Unter diesem Gesichtspunkt kommt spezifischen
Substraten der DP IV eine besondere Bedeutung zu. Im Gegensatz zu DP IV-spezifischen
Antikérpern wirden sie den Einflul3 anderer DP IV-Aktivitaten mit bertcksichtigen. Der
Vergleich einer anti-CD26-Antikorperfarbung mit einer durch DP IV-spezifische
Substrathydrolyse verursachten Zellfarbung mufd daher sehr vorsichtig diskutiert werden.

3.4.3.6 Differenzierung der Enzymaktivitait auf Zelloberflachen mittels
Fluoreszenzmikroskopie

Ob im Falle einer raumlichen Trennung CD26-positiver und CD26-negativer Zellen eine
Enzymaktivitatsdifferenzierung innerhalb eines Ansatzes vorgenommen werden kann, wurde
mit Hilfe CD26-transfizierter CHO-Zellen und Wildtyp-CHO-Zellen untersuchoNH et al.,

1989]. Es fanden sowohl Zellen, die mit enzymatisch aktiver DP 1V, als auch Zellen, die mit
enzymatisch inaktiver DP IV transfiziert waren, Anwendung. Bei letzteren war die DP IV-
Aktivitat aufgrund des Austausches des Serins des aktiven Zentrums gegen Alanin
aufgehoben. Wildtyp-CHO-Zellen exprimieren keine DP IV.

Die adharenten Zellen wurden als Gemisch aus CD26(aktiv)- mit CD26(inaktiv)-transfizierten
und aus CD26(aktiv)-transfizierten mit Wildtyp-CHO-Zellen ausgesét und zwei bis drei Tage
kultiviert. Danach wurden die Zellgemische hinsichtlich einer méglichen Differenzierung
zwischen DP IV-aktiven und DP IV-inaktiven Zellen untersucht. Die zellulare Fluoreszenz,
die aus der enzymkatalysierten Hydrolyse der eingesetzten Substrate resultiert, wurde mit
einer anti-CD26-TR-Antikdrperfarbung dieser Zellen verglichen. Fur diese Zwecke wurden
die Substrate Gly-Pro-R110sYaind Ala-Pro-R110-Y¥ eingesetzt, da hier die starkste zellulare
Fluoreszenz nach der Substrathydrolyse durch zellulare DP IV nachgewiesen wurde (Abb.
29).

Es konnte gezeigt werden, da? mit den eingesetzten Substraten innerhalb beider Zellgemische
eine Differenzierung unterschiedlicher zellularer DP IV-Aktivitditen mdglich ist. So sind
innerhalb des Gemisches CD26(aktiv)- mit CD26(inaktiv)-transfizierten CHO-Zellen
deutliche Unterschiede hinsichtlich der durch Substrathydrolyse bedingten R110-Y-
Fluoreszenz der Zellen zu verzeichnen, die auf enzymatisch aktive und enzymatisch inaktive
DP IV/CD26 zuruckzufihren sind (Abb. 35A). Daneben zeigen alle Zellen eine starke
Antikorperfarbung als Zeichen starker CD26-Expression (Abb. 35B).
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Abb. 35 Differenzierung zellularer DP IV-Aktivitat
A und B:Gemisch CD26(aktiv)- und CD26(inaktiv)-transfizierter CHO-Zellelt Fluoreszenz
R110-¥: Filter:450-490/FT510/515-588: Fluoreszenz anti-CD26-TR, Filter: 530-585/FT600/LP615
(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, Inkubation jeweils 30 min, Raumtemperatur
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Abb. 35 Differenzierung zellularer DP [V-Aktivitat
B und CGemisch CD26(aktiv)-transfizierter und Wildtyp-CHO-ZellenFluoreszenz R110gYFilter:
450-490/FT510/515-58%); Fluoreszenz anti-CD26-TR, Filter: 530-585/FT600/LP615
(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, Inkubation jeweils 30 min, Raumtemperatur)
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Innerhalb eines Gemisches CD26(aktiv)-transfizierter mit Wildtyp-CHO-Zellen ist mittels
anti-CD26-Antikdrperfarbung eine deutliche Differenzierung zwischen DP IV-reichen und
DP IV-armen Zellen mdglich (Abb. 35D). Dartber hinaus zeigen die nach Antikdrperfarbung
als DP IV-reich charakterisierten CHO-Zellen eine starke zellassoziierte R110-Y-Fluoreszenz,
wahrend die nach Antikorperfarbung als DP IV-arm charakterisierten CHO-Zellen eine
schwache R110-Y-Fluoreszenz nach Substrathydrolyse aufweisen (Abb. 35C).

Dieses Ergebnis bestatigt die zuvor in Abhangigkeit der Zelldichte diskutierte Zell-Zell-
Interaktion hinsichtlich der Hydrolyse von an der Zelle gebundenem Substrat. Liegen Zellen
mit unterschiedlicher DP IV-Expression isoliert vor, ist eine Differenzierung der
enzymatischen Aktivitdat mit den synthetisierten Substraten Xaa-Pro-R110-Y mdglich. Ist die
Zelldichte von unterschiedlich DP IV-exprimierenden Zellen jedoch so hoch, dal3 sie
miteinander wechselwirken kdnnen, so ist dies nicht moglich.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen machen aber auch deutlich, dal3 die Bindung der
Substrate nicht ausschlie3lich an der Zelloberflache erfolgt.

3.4.3.7 Bedeutung des zellularen Thiolstatus fir die Verankerung der
Verbindungen Xaa-Pro-R110-Y an Zellen

Die kovalente Fixierung des Ankers Y sollte an auf der Zelloberflache lokalisierte thiolhaltige
Proteine erfolgen. Die Kenntnis Uber die Expression dieser Proteine auf der Oberflache der
von uns untersuchten Lymphozyten (B- und T-Lymphozyten) ist daher von Bedeutung. So
konnten RGER et al. [1997] zeigen, dal3 B-Lymphozyten thiolhaltige Membranproteine ca.
3fach starker exprimieren als T-Lymphozyten. Der Nachweis dieser Proteine erfolgt mit dem
SH-reaktiven Reagenz 5(6)-(((4-Chlormethyl)benzoyl)amino)-tetramethylrhodamin
(CMTMR), das unter definierten Bedingungen ausschliellich an extrazellulare Proteine
bindet.

Wir konnten diese Ergebnisse bestatigen und ebenfalls zeigen, daR CD19-positive B-Zellen
(Abb. 36C und Tab.C) eine 2fach hohere Expression SH-Gruppen-tragender
Membranproteine aufweisen als CD3-positive T-Lymphozyten (Abb. 36B und Tab. B).

Werden Xaa-Pro-R110-Y-Substrate in Gegenwart eines anti-CD3-PerCP-markierten
Antikorpers bzw. in Gegenwart eines anti-CD19-PerCP-markierten Antikbrpers mit MNZ, die
sowohl B- als auch T-Lymphozyten enthalten, inkubiert, so ist jedoch nur eine geringe
Unterscheidung der Mittelwerte der zellassoziierten R110-Fluoreszenz von B- und T-Zellen
moglich (Abb. 36D und 36E). Dieses Ergebnis bestéatigt die durch fluoreszenzmikroskopische
Experimente gewonnene Erkenntnis, daf die Bindung der Strukturen R110-Y unter den von
uns gewahlten Bedingungen nicht ausschlie3lich an membranstandige Bereiche erfolgt.
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Abb. 36 Vergleich des zelluldaren Thiolstatus mit der durch R11l0vérursachten zellularen Fluoreszenz
A: Punkthistogrammdarstellung der gemessenen ZelenKorrelation der CD3-Expression mit
Membranthiolstatus(CMTMR) C: Korrelation der CD19-Expression mit Membranthiolstatus
(CMTMR), D: Histogrammdarstellung der R11Q-Fluoreszenz an CD3-positiven MNZ::
Histogrammdarstellungder R110-¥-Fluoreszenan CD19-positiven MNZ
(MeRbedingungen: PBS, pH = 7.2, MNZ® 1Zellen/ml, [S] = 510° M, Inkubation 30 min, 37°C;
Durchflu3zytometerdg, = 488 nm Ag, = 530/30 (R110-§), 585/42 (CTMTR), 650LP (PC5)
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3.4.4 N-Biotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Lys-2-cyano-
pyrrolidide als Inhibitoren zellularer DP IV
3.44.1 Allgemeine Bemerkungen

Im Rahmen der von ERMANNS [1995] angefertigten Diplomarbeit wurden bereits
N®-markierte Inhibitoren des Lys-Pyrrolidid-Typs (Lys-(biotinyl)-pyrrolidid, Lys-(4(5)-
carboxyfluoresceinyl)-pyrrolidid, Lys-(biotinyl-capronyl)-pyrrolidid  und  Lys-(4(5)-
carboxyfluoresceinyl-capronyl)-pyrrolidid) synthetisiert. Diese Strukturen wurden sowohl
hinsichtlich ihrer Hemmeigenschaften an isolierter DP IV aus Schweineniere als auch an
DP IV-reichen U-937-Zellen untersucht.

Folgende Erkenntnisse konnten gewonnen werden:

» Alle Verbindungen sind kompetitive Inhibitoren isolierter Schweinenieren-DP IV mit
Ki-Werten zwischen 1.580° M und 2.0810° M.

* Alle Verbindungen sind Inhibitoren der zellularen DP IV der DP IV-reichen Zellinie
U-937. Dabei hemmen spacerfreie Verbindungen die zellulare DP IV schlechter als
Verbindungen, die einen Spacer zwischen Markermolekil und Lysinseitenkette besitzen.
Eine bessere Hemmung der DP IV-Aktivitat wurde im Lysat im Vergleich zu intakten
Zellen beschrieben. 4(5)-Carboxyfluorescein-markierte Lys-pyrrolidide sind schlechtere
Inhibitoren der zellularen DP 1V als Biotin-markierte Lys-pyrrolidide.

» Eine stabile Markierung der DP IV auf CD26-exprimierenden Zellen war nicht méglich.
Die angestrebte Differenzierung DP IV-aktiver und DP IV-inaktiver Zellen mit Hilfe der
oben aufgefuhrten Lys-pyrrolidide war nicht realisierbar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten DP IV-Inhibitoren synthetisiert werden, die eine stabile
Verankerung des Inhibitors im aktiven Zentrum der DP IV gewahrleisten. Ausgehend von
Lys-2-cyano-pyrrolidid sollten entsprechendeBiotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-Lys-2-
cyano-pyrrolidide synthetisiert werden.OdN et al. [1986] beschrieben die Ausbildung eines
kovalenten Enzym-Inhibitor-Addukts zwischen Nitrilkohlenstoff dedN-Acetylphenyl-
alanylglycyl-nitrils und der im aktiven Zentrum von Papain (Cysteinprotease) befindlichen
SH-Gruppe. Eine derartige Interaktion zwischen der Cyanogruppe von Aminoacyl-2-cyano-
pyrrolididen mit der reaktiven OH-Gruppe des Serylrestes des aktiven Zentrums der DP IV
unter Ausbildung eines Imidoesters wurde vonet al. [1995] postuliert und fir die
verbesserten  Inhibierungseigenschaften dieser Verbindungen im Vergleich zu
Aminoacylpyrrolididen verantwortlich gemacht. Dadurch sollte eine stabile Markierung
zellularer DP IV ermdglicht werden.
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3.4.4.2 Hemmung zellularer DP IV-Aktivitét

Die inhibitorische Wirkung von NBiotin- bzw. 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten Lys-2-
cyano-pyrrolididen auf die DP IV-Aktivitat wurde an DP IV-reichen U-937-Zellen anhand der
Hemmung der DP IV-katalysierten Hydrolyse von Gly-Pro-pNA untersucht.
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Abb. 37 Darstellung deidnhibierung der DP [V-Aktivitat intakter U-937-Zellen(m) und des Zellysatg A)
DP IV-reicher U-937-Zellen
A: Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl-2-cyano-pyrrolidid; Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen® ellen/ml, [Gly-Pro-pNA] = 1.6810° M,
Inkubation 60 min, 37°C; Absorption: 390 nm)

Die Hemmung der enzymatischen Aktivitat intakter Zellen ist dabei deutlich geringer als die
Hemmung der DP IV-Aktivitat im Zellysat (Abb. 37). So wird mit eine M Lésung von
Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid und Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid die
zellulare DP IV-Aktivitat intakter Zellen um 28% und 16% inhibiert. Im Zellysat betragt die
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Hemmung der DP IV-Aktivitdt durch beide Inhibitoren dagegen 100%. Das Biotin-markierte
Derivat stellt an intakten Zellen den besseren Inhibitor dar. Hier kdnnte eine verbesserte
sterische Zugéanglichkeit des aktiven Zentrums der DP IV fur das kleinere Biotinmolekul im
Vergleich zum gréRReren 4(5)-Carboxyfluoresceinmolekil diskutiert werden. Ebenso kann im
Zellysat, in dem die zellularen Strukturen fragmentiert vorliegen, das aktive Zentrum der
DP IV besser sterisch zuganglich sein, woraus die starkere Inhibierung der enzymatischen
Aktivitat im Vergleich zur Inhibierung an intakten Zellen resultieren kénnte.

3.4.4.3 Anwendung RBiotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein markierter Lys-2-
cyano-pyrrolidide zur Differenzierung DP 1V-exprimierender Zellen

Zur Untersuchung der Eignung®Biotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierter Lys-2-
cyano-pyrrolidide fur die Differenzierung unterschiedlich DP IV-exprimierender Zellen,
wurden separierte MNZ simultan mit einem PerCP-markierten anti-CD26-Antikérper und den
markierten Lys-2-cyano-pyrrolididen inkubiert. In Analogie zu den beschriebenen
Rhodaminsubstraten konnte auch im Falle der Inhibitormarkierung der Zellen die fur die
Antikoérperfarbung detektierte Differenzierung der Lymphozyten in eine CD26-positive und
eine CD26-negative Zellpopulation nicht bestétigt werden. Alle Zellen wiesen eine durch die
Bindung des Inhibitors verursachte identische Fluoreszenz auf (nicht gezeigt). Daneben
konnte gezeigt werden, dal3 DP IV-negative Jurkat-Zellen ebenfalls eine starke zellulare
Fluoreszenz nach Inkubation mit den markierten Lys-2-cyano-pyrrolididen aufweisen. Es
mul3 allerdings bertcksichtigt werden, dafd diese Zellen maxdrdT et al. [1996a] DP 1\f3
exprimieren.

Die gemessene mdoglicherweise unspezifische Fluoreszenz erwies sich als sehr stabil und
konnte weder durch Waschschritte der Zellen mittels PBS unterschiedlichen pH-Wertes (6.5-
7.5) noch mittels Harnstofflosungen variierender Konzentrationen (bis max. 0.1 M) verringert
werden.

Eine Ursache fir diese zellulare Fluoreszenz kénnte in der Wechselwirkung der Cyanogruppe
mit thiolhaltigen Proteinen zu suchen sein. So werden als SH-spezifische Reagenzien auch
Cyanoverbindungen eingesetzt. Die unter diesen Umstanden ausgebildete kovalente Bindung
sollte tatsachlich stabil genug sein, um eine wie in unserem Fall beschriebene stabile zellulare
Fluoreszenz zu gewabhrleisten.

Wenn die Inhibitoren eine kovalente Bindung zu SH-Gruppen thiolhaltiger Proteine eingehen,
konnte einerseits die daraus resultierende effektive Inhibitorkonzentration, die fir eine
Enzyminhibierung zur Verfligung steht derartig verringert werden, dal3 eine vollstandige
Enzymhemmung nicht moglich ist. Diese sollte dann allerdings bei hoéheren
Inhibitorkonzentrationen erreicht werden. Die von uns untersuchten Inhibitoren hemmen die
zellulare DP 1V jedoch auch bei hohen Konzentrationen nur in geringem Maf3e. Trotzdem
wurde der Versuch unternommen, durch Abséttigung der Zelloberflachen-SH-Gruppen eine
Verbesserung der Hemmung zellularer DP IV durch markierte Lys-2-cyano-pyrrolidide zu
erreichen. Zu diesem Zweck wurden Rinderserumalbumin, zum Abséattigen unspezifischer
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Bindungsstellen, sowie Ala-Ala-Pro-Val-Chlormethylketon und Malodinitril als SH-
spezifische Reagenzien mit DP IV-reichen U-937-Zellen inkubiert und die zellulare
Enzymaktivitat in Abhangigkeit der Konzentration der Reagenzien untersucht. Wenn eine
Absattigung von Zelloberflaichen-SH-Gruppen mdglich ist, sollte mit steigender
Konzentration der genannten Agenzien eine Zunahme der Inhibierung der zellularen DP V-
Aktivitat moglich sein. Fir alle verwendeten Reagenzien konnte jedoch innerhalb eines
Konzentrationsbereiches von zwei GroRenordnungen keine verbesserte Hemmung zellularer
DP IV-Aktivitat festgestellt werden (Abb. 38). Dartber hinaus wurde die durch die
Inhibitoren verursachte zellulare Fluoreszenz nach Inkubation der Zellen mit den Reagenzien
in keiner Weise beeinfluf3t.
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Abb. 38 Beeinflussung der Hemmung der DP [V-Aktivitat intakter U-937-Zellen (durch Lys-(biotinyl)-2-
cyano-pyrrolidid ~ (10°M)  durch  Malodinitril,  Ala-Ala-Pro-Val-Chlormethylketon  und
Rinderserumalbumin
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen® 1Rellen/ml, Inkubation 30 min, 37°C,
[Gly-Pro-pNA] = 10* M, Absorption: 390 nm)

Diese Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, daf3 die Interaktionen der markierten Lys-2-cyano-
pyrrolidide mit auf der Zelloberflache lokalisierten Strukturen moglicherweise nicht
ausschliel3lich auf die Ausbildung kovalenter Bindungen mit SH-Gruppen sondern auch auf
nichtkovalente Wechselwirkungen zurtickzuftihren sind.

Dartiber hinaus muld auch hier die bereits angesprochene Expression anderer Proteine mit
DP IV-Aktivitat, inbesondere bei Nutzung mononukleérer Zellen, berticksichtigt werden .
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4 Zusammenfassung

Die biologische Bedeutung der Serinprotease Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV, CD26,
EC 3.4.14.5), die von einer Vielzahl epithelialer Zellen und von aktivierten Immunzellen
exprimiert wird, ist bislang noch weitgehend ungeklart. Andererseits zeigen zahlreiche
Literaturbefunde, dal3 das Protein in Signaltransduktionsprozesse innerhalb von T-Zell-
Aktivierungs- und Proliferationsprozessen involviert ist. Dartiber hinaus wird der DP IV eine
Rolle als Tumormarker und eine funktionelle Bedeutung bei Autoimmunerkrankungen
zugewiesen. Die Relevanz der enzymatischen Aktivitat der DP IV fur viele dieser Prozesse ist
unumestritten. Neben einer Bestimmung der zellularen DP IV-Expression ist daher ein
hochsensitiver Nachweis zellularer DP IV-Aktivitat von zentraler Bedeutung.

Das Ziel dieser Arbeit war es auf der Basis des stark fluoreszierenden Rhodamin 110, DP IV-
Substrate zu synthetisieren und zu optimieren, die eine sensitive Quantifizierung zellularer
DP IV-Aktivitat mittels Durchfluzytometrie bzw. Fluoreszenzmikroskopie erméglichen
sollten. Daneben war die Synthese fluorogener DP IV-Inhibitoren zur Lokalisation zellularer
DP IV vorgesehen.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierterf-Bibtin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-
markierten Lys-2-cyano-pyrrolidide erwiesen sich als potente kompetitive Inhibitoren
isolierter DP IV mit K-Werten von 6.40° M und 5.810° M.

Auf zellularer Ebene wurde im Vergleich zu den entsprechenden fluorogenen Lys-
pyrrolididen (Hemmung der DP IV-katalysierten Hydrolyse von Gly-Pro-pNA zwischen 70%
und 80%, [I] = 1d M) jedoch nur eine geringe Hemmung der DP IV-Aktivitat von 16% und
28% ([1] = 10* M) nachgewiesen. Eine Differenzierung unterschiedlich CD26-exprimierender
Zellen war nicht méglich.

Auf der Substratebene wurden zundchst Verbindungen der Struktur (XadRPi@) mit

Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser, Lys, Cha und Phe zur Bestimmung isolierter und
zellassoziierter DP IV-Aktivitat synthetisiert. Der Nachweis der Substrathydrolyse basiert
dabei auf der durch DP IV katalysierten Abspaltung des entsprechenden Dipeptides Xaa-Pro,
wobei das farblose, nichtfluoreszierende (Xaa-PRi)10 zunachst in das fluoreszierende
monosubstituierte Xaa-Pro-R110-Derivat und nach dessen enzymkatalysierter Hydrolyse in
das 10fach starker fluoreszierende freie R110 tberfuhrt wird.

Die (Xaa-Pro}R110-Verbindungen erwiesen sich mit Ausnahme des (Phe-Rid) als

gute Substrate isolierter DP 1V aus Schweineniere giKk-Werten zwischen 1.780° und
4.3010° M1St. Diese Werte sind durchaus mit den kinetischen Konstanten der vorwiegend
eingesetzten Dipeptid-p-Nitroanilide als Substrate isolierter DP IV vergleichbar. Fir
(Phe-Pro}R110, das von DP IV weder gebunden noch hydrolysiert wird, konnte nach
Molekuldynamiksimulationen eine Konformation wahrscheinlich gemacht werden, bei der die
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sandwichartige Uberlappung der aromatischen Ringsysteme beider Phe-Reste die Erkennung
des Substrates durch DP IV nicht mehr gewahrleistet.

Die um einen Faktor 50 schlechteren kinetischen Konstanten der Hydrolyse der
(Xaa-Pro)-R110-Verbindungen durch rekombinante humane DP IV sind sicherlich auf
artspezifische Enzymvariationen zurtickzufiihren.

Auch auf zellularer Ebene sind die Verbindungen (Xaa-FR&)L0 mit Xaa = Gly, Ala, Abu,

Leu, Ser und Cha fur einen sensitiven Nachweis zellularer DP IV-Aktivitat geeignet. Die
Substrate werden bei einer 400fach héheren Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse dieser
Verbindungen im Vergleich zur Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von Xaa-Pro-p-
nitroaniliden DP IV-spezifisch hydrolysiert. Ein wesentlicher Nachteil dieser Substrate
besteht jedoch in dem sehr schnellen Abdiffundieren der stark fluoreszierenden
Hydrolyseprodukte R110 bzw. Xaa-Pro-R110 von den Zellen in das umgebende Medium und
in Nachbarzellen. Daher war eine zellulare Enzymaktivitatsbestimmung mittels
DurchfluBzytometrie oder Fluoreszenzmikroskopie nicht méglich.

Zur Umgehung dieser Schwierigkeiten wurde eine Optimierung der Rhodaminsubstrate
vorgenommen. Dies flhrte zu Verbindungen der Struktur Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly
und Ala und Y = SH-reaktive funktionelle Gruppe variierender Reaktivitat und Spacerlange.
Die auf diese Weise erhaltenen bifunktionellen Verbindungen verfligen einerseits tber die flr
DP IV spezifische Substratstruktur Xaa-Pro- und andererseits Uber eine funktionelle Gruppe,
die kovalente Bindungen mit Nukleophilen eingehen kann. Die am R110 gebundenen Anker
Y gewabhrleisten dabei eine kovalente Verankerung der Substrate Xaa-Pro-R110-Y oder der
Spaltprodukte R110-Y auf der Zelloberflache. Die als Reste Y vorzugsweise eingesetzten
Halogenalkylcarbonyl-, Maleinimidoalkylcarbonyl- oder Halogenalkylarylcarbonyl-Reste
sollten mit SH- und NEGruppen von Proteinen auf der Zelloberflache reagieren.

Die enzymkatalysierte Hydrolyse der Verbindungen fihrt zur Abspaltung des Xaa-Pro-
Dipeptides unter Freisetzung von R110-Y, das weder ein Substrat noch einen Inhibitor der
DP IV darstellt.

Die enzymkinetische Charakterisierung der Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y durch
isolierte DP IV aus Schweineniere zeigte, dal} auch diese Verbindungeg/iit-Werten
zwischen 1.140° und 3.3%10° M™*S* gute Substrate der DP IV sind. Mit zunehmender
Hydrophobizitat des Restes Y wird eine erhohte Affinitdt der Substrate zum aktiven Zentrum
der DP IV beobachtet.

Die Rhodamin-Anker-Substrate eignen sich fir die Bestimmung von DP IV-Aktivitat auf
zellularer Ebene. Der Vorteil der Xaa-Pro-R110-Y-Verbindungen besteht in der stabilen
Verankerung des fluoreszierenden Hydrolyseproduktes R110-Y an der Zelle, wodurch diese
Substrate zur Bestimmung der DP IV-Aktivitat auf Einzelzellniveau mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie geeignet sind. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, daf3 Uber den
Anker Y an der Zelle gebundenes Substrat Xaa-Pro-R110-Y, in Abhangigkeit der Lange des
Spacers, sowohl von DP IV benachbarter Zellen als auch von dem Ansatz zugesetzter
isolierter DP IV hydrolysiert werden kann. Dieser Befund wirkt sich insbesondere dann
einschrdnkend aus, wenn eine Differenzierung der DP IV-Aktivitdten innerhalb eines
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Gemisches unterschiedlich DP IV-exprimierender Zellen vorgenommen werden soll. Dagegen
konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Verringerung der Zelldichte eine
Differenzierung unterschiedlich DP IV-exprimierender Zellen erreicht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Rhodamin 110-Substrate fur die DP IV stellen
eine Alternative zu den bisher eingesetzten Xaa-Pro-p-nitroaniliden bzw. -4-methylcumarinen
dar. Neben der deutlich sensitiveren Nachweisempfindlichkeit der R110-Fluoreszenz sind
diese Substrate aufgrund der Anregungswellenlange des R110 im sichtbaren Bereich des
Lichtes pradestiniert fir eine durchfluRzytometrische Anwendung. Eine ebenso wichtige
Voraussetzung fur den Einsatz dieser Verbindungen in der Klinisch relevanten
DurchfluBzytometrie ist eine stabile Verankerung des durch die Enzymkatalyse freigesetzten
Fluorophors an der Zelle. Hier liegt der entscheidende Vorteil der Xaa-Pro-R110-Y-
Verbindungen, bei denen Uber eine thiolreaktive Ankergruppierung Y eine kovalente und
stabile Fixierung des Substrates oder des Hydrolyseproduktes an der Zelle gewéhrleistet ist.
Dadurch ist eine Bestimmung der Proteaseaktivitat auf Einzelzellniveau mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie mdglich. Unter diesem Gesichtspunkt kommt spezifischen DP IV-
Substraten der Struktur Xaa-Pro-R110-Y eine besondere Bedeutung zu.
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5 Experimenteller Teill
5.1 Synthese
5.1.1 Allgemeine Bemerkungen

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop nach BOETIUS (Analytik
Dresden) bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Messung der optischen Aktivitat erfolgte an
einem Polamat A (Carl Zeiss Jena). Die Massenspektren wurden an einem VG-BIOQ-
Massenspektrometer mit Elektrospray Interface (Fisons-Instruments) aufgenommen. In einem
konstanten FluR von 4 pl/min von Acetonitril/Wasser (50:50 viv, 0.5% Ameisensaure)
wurden 2 ul der Probenlésung Uber ein Schleifendosierventil direkt in die Quelle injiziert.

Die *H-NMR-Spektren wurden an einem ARX 500-Spektrometer (Bruker) bei 500.141 MHz
und an einem VARIAN UNITY 500-Spektrometer bei 499.884 MHz aufgenommen. Die
Spektrenaufnahme erfolgte bei 303 K. Afel-chemischen Verschiebungen wurden auf
restliches DMSO-¢gl bei 2.50 ppm referenziert. Die Zuordnung der Signale erfolgte durch
kombinierte Analyse von zweidimensionalen H,H-COSY-, TOCSY- und ROESY-Spektren.
Die Verhéltnisse derigtransisomeren wurden tber die Integrale gut aufgeldster Signale der
'H-Spektren bestimmt.

Die Reinheit der synthetisierten Verbindungen wurde mittels Dunnschichtchromatographie
(Merck, Kieselgel 60 ) in folgenden DC-Systemen Uberpruft:

A Chloroform/Methanol/Eisessig 180:20:1

B Benzen/Aceton/Eisessig 50:20:1

C Essigsaureethylester/Pyridin/Eisessig/Wasser 90:15:4.5:2.3
D n-Butanol/Essigsaureethylester/Ameisensaure/Wasser 1:1:1:1
E sek. Butanol/Ameisensaure/Wasser 15:4:3

F n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 15:10:3:12

Die Detektion der Verbindungen erfolgte bei 254 nm und 366 nm sowie durch Anfarbung mit
Ninhydrin und Kaliumjodid/Starke. Die Reinigung der N-geschitzten Verbindungen wurde
mittels MPLC (Buchi, Kieselgel 60, Korngréf3e 0.015-0.040 nm) durchgefuhrt. Zur Reinigung
bzw. Reinheitskontrolle der N-ungeschitzten Verbindungen wurde die HPLC (Merck,
Knauer) eingesetzt. Als HPLC-Laufmittel wurde ein Gemisch aus 0.1%iger Trifluoressigsaure
(TFA, analytisch, B) oder Wasser (praparativ, B) und 70%igem Acetonitril in 0.09%iger TFA
(A) verwendet. Die Trennungen wurden an Fertigsaulen LiChroCARZB-4 (LiChrosphét

100, RP18, 5 pm, 128 mm, Merck, analytisch) und Hibar (LiChros8rbRP18, 7 pm,
25025 mm, Merck, praparativ) durchgefihrt.

Alle Chemikalien entstammen kommerziellen Quellen und wurden ohne weitere Reinigung
verwendet. Losungsmittel wurden generell analysenrein eingesetzt.
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5.1.2 Allgemeine Synthesevorschriften

Mischanhydridmethode (Methode A)

1.1 mmol der N-geschitzten Aminosaure werden in 2 ml Dimethylformamid (DMF) gelost.
Unter Ruhren werden bei -15°C nacheinander jeweils 1.1 mmol Chlorameisensaure-
isobutylester (CAIBE) und N-Ethylmorpholin (NEM) zugegeben. Die Suspension wird
15 min bei -15°C gerthrt und anschlieBend mit 0.5 mmol der Aminokomponente (und
weiteren 0.5 mmol NEM, wenn die Aminokomponente als Salz vorliegt) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wird 1 h bei -15°C sowie weitere 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Aufarbeitung erfolgt durch Eingiel3en des Reaktionsansatzes in 60 ml Eiswasser. Die wassrige
Losung wird dreimal mit insgesamt 100 ml Essigsaureethylester (EE) ausgeschittelt. Die
vereinigten EE-Phasen werden mehrfach mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber
NaSO, getrocknet und das Lésungsmittel wird im Vakuum abdestilliert.

Carbodiimidmethode (Methode B)

1 mmol der Boc-geschitzten Aminoséaure wird in 2 ml DMF geldst. Die Suspension wird auf
4°C abgekdhlt und anschlieBend unter Rihren mit 1 mmol 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)-carbodiimi@ydrochlorid (EDC) versetzt. Danach wird 1 mmol der
Aminokomponente (sowie 1 mmol NEM, wenn die Aminokomponente als Salz vorliegt)
zugegeben und der Reaktionsansatz 1 h bei 4°C und weitere 6 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Aufarbeitung erfolgt durch EingieRen des Reaktionsansatzes in 60 ml Eiswasser. Die
wassrige Losung wird dreimal mit insgesamt 100 ml EE ausgeschuttelt. Die vereinigten EE-
Phasen werden mehrfach mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, (35€, hatrocknet

und das Lésungsmittel wird im Vakuum abdestilliert.

Saurechloridmethode (Methode C)

1 mmol Boc-Gly-Pro-R110 wird in 2 ml DMF geldst und in der Kalte (4°C) und unter Ruhren
mit 1 mmol der als Saurechlorid vorliegenden Carboxykomponente sowie 1 mmol
Triethylamin (TEA) versetzt. Der Ansatz wird 1 h bei 4°C und anschlieBend 1h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Aufarbeitung erfolgt durch Eingiel3en des Reaktionsansatzes in
60 ml Eiswasser. Die wassrige Losung wird dreimal mit insgesamt 100 ml EE ausgeschuittelt.
Die vereinigten EE-Phasen werden mehrfach mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber
NaSO, getrocknet und das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt.

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe (Methode D1)

1 mmol der Boc-geschiitzten Verbindung wird in 1 ml Eisessig gelost und mit HCI in Eisessig
(2.1 mol HCI pro mmol Verbindung) versetzt. Der Ansatz wird 20 bis 30 min bei
Raumtemperatur stehengelassen. AnschlieBend wird das Produkt mit Diethylether in der Kalte
ausgefallt, filtriert, mit kaltem Diethylether gewaschen und im Vakuum Uber Phosphor(V)-
oxid getrocknet.
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Abspaltung der Boc-Schutzgruppe (Methode D2)

1 mmol der Boc-geschiitzten Verbindung wird in 1 ml Dichlormethan gelést und mit 0.1 ml
TFA versetzt. Der Reaktionsansatz wird 3 h bei Raumtemperatur stehengelassen und das
Produkt mit Diethylether in der Kalte ausgefallt. Das ausgefallte Produkt wird filtriert, mit
kaltem Diethylether gewaschen und im Vakuum Uber Phosphor(V)-oxid getrocknet.

Acetylierung (Methode E)

1 mmol Boc-Gly-Pro-R110 wird in 0.5 ml Pyridin gelést und mit 0.1 ml Acetanhydrid
versetzt. Nach 24stiindigem Stehen bei Raumtemperatur wird das Lésungsmittel abdestilliert.
Der Riuckstand wird in Toluol gelést und das Losungsmittel wird erneut abdestilliert. Das
Produkt wird anschlieend mit Diethylether ausgefallt, filtriert, mit kaltem Diethylether
gewaschen und im Vakuum tber Phosphor(V)-oxid getrocknet.

5.1.3 Synthese der Rhodamin 110-Derivate
5.1.3.1 Synthese der N,N'-bis-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110-Verbindungen

N,N*-bis-(Prolin)-rhodamin 110
N,N‘-bis-(Boc-prolin)-rhodamin 110

Die Synthese erfolgte durch Kupplung von Boc-Pro-OH mit R110-HCI Mathode A. Die
Reinigung wurde mittels MPLC durch isokratische Elution des Produktes durchgeftihrt.

Ausbeute: 35.6% Jg~amorph
Summenformel: ¢pH4409N4 MG: 724.31 g/mol  MS: 725 [M+H]
DC: 0.68/A, 0.40/B MPLC: EE/PEth = 9:1

N,N*-bis-(Prolin)-rhodamin 110

Die Verbindung wurde durch acidolytische Deblockierung von (BocRd10 nach
Methode D1erhalten. Die Reinigung erfolgte mit Hilfe der praparativen HPLC durch Elution
mit aufsteigendem Acetonitril-Gradienten (A). Von den gesammelten Fraktionen wurde das
organische Losungsmittel abdestilliert. Die Substanz, die in der wassrigen Phase vorlag,
wurde auf RP8-Minisaulen aufgetragen, mit Wasser neutral gewaschen und mit Methanol
eluiert. Das organische Losungsmittel wurde abdestilliert und der Rickstand in 5 ml Wasser
aufgenommen und lyophilisiert.

Das Produkt ist farblos und chromatographisch einheitlich.

Ausbeute: 98.8% JF156-159°C
[a]p?% -10.39° (c = 0.77, Wasser)
Summenformel: ggH>s05N4 MG: 524.21 g/mol  MS: 525 [M+H]

DC: 0.41/D, 0.45/F HPLC: 28 min (0-100% A/60 min)
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N,N*-bis-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110

N‘-bis-(Boc-aminoacyl-prolin)-rhodamin 110

Die Synthese erfolgte durch Verknupfung von Boc-Xaa-OH (Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser,
Lys) mit (HCIPro)-R110 nach Methode A. Die Reinigung der erhaltenen
(Boc-Xaa-Pro}R110-Verbindungen erfolgte mit Hilfe der MPLC durch isokratische Elution
mittels EE/PEth- oder Ci€l,/MeOH-Gemische. Die analytischen Daten der Verbindungen
sind in Tab. 14 zusammengefal3t.

Tab. 14 Boc-geschitzte bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen

Verbindung Ausbeute [%] MS [M+H] * |DC MPLC

Summenformel |MG [g/mol] |Rf/System |Laufm.-
Gemisch

(Boc-Gly-Pro}-R110 49.8 839 0.35/C EE
C44Hs50011N6 838.35

(Boc-Ala-Pro)-R110 45.7 867 0.49/C EE
Cu6H54011N6 866.39

(Boc-Abu-Pro)-R110 79.3 895 0.56/C EE/PEth = 19:1
C48Hs5011N6 894.42

(Boc-Leu-Pro)-R110 41.8 951 0.75/A EE/PEth = 8:2
Cs,Hss011N6 950.48 0.48/B

(Boc-Ser-ProyR110 79.0 899 0.57/A CH,Cl,/MeOH
Cu6H54013N6 898.37 0.08/B =9.1:0.9

(Boc-Lys(Boc)-Pro}R110 | 43.9 1182 0.73/A EE
Ce2Hg4015Ns 1180.61 0.35/B

N,N‘-bis-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110

Die  Verbindungen wurden durch acidolytische Schutzgruppenabspaltung der
(Boc-Xaa-Pro}R110-Verbindungen nachMethode D1 erhalten. Die Reinigung der
(HCIXXaa-Pro)-R110-Verbindungen mit Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser und Lys erfolgte mit
Hilfe der praparativen HPLC durch Elution mit aufsteigendem Acetonitrilgradienten (A). Von
den gesammelten Fraktionen wurde das organische Lésungsmittel abdestilliert. Die Substanz,
die in der wassrigen Phase vorlag, wurde auf RP8-Minisaulen aufgetragen, mit Wasser neutral
gewaschen und mit Methanol eluiert. Das organische Lésungsmittel wurde abdestilliert und
der Rickstand in 5 ml Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Die Reinheitskontrolle erfolgte mittels analytischer HPLC. Die Retentionszeiten und
Laufmittelzusammensetzungen (analytische HPLC) sind in Tab. 1 wiedergegeben. Die
Verbindungen sind farblos und chromatographisch einheitlich.

(HCIICha-Pro)}-R110 und (TFAPhe-Pro}R110 wurden von Dr. J. Faust, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, zur Verfugung gestellt.

Die *H-chemischen Verschiebungen der Verbindungen, sowieislteansVerhaltnisse der
Xaa-Pro-Bindung sind in Tab. A5.1 im Anhang aufgefihrt.
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5.1.3.2

N-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110
N-(Boc-aminoacyl-prolin)-rhodamin 110

Die Verbindungen wurden nadfiethode B aus Boc-Xaa-Pro-OH (Xaa = Gly, Ala) und
R110-HCI synthetisiert. Die resultierenden Boc-Xaa-Pro-R110-Verbindungen (Tab. 15)

Synthese der N-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110-Verbindungen

wurden mittels MPLC durch isokratische Elution mit EE gereinigt.

Tab. 15 Boc-geschitzte Dipeptidamido-rhodamin 110-Verbindungen

Verbindung Ausbeute [%] MS [M+H] * DC
Summenformel |MG [g/mol] Rf/System

Boc-Gly-Pro-R110 28.3 585 0.47/A
Cs2H3207/N4 584.23 0.15/B

Boc-Ala-Pro-R110 28.7 599 0.54/A
Cs3H3407N4 598.24 0.21/B

N-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110

Die Verbindungen (Tab. 2) wurden nach Deblockierung von Boc-Xaa-Pro-R110 (Xaa = Gly,
Ala) nachMethode D1 erhalten. Die Substanzen sind stark orange gefarbt und liegen in
einem Verhdltnis von 1:1 als Diastereoisomere (bezuglichl€ Asymmetriezentrum) vor.

Die cis- und transIsomeren liegen demnach sowohl in einer S- als auch in einer R-
Konfiguration vor [MRESTANFKLAUS et al., 1996]. Phe-Pro-R1E0C|I wurde von Dr. J.
Faust, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, zur Verfligung gestelit.

5.1.3.3 Synthese der Gly-Pro-R110-Y-Verbindungen

N-(Chlormethylbenzoyl)-N*-(glycyl-prolin)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y¢)
N-(Boc-glycyl-prolin)-N‘-(chlormethylbenzoyl)-rhodamin 110 (Boc-Gly-Pro-R11§-Y

Die Synthese erfolgte durch Umsetzung von Boc-Gly-Pro-R110 mit p-Chlormethyl-
benzoesaurechlorid entsprechéethode C. Das Saurechlorid wurde durch Umsetzung von

1 Aquivalent Chlormethylbenzoesaure mit 1.5 Aquivalenten Thionylchlorid nach 3stiindigem
Kochen unter Ruckflu® und anschlieBender Vakuumdestillation erhalten. Die Reinigung von
Boc-Gly-Pro-R110-¥ erfolgte mit Hilfe der MPLC durch isokratische Elution der Substanz
mit EE.

Ausbeute: 18.6%
Summenformel: gH37;0sN4Cl
DC: 0.22/B

Jg~amorph

MG: 736.23 g/mol MS: 737 [M+H]
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N-(Chlormethylbenzoyl)-N‘-(glycyl-prolin)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R11@}Y

Die Verbindung wurde nach Boc-Abspaltung aus Boc-Gly-Pro-R1dl@athMethode D2
erhalten. Nach HPLC-Reinigung ist die Substanz farblos und chromatographisch einheitlich.

Ausbeute: 69.3% Jg~amorph

[a]p?% -60.11° (c = 0.61, Methanol)

Summenformel: gzH290sN4Cl MG : 636.18 g/mol MS: 637 [M+H]
DC: 0.49/D, 0.53/E, 0.61/F HPLC: 40 min (0-100% A/60 min)

N-(Glycyl-prolin)-N‘-(halogenalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y, Y =Y,
Ys, Ya und Y5)

N-(Boc-glycyl-prolin)-N‘-(halogenalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Boc-Gly-Pro-R110-Y,
Y = Yz, Y3, Yé und Y5)

Alle N-(Boc-glycyl-prolin)-N*-(halogenalkylcarbonyl)-rhodamin 110-Verbindungen (Boc-
Gly-Pro-R110-Y, Y =% bis Ys) wurden durch Kupplung von Boc-Gly-Pro-R110 mit dem
jeweiligen Halogencarbonséaurechlorid (2-Chloressigsaurechlorid/CHXChlorbuttersaure-
chlorid/Cl-Y3;, 5-Chlorvaleriansaurechlorid/ClzY 5-Bromvaleriansaurechlorid/BrsY nach
Methode C synthetisiert.

Die Reinigung der Verbindungen erfolgte tber MPLC. Alle Verbindungen sind farblos. Die
analytischen Daten sind in Tab. 16 zusammengefal3t.

N-(Glycyl-prolin)-N'-(halogenalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y, Y 5 Y3,
Xé und Yg,)

Die Boc-Schutzgruppe der in Tab. 16 aufgefiihrten Verbindungen Boc-Gly-Pro-R110-Y
(Y =Y, bis Ys) wurde acidolytisch naciMethode D2 abgespalten. Mit Ausnahme von
Gly-Pro-R110-Y mit Y =¥ und Ys wurden alle Verbindungen durch praparative HPLC
gereinigt. Die Produkte sind farblos. Die analytischen Daten sind in Tab. 4 aufgeflhrt.

N-(Glycyl-prolin)-N‘-(maleinimidoalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y,

Y=Y, und Yg)

N-(Boc-glycyl-prolin)-N‘-(maleinimidoalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Boc-Gly-Pro-R110-Y,
Y =Yz und Yg)

Die N-(Boc-glycyl-prolin)-N‘-(maleinimidoalkylcarbonyl)-rhodamin 110-Verbindungen
(Boc-Gly-Pro-R110-Y, Y =¥ und Yg) wurden durch Kupplung von 4-Maleinimidobutter-
saure/HO-¥ und 6-Maleinimidocapronsaure/HOz Yhit Boc-Gly-Pro-R110 nacMethodeB
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erhalten. Die Reinigung beider Verbindungen erfolgte mittels MPLC. Die Verbindungen sind
farblos. Die analytischen Daten sind in Tab. 16 angegeben.

N-(Glycyl-prolin)-N'-(maleinimidoalkylcarbonyl)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y, Y Y
und Yg)

Die Boc-Schutzgruppe der oben aufgefihrten Verbindungen Boc-Gly-Pro-R110-Y {Y =Y
und Yg) wurde acidolytisch nacMethode D2 abgespalten. Die Produkte sind farblos. Die
analytischen Daten sind in Tab. 4 aufgeftihrt.

Tab. 16 Analytische Daterder Boc-Gly-Pro-R110-Y-Verbindungen (Y =-Ys, Y7 und Y)

Verbindung Ausbeute [%] MS DC
Summenformel, Methode | MG [g/mol] Rf/System
MPLC
Boc-Gly-Pro-R110-¥ 62.6 661 0.59/A
Cs4H3305N,4Cl, Methode C | 660.20 0.18/B
EE
Boc-Gly-Pro-R110-¥ 58.5 689 0.21/B
Cs6H370sN4Cl, Methode C | 688.23 EE
Boc-Gly-Pro-R110-Y 57.9 703 0.62/A
Cs7H3905N4Cl, Methode C | 702.25 0.21/B
EE
Boc-Gly-Pro-R110-¥ 49.2 747 0.22/B
Cs7H390sN4Br, Methode C | 746.20 EE
Boc-Gly-Pro-R110-Y 64.9 750 0.61/A
Ci0H39010Ns, Methode B | 749.27 0.14/B
EE/PEth = 9:1
Boc-Gly-Pro-R110-¥ 43.6 778 0.61/A
C42H43010Ns Methode B | 777.30 0.16/B
EE/PEth = 8:2

N-Acetyl-N'-(glycyl-prolin)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R110-Y;)
N-Acetyl-N‘-(boc-glycyl-prolin)-rhodamin 110 (Boc-Gly-Pro-R110)Y

Die Verbindung wurde ausgehend von der '1.3.2 beschriebenen Verbindung
Boc-Gly-Pro-R110 durch Acetylierung der freien Aminogruppe des R110 mit Acetanhydrid
nachMethode Eerhalten.

Ausbeute: 96.3%

Summenformel: gxH340sN4 MG: 626.24 g/mol MS: 627 [M+H]

DC: 0.43/A
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N-Acetyl-N‘-(glycyl-prolin)-rhodamin 110 (Gly-Pro-R1104Y
Die Verbindung wurde durch acidolytische Boc-Schutzgruppenabspaltung aus
Boc-Gly-Pro-R110-Y nachMethode D1erhalten und mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 60.6% §201-205°C
Summenformel: &H>60sN4 MG: 526.19 g/mol MS: 527 [M+H]
DC: 0.47/D, 0.51/E, 0.53/F HPLC: 38 min (0-70% A/60 min)

Die *H-chemischen Verschiebungen der Xaa-Pro-R110-Y-Verbindungen, sovisytiens
Verhéltnisse der Xaa-Pro-Bindung sind in Tab. A5.2 (Anhang) aufgefihrt.

N-Chlormethylbenzoyl-rhodamin 110 (R110-Y)

Die Synthese erfolgte aus RIHCI und Chlormethylbenzoesaure naktethode B. Die
Reinigung erfolgte mittels MPLC.

Ausbeute: 10.0% Jg~amorph

Summenformel: ¢gH1904N,Cl MG: 482.10 g/mol MS: 483 [M+H]

DC: 0.88/D, 0.81/E, 0.75/F MPLC: EE/PEth = 1:1

5.1.4 Synthese der RNBiotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten

Lys-2-cyano-pyrrolidide

Fmoc-Lys(Boc)-Prolinamid

Die Synthese von Fmoc-Lys(Boc)-Pro-pdrfolgte in Analogie zu iLet al. [1995]. Dazu
wurden 2 mmol Prolinamid in 6.6 ml Tetrahydrofuran (THF) und 3.3 ml DMF geldst. Nach
Zugabe von 2 mmol Fmoc-Lys(Boc)-OH sowie jeweils 2.2 mmol EDC und 1-Hydroxy-
benzotriazol (HOBt) wurde die Suspension 72 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Aufarbeitung des Ansatzes erfolgte durch Abdestillieren des Lésungsmittels und
anschlieBende Resuspension des Riickstandes in Chloroform. Die organische Phase wurde
nacheinander dreimal mit 10%iger Zitronensaure, Wasser, NaCl-gesattigtem Wasser und
nochmals Wasser gewaschen, UbesS@ getrocknet und das Losungsmittel anschlie3end
abdestilliert. Das Produkt ist farblos, amorph und diinnschichtchromatographisch einheitlich.
Ausbeute: quantitativ DC: 0.45/A, 0.15/B, 0.50/C

Summenformel: €H4oOsN4 MG: 564.29 g/mol MS: 565 [M+H]

Fmoc-Lys(Boc)-2-cyano-pyrrolidid

Nach JNGRONG et al. [1995] wurde 1 mmol Fmoc-Lys(Boc)-Pro-Nid 12 ml THF geldst.

Nach Abkuhlen der Suspension auf 5°C wurden Uber einen Zeitraum von 5 min zwei
Aquivalente Trifluoressigsaureanhydrid in vier gleichen Portionen zupipettiert. Der Ansatz
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wurde anschlieBend noch 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Abdestillieren des Lésungsmittels und Resuspension des Ruckstandes in 2 ml Chloroform.
Das Produkt wurde mit Hilfe der MPLC durch isokratische Elution mittelsCGGHMeOH =

9.5:0.5 gereinigt und ist diinnschichtchromatographisch einheitlich.

Ausbeute: 89.3% DC: 0.70/A, 0.49/B, 0.82/C

Summenformel: H3sO5N4 MG: 546.28 g/mol MS: 547 [M+H]

Fmoc-Lys-2-cyano-pyrrolidid

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte acidolytisch Metihode D1 Das Produkt,
das als braunliches Ol anfiel, wurde mit EE/PEth ausgefallt.

Ausbeute: 47.8% DC: 0.62/D, 0.45/E, 0.66/F

Summenformel: gH3003N4 MG: 446.23 g/mol MS: 447 [M+H]

Fmoc-Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid

1 mmol Biotin wurde in Analogie zMethode A mit 1 mmol Fmoc-Lys-2-cyano-pyrrolidid
umgesetzt. Nach MPLC-Reinigung wurde dunnschichtchromatographisch einheitliches
pulverférmiges Produkt erhalten.

Ausbeute: 57.4% DC: 0.19/A, 0.14/C

Summenformel: egH4405NeS MG: 672.31 g/mol MS: 673 [M+H]

MPLC: CHCI,/MeOH = 8.7:1.3

Fmoc-Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid

1 mmol 4(5)-Carboxyfluorescein wurde in AnalogieMathode A mit 1 mmol Fmoc-Lys-2-
cyano-pyrrolidid umgesetzt. Nach MPLC-Reinigung wurde dinnschichtchromatographisch
einheitliches pulverférmiges Produkt erhalten.

Ausbeute: 51.6% DC: 0.20/A, 0.15/B, 0.52/C

Summenformel: ¢zH4009N4 MG: 804.28 g/mol MS: 805 [M+H]

MPLC: CHCI,/MeOH = 8.7:1.3

Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid / Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid

0.1 mmol der Fmoc-geschitzten Verbindung wurde in 1 ml Morpholin gelést und 30 min bei
Raumtemperatur geruhrt. Die Aufarbeitung des Ansatzes erfolgte durch Abdestillieren des
Morpholins unter Vakuum. Der Rickstand wurde in Diethylether gelést und das
Losungsmittel wurde abdestilliert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Das Produkt
wurde aus MeOH/Diethylether ausgefallt.

Die analytischen Daten der Verbindungen Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid und
Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid sind in Tab. 5 aufgeftihrt.



5 Experimenteller Teil Seite90

5.2 Enzymkinetische Methoden
5.2.1 Allgemeine Bemerkungen

Alle spektrophotometrischen Messungen wurden an einem UV/VIS-Spektrometer DU 650
(Beckmann) durchgefihrt. Fir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen wurde ein
Lumineszenzspektrometer LS50B (Perkin Elmer) eingesetzt.

Fur alle Enzymansatze wurde ein 0.04 M Tris-Puffer, dessen lonenstarke mit KCI auf
0.125 und dessen pH-Wert mit HCI auf 7.6 eingestellt wurde, verwendet. Die kinetischen
Konstanten der Substrathydrolyse wurden aus Doppelbestimmungen von mindestens zwei
unabhangigen Melreihen ermittelt. Dig-Werte der untersuchten Inhibitoren gehen auf
Dreifachbestimmungen zuriick. Alle weiteren MelRwerte wurden durch mindestens einmalige
Versuchswiederholung abgesichert.

Die Auswertung der MeR3daten erfolgte mittels kommerziell erhéltlicher Software (Microcal
Origin 4.10, Ez-fit). Die kinetischen Konstanten der Substrathydrolyse wurden aus dem Fit
der EinzelmefRRwerte ermittelt und sind mit dem Standardfehler angegeben.

5.2.2 Bestimmung der aktiven Zentren der DP IV

Die Bestimmung der aktiven Zentren der DP IV aus Schweineniere, humaner Niere sowie
rekombinanter humaner DP IV erfolgte mittels des irreversiblen DP IV-Inhibitors
H-Pro-Prd”[OPh-4ClI}, der von Dr. B. Stiebitz, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,

zur Verfugung gestellt wurde.

Identische Konzentrationen isolierter DP IV der entsprechenden Quellen wurden tber Nacht
mit variierenden Konzentrationen des Inhibitors ™ bis 410°M fir DP IV aus
Schweineniere; B0° M bis 510 M fiir humane rekombinante DP IV; 10/ bis 10° M fiir

DP IV aus humaner Niere) in 0.04 M Tris/HCI-Puffer bei einer Temperatur von 30°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Initialgeschwindigkeit der Hydrolyse von Gly-Pro-pNA
(10* M) Uber eine Zeit von 120 s durch Messung der Freisetzung des p-Nitroanilins bei
390 nm bestimmt. Durch Auftragung der Initialgeschwindigkeit gegen die
Inhibitorkonzentration und lineare Regression der Mel3daten konnte die Enzymkonzentration
aus dem Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der x-Achse ermittelt werden.

5.2.3 Bestimmung der kinetischen Konstanten der enzymkatalysierten
Substrathydrolyse durch DP IV

Fur die Bestimmung der kinetischen Konstanten der enzymkatalysierten Substrathydrolyse
der Rhodamin 110-Derivate wurden die Initialgeschwindigkeiten in Abhangigkeit der
Substratkonzentration, die in einem Bereich des 0.05 bis 8-fachend&eK-Konzentration

des zu untersuchenden Substrates variierte, ermittelt. Die eingesetzte Enzymkonzentration
war mindestens zwei Gré3enordnungen geringer und wurde so gewahlt, daf? maximal 5% des
Substrates wahrend der MeRzeit hydrolysiert wurde. FiUr die Untersuchungen der
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enzymatischen Hydrolyse der N,N'-bis-(Aminoacyl-prolin)-rhodamin 110-Verbindungen
wurde die Enzymkonzentration im Ansatz so eingestellt, da nur das entsprechende mono-
(Dipeptidamido)-rhodamin 110 wahrend der Mel3zeit entstand, was einem Substratumsatz von
ca. 2% entsprach.

Der Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 1 ml enthielt 0.04 M Tris/HCI-Puffer
(pH 7.6, 1=0.125). Die Ermittlung der Initialgeschwindigkeiten der Substrathydrolyse
erfolgte Uber einen Zeitraum von 120 s bei einer Temperatur von 30°C und einer Wellenlange
von 494 nm. Die Enzymkonzentration im Ansatz wurde nachiBestng der aktiven
Zentren der DP IV mittels eines irreversiblen Inhibitors ermittgl2.9). Die kinetischen
Konstanten wurden durch Anpassung der als Funktion der Substratkonzentration
aufgetragenen Initialgeschwindigkeit an eine Hyperbole entsprechend einer Michaelis-
Menten-Kinetik nach Gleichung (1) erhalten.

AN
K +[S]
(1)

Im Falle einer SubstratiberschuBhemmung wurden dige Ky und K-Werte durch
nichtlineare Regression der v/S-Wertepaare nach Gleichung (2) bestimmt.

Vmax [ﬂ S]

Kn + %+ [S]E:US]
K,

Die DP IV aus Schweineniere wurde von Dr. J. Rahfeld, Max-Planck-Forschungsstelle
-Enzymologie der Proteinfaltung" der Max-Planck-Gesellschaft e.V., Halle, zur Verfiigung
gestellt. Deren Proteinkonzentration betrug 1.54 mg/ml. Die DP IV aus humaner Niere mit
einer Proteinkonzentration von 0.57 mg/ml und die rekombinante humane DP IV mit einer
Proteinkonzentration von 3.34 mg/ml wurde von Dr. T. Kahne, Institut fir Experimentelle
Innere  Medizin, Otto-von-Guericke-Universitat ~Magdeburg,  bereitgestellt.  Die
Proteinkonzentrationen wurden in Analogie 212.2 aus der Anzahl der aktiven Zentren
ermittelt. Das Molekulargewicht der DP IV wurde mit 115 kDa fur die Berechnungen
zugrunde gelegt.

V=

(2)

5.2.4 Untersuchung der reversiblen kompetitiven Inhibierung der DP IV

Die Untersuchung der reversiblen kompetitiven Inhibierung der Substrathydrolyse erfolgte bei
drei Substratkonzentrationen (Gly-Pro-pNA:@ M, 610°M, 100*M) und vier
Inhibitorkonzentrationen (08 M bis 110° M) durch Messung der Initialgeschwindigkeit

der enzymkatalysierten Freisetzung des p-Nitroanilins bei einer Temperatur von 30°C und
einer Wellenlange von 390 nm. Der Substratumsatz wahrend der MefRzeit (120 s) lag dabei
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unter 5%, bei einer Enzymkonzentration, die mindestens drei GroRenordnungen unter der
Substratkonzentration lag. Die Auswertung der Mel3daten und die BestimmungWert&

erfolgte nach Dixon durch Auftragung der reziproken Initialgeschwindigkeit als Funktion der
Inhibitorkonzentration und lineare Regression der Wertepaare der verschiedenen
Substratkonzentrationen. Die so erhaltenen Geraden schneiden sich im zweiten Quadranten
und definieren den negativernrWert als Lot des Geradenschnittpunktes auf die x-Achse.

5.2.5 Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der Rhodamin 110-Derivate

Die Extinktionskoeffizienten der mono-(Dipeptidamido)-Rhodamin 110-Verbindungen sowie
des R110 (Tab. 17) wurden nach dem Lambert-Beer'schen-GesetedH) bestimmt. Dazu
wurde die Extinktion von drei verschieden konzentrierten Losungen der Ausgangsverbindung
(5010°M, 10°M und Z10°M) ermittelt. Durch Auftragung der Extinktion als Funktion der
Substratkonzentration wurden die Extinktionskoeffizienten bestimmt. Die bis-
(Dipeptidamido)-R110-Verbindungen zeigen keine Absorption bei 494 nm. Far die
monosubstituierten R110-Verbindungen Xaa-Pro-R110 mit Xaa = Abu, Leu, Ser, Lys, Cha
und Phe wurden die Extinktionskoeffizienten nicht ermittelt. Fur die Kkinetischen
Untersuchungen der enzymatischen Spaltung dieser Substrate wurde der Mittelwert der
Extinktionskoeffizienten von Gly-Pro-R110 und Ala-Pro-R110 verwendet.

Zur Untersuchung der Extinktionsdnderung nach enzymatischer Hydrolyse der
bis-(Dipeptidamido)-Rhodamin 110-Verbindungen wurden drei Konzentrationen der
Ausgangsverbindung [B°M, 10°M und Z10°M) enzymatisch gespalten (101 DP IV)

und die Extinktionsdnderungen spektrophotometrisch verfolgt.

Die Extinktionskoeffizienten der Verbindungen der allgemeinen Struktur R110-Y mit Y = Y
bis Y, wurden nach enzymatischer Hydrolyse des jeweiligen Substrates (Gly-Pro-R110-Ymit
Y =Y, bis Ys und Ala-Pro-R110-¥) nach zweimaliger Enzymgabe (®!) und einer
Inkubationszeit von 5 h bei 30°C bestimmt. Der Ansatz enthielt 400 pl Tris/HCI-Puffer
(0.1 M, pH 7.6), bis 500 pl Substrat, 10 ul Enzym der oben genannten Konzentration und
wurde auf 1 ml mit destilliertem Wasser aufgefillt. Dartber hinaus wurden die
Extinktionskoeffizienten einiger R110-Y-Verbindungen nach vollstandiger Hydrolyse der
Pro-R110-Bindung der entsprechenden Gly-Pro-R110-Y-Verbindungen durch 8stindige
Inkubation mit 6 M HCI bei Raumtemperatur ermittelt. Nach Neutralisation mit 6 M NaOH-
L6sung wurde die zu vermessende Konzentration mit Tris/HCI-Puffer (pH 7.6) eingestellt.

Mit Ausnahme von Gly-Pro-R110-Y mit Y =g¥und Y sowie von Ala-Pro-R110-‘wurden

fur die Berechnung der Werte die nach vollstandiger enzymatischer Hydrolyse der
Substrate erhaltenen Extinktionskoeffizienten der R110-Y-Verbindungen zugrunde gelegt.
Fur die Bestimmung derd¢Werte der Hydrolyse der genannten Substrate Gly-Pro-R110-Y
(Ys und Ys) und Ala-Pro-R110-¥ wurden die nach vollstandiger Saurehydrolyse erhaltenen
Extinktionskoeffizienten (R110- und R110-¥) bzw. der Extinktionskoeffizient des
Syntheseproduktes (R11Q;)Werwendet.
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Tab. 17 Extinktionskoeffizienten der Rhodamin 110-Derivate Xaa-Pro-R110 und R110-Y

Verbindung Absorptions- | Extinktions- | Extinktionskoeffizienten
maximum koeffizient |des enzymatischen
[nm] €494nm Hydrolyseprodukts
IMBm?Y | €49anm [M M

Rhodamin 110 494 63 345
Xaa-Pro-R110
Xaa = Gly 467, 494 31 245

Ala 467, 494 30 391

Phe 467, 494 26 471
R110-Y Gly-Pro-R110-Y- R110-Y
Y,i: -COCH 467, 494 24 496 25 495
Y,: -COCHCI 467, 494 - 30 687
Y;3: -CO(CH)sCI 467, 494 - 30 263
Ys: -CO(CH).CI 467, 494 - 29 653
Ys: -CO(CH)4Br 467, 494 - 28 256
Ys: -COGH4CH.CI 467, 494 9 686 -
Y;: -CO(CH)3CsH,O:N 467, 494 - 30 237
Yg: -CO(CH)sCsH,O:N 467, 494 29 204 -

- Ala-Pro-R110-Y- R110-Y

Yg: -CO(CH)sC4O.NCl, 467, 494 32178 -

7 aus Syntheseprodukt ermittélhach Saurehydrolyse ermittelt

5.2.6 Untersuchung des nichtenzymatischen Zerfalls der Rhodamin 110-
Derivate

Die Stabilitat der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen wurde mittels HPLC fur
je drei Konzentrationen (0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml und 0.3 mg/ml) in PBS (pH 7.2) und Tris/HCI-
Puffer (pH 7.6) bei einer Temperatur von 37°C untersucht. Die Halbwertszeit, die durch
Gleichung (3) beschrieben ist, als die Zeit, in der die Halfte der Verbindung zerfallen ist,
konnte nach einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung, durch Auftragung des
Logarithmus der Stoffkonzentration gegen die Zeit, bestimmt werden.

t

in2
k

1/2 —

(3)

Der aus dieser Auftragung durch lineare Regression ermittelte Anstieg geht in die Berechnung
der Zerfallskonstanten k ein.

Die Verbindungen wurden im jeweiligen Losungsmittel gelést und nach Temperierung
kontinuierlich (alle 20 min) in die HPLC injiziert. Die Elution erfolgte isokratisch bei, in
Abhangigkeit der Verbindung, variierenden Laufmittelverhaltnissen A und B. Durch
Integration der Peakflachen wurden die Substanzmengen quantifiziert. Die Gesamtdauer der
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Messung wurde auf 2-3 Halbwertszeiten festgelegt, wenn diese kleiner als 10 Stunden waren.
Halbwertszeiten gréRer als 10 Stunden wurden anhand des Zerfalls der ersten 20
Inkubationsstunden abgeschatzt. Die Halbwertszeiten ausgewahlter R110-Derivate sind unter
3.2.7angegeben.

5.2.7 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten der bis-(Dipeptidamido)-
rhodamine

Die Verteilungskoeffizienten wurden in einem n-Oktanol/Puffer(PBS, pH 7.2)-System nach
2stundiger Inkubation bei 37°C bestimmt. 3 ml der zu untersuchenden Verbindung, die in
einer Konzentration von 0.2 mg/ml in PBS gelést war, sowie 3 ml PBS-gesattigten
n-Oktanols wurden in eine Ampulle eingeschwei3t. Um die Entstehung von
Diffusionsschichten zu verhindern, wurde die Probenhalterung in einer Vibrationsvorrichtung
verankert. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die Substanzkonzentration in der wassrigen
Phase mittels HPLC durch Integration der Peakflachen ermittelt. Der Verteilungskoeffizient P
berechnet sich nach Gleichung (4) als Quotient aus der Stoffkonzentration in der lipophilen
(c(L)) und der hydrophilen (c(H)) Phase. Die Verteilungskoeffizienten ausgewabhlter bis-
(Dipeptidamido)-rhodamine sind untgr2.7angegeben.

b= L)
c(H)

(4)
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5.3 Zellbiologische Methoden
5.3.1 Allgemeine Bemerkungen

Als Zellmaterial wurde die humane myeloische Zellinie U-93UN[&BTROM und NLSSON,

1976] und die humane T-Zellinie Jurkat eingesetzt. CD26 transfizierte CHO-Zellen (Chinese
Hamster Ovarian, [BING et al., 1989]) als auch Wildtyp CHO-Zellen wurden von Dr. M.
Gorrel und Dr. C. Abbott, Centenary Institute, Royal Prince Alfred Hospital, Camperdown,
Sidney, zur Verfigung gestellt.

Alle fir die Messungen verwendeten Verbindungen wurden grundsatzlich &I 10
Stammlésung in DMSO eingesetzt und mit PBS (pH 7.2) so verdinnt, da3 die DMSO-
Konzentration im Ansatz unter 1% lag. Jegliches Zellmaterial wurde in PBS aufgenommen.
Die unmarkierten anti-CD26-Antikérper B10 und A10 wurden von Dr. T. Kdhne, Institut fur
Experimentelle Innere Medizin, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg, zur Verfigung
gestellt. Alle Versuche wurden als Dreifachbestimmungen durchgefihrt und durch
zweimalige Versuchswiederholung abgesichert. Die statistische Auswertung der MelRRdaten
erfolgte mittels kommerziell erhéltlicher Software (Microcal Origin 4.10) unter Angabe der
Standardabweichung.

Als Gerate zur Messung der enzymkatalysiert freigesetzten Fluoreszenz wurden ein
Fluoreszenzplattenleser FLUOROLITE 1000 (Dynatech Laboratories Inc.) sowie die
DurchfluBzytometer COULTER (Epics Profile 1l, Coulter-Immunotech) und Facs Calibur
(Becton Dickinson Immunocytometrische Systeme, BDIS) sowie das Fluoreszenzmikroskop
AXIOVERT 135 TV (Zeiss) eingesetzt.

5.3.2 Methoden zu Zellisolation, Zellaufschluf3 und Zellkultivierung

Zellkulturbedingungen

U-937, Jurkat

Die Zellinien wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS sowi€ M Glutamin bei 37°C
und einer 5%igen CgSattigung kultiviert. Um Kontaminationen vorzubeugen wurde ein
Gemisch aus Penicillin und Streptomycin zugeflugt.

CHO

Die CHO-Wildtyp-Zellen wurden in IDEM-Medium mit 10% FCS kultiviert, die CD26-
transfizierten CHO-Zellen wurden in dem Spezialselektionsmedium G-MEM-S kultiviert.

Zum Ablosen der Zellen wurde der Mediumuberstand entnommen und die Zellen mit 10 ml
PBS steril gewaschen. Nach Entfernen der PBS-Waschlésung wurden 3 ml einer
Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben und die steril verschlossene Flasche unter Schutteln bei
Raumtemperatur oder 37°C inkubiert. Nach vollstandigem Ablosen der Zellen wurde die
Zellsuspension mit der dreifachen Menge Medium versetzt und anschlieBend 5 min bei 550xg
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zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und in einer geeigneten
Verdunnung in Kulturflaschen oder auf Objekttragern steril ausgesat.

Separation mononuklearer Zellen (MNZ)

Durch Dichtegradientenzentrifugation wurden periphere mononukleare Zellen (MNZ) aus
dem Blut gesunder Probanden gewonnen. Dazu wurde Vollblut im Verhaltnis 1:2 mit PBS
(50 IU Heparin/ml enthaltend) verdiinnt. Durch Uberschichten des Dichtegradientenmediums
Fikoll-Paque (d = 1.077 g/chih mit diesem Gemisch in einem Verhéltnis von 2:4 und
anschlieBende Zentrifugation (5&f) 20°C, 30 min) reichern sich Lymphozyten in der
Interphase beider Medien an. Nach Entnahme dieses Interphaseringes und dreimaligem
Waschen (400xg, 20°C, 10 min, PBS) wurden die Zellen in der Neubauer-Kammer gezahilt.

Separation CD26-positiver und CD26-negativer MNZ

510" MNZ wurden mit dem anti-CD26-Antikdrper B10 markiert. AnschlieRend wurden die
Zellen in 400 ul Puffer 2 resuspendiert und mit 100 pl Goat-anti-Maus-Microbeads inkubiert.
Eine MiniIMACS-Saule (Miltenyi Biotec mbH) wurde in einer MiniIMACS-
Separierungseinheit (Magnet) plaziert. Nach Aquilibrierung der Saule mit 3 ml eisgekiihiten
Puffer 2 wurden die Zellen auf die Saule aufgetragen. Die Saule wurde dreimal mit je 3 ml
Puffer 2 gewaschen, wobei die unmarkierten Zellen als CD26-negative Fraktion eluiert
wurden. AnschlieRend wurde die Saule aus der MiniMACS-Separierungseinheit entfernt. Die
markierten Zellen (CD26-positive Zellfraktion) wurden durch Waschen der Saule mit Puffer 2
eluliert.

Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat der Zellen

Die zu zahlenden Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1:1 mit 0.1%igem Trypanblau
gemischt und in der Neubauerkammer (Tiefe: 0.1 mm, 1/408 mmezéahlt.
Membranperforierte Zellen erscheinen unter dem Lichtmikroskop blau gefarbt.

Die Untersuchung der Vitalitat mittels Durchflu3zytometrie erfolgte durch Anfarben der
Zellen mit Propidiumjodid (5 ul/250 000 Zellen, 5 min Inkubation bei Raumtemperatur).
Nach Anregung bei 488 nm zeigen Zellen deren Membran nicht intakt ist eine rote
Fluoreszenz im DurchfluRzytometer.

Zellaufschluf3
Intakte Zellen wurden in 1 ml PBS resuspendiert und unter Eiskihlung ca. 5 min mit
Ultraschall behandelt.
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5.3.3 Spektralphotometrische Bestimmung zellularer DP IV-Aktivitat

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der DP IV wurde mit Hilfe des Substrates
Gly-Pro-pNA durchgefuhrt. Die DP IV katalysiert die Hydrolyse dieser Verbindung in das
Dipeptid Glycyl-Prolin und p-Nitroanilin, dessen Konzentration sich durch die
Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 390 nm bestimmere [ERH1600 MGm™).

Fur die Bestimmung der DP IV-Aktivitat auf Zellen (U-937), im Lysat (U-937) und des
isolierten rekombinanten humanen Enzyms wurde eine Zweipunktmessung durchgefihrt.
Dazu wurden jeweils 100 pl der DP IV-enthaltenden Suspension (intakte Zellen, Lysat oder
isolierte DPIV) mit 100 pl einer 3.3 mM Gly-Pro-pNA-L6sung gemischt. Die
Substratkonzentration im Messansatz betrug damitTio8#1. In 100 pl des Ansatzes wurde

die Reaktion durch Zugabe von 100 ul Azetatpuffer (1 M, pH 4.4) gestoppt. AnschlieRend
wurde das Gemisch zentrifugiert (90 s, 10 000xg) und die Extinktion des Uberstandes bei
390 nm bestimmt. Das restliche Proben-Substrat-Gemisch wurde zwischen 5 min (isolierte
DP 1V) und 30 min (intakte Zellen U-937 und Zellysat U-937) bei 37°C inkubiert und
anschlieBend in gleicher Weise mittels Azetatpuffer abgestoppt, zentrifugiert und
spektralphotometrisch vermessen. Unter der Voraussetzung eines linearen Verlaufs der
Substratumsetzung wahrend der Inkubationszeit, erfolgte die Bestimmung der enzymatischen
Aktivitat von Zellsuspension, Lysat und isoliertem Enzym nach Gleichung (5).

A= (AE V)
(e M V1)
(5)

A = Enzymaktivitat [pkat/ml]
AE = ExtinktionsanderungAE= Ei=30 minEt=0)
\% = Ansatzvolumen [ml]
d = Schichtdicke der Kuvette [cm]
t = Inkubationszeit [s]
v = Probenvolumen (Zellen, Lysat, isol. Enzym) [ml]
£ = molarer Extinktionskoeffizient [citmol]

Fur die Untersuchung der Hemmung zellularer DP IV durch Biotin- und 4(5)-
Carboxyfluorescein-markierte DP IV-Inhibitoren enthielt der Ansatz zusatzlich verschiedene
Konzentrationen des zu untersuchenden InhibitdB9 {8V bis 10* M).

5.3.4 Untersuchung zellularer Enzymaktivitat mittels Fluoreszenzplattenleser

Fiar alle Ansatze wurden 96-Loch-Platten verwendis Gesamtvolumen aller Ansatze
betrug 100 ul, sowohl Zellen als auch Substrate wurden in PBS (pH 7.2) aufgenommen.
Wahrend des Pipettierens der Ansatze wurden die Platten auf Eis gestellt um eine vorzeitige
Hydrolyse zu verhindern.
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Hydrolyse der Rhodamin-Substrate durch zellulare und isolierte DP IV

Intakte Zellen, Zellysat und isoliertes Enzym wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen
(10° M bis 10° M) der farblosen nichtfluoreszierenden R110-Substrate (Xaa-Rid)0

(Xaa = Gly, Ala, Abu, Leu, Ser und Cha) und Xaa-Pro-R110-Y (Xaa = Gly, Alaund Y =Y

bis Yg) bei einer Temperatur von 37°C inkubiert. DP IV katalysiert dabei die Abspaltung der
entsprechenden Dipeptide Xaa-Pro unter Freisetzung des fluoreszierenden Xaa-Pro-R110 und
des R110 im Falle der bis-(Dipeptidamido)-rhodamin 110-Verbindungen sowie unter
Freisetzung des fluoreszierenden R110-Y im Falle der Xaa-Pro-R110-Y-Substrate. Die
Hydrolyserate wurde durch Bestimmung der Fluoreszenzfreisetzung zur Zeit t = 0 min und

t = 30 min (intakte Zellen U-937), t = 20 min (Zellysat U-937) und t =5 min (isolierte
rekombinante humane DPIV) mittels eines Fluoreszenzplattenlesers bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenlange von 525 nm sowie einer
Lampenspannung zwischen 1.8 V und 2.5 V ermittelt. Zellen, Zellysat und isolierte DP IV
wurden nachb5.3.3 auf eine einheitliche Aktivitat von 25 pkat/ml Ansatz eingestellt.
(Lys-Pro)-R110 wurde aufgrund seiner geringen Stabilitat nicht zu Untersuchungen an
Zellen herangezogen. Fir alle anderen Substrate wurde der nichtenzymatische Zerfall bei der
Auswertung berlcksichtigt. Innerhalb der von uns gewahlten Inkubationszeiten wurde eine
lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzfreisetzung pro Zeit beobachtet.

Untersuchung der Spezifitat der Hydrolyse der Rhodamin-Substrate durch DP IV

Zur Uberprifung der Spezifitat der Substrathydrolyse wurden spezifische DP IV-Inhibitoren
(Lys[Z(NO,)]-pyrrolidid, Lys-[Z(NO,)]-piperidid und Lys-[Z(NQ)]-thiazolidid) variierender
Konzentrationen (0’ M bis 10*M) eingesetzt und nach einer Inkubationszeit von 30 min
bei 37°C deren Effekt auf die Hydrolyse einer*1M Substratlbsung der jeweiligen
Rhodamin 110-Verbindung durch intakte Zellen (U-937) und Zellysat (U-937) bei einer
Lampenspannung zwischen 1.8 V und 2.5 V untersucht. Die Zellen bzw. das Zellysat wurden
in einer Zelldichte von fZellen/ml Ansatz eingesetzt.

Untersuchung der Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von (Xaa-Pr@)R110 durch
zellulare DP IV

Untersuchungen zur Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse der synthetisierten
Rhodamin 110-Verbindungen (Xaa-Pr®&)110 erfolgten bei variierenden
Substratkonzentrationen (1, 10°M, 10°M und 10°M) und DP IV-Aktivititen der
intakten U-937-Zellen (0.5 pkat/ml bis 8 pkat/ml Ansatz). Bei Lampenspannungen zwischen
2.0 V und 4.5 V wurde die enzymkatalysiert freigesetzte Fluoreszenz im Ansatz nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei 37°C bestimmt.

Als Vergleich wurde die Nachweisempfindlichkeit der Hydrolyse von Gly-Pro-pNA
untersucht. Dazu wurde Gly-Pro-pNA (Endkonzentratior? l0und 10° M) mit einer
Zellzahl variierender DP IV-Aktivitat (0.5 pkat/ml bis 10 pkat/ml) bei 37°C inkubiert. Das
Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 500 pl. Die spektrophotometrische Bestimmung des
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enzymkatalysiert freigesetzten pNA erfolgte zur Zeit t = 0 min und t = 30 min bei 390 nm.
Um die Reaktion abzustoppen wurden die Ansatze auf Eis gestellt.

5.35 Untersuchung zellularer Enzymaktivitat mittels DurchfluRzytometrie

Im Falle der durchfluzytometrischen Untersuchungen erfolgten alle Waschschritte mit
200 pul PBS (pH 7.2). Die Zellen wurden dabei 5 min bei 400xg zentrifugiert.
Alle Antikbrperreaktionen mononukleérer Zellen erfolgten bei 4°C.

Fur durchflulzytometrische Untersuchungen, die mit Zellen der Zellinie U-937 sowie
peripheren mononuklearen Zellen (MNZ) durchgefihrt wurden, wurde eine Zelldichte von
10° Zellen/ml eingestellt. Die Substratkonzentration im Ansatz betrl@®®®. Die
Inkubation von 200 pl der Zellen @@ Zellen im Ansatz) mit den Substraten
Xaa-Pro-R110-Y erfolgte 20 min bei einer Temperatur von 37°C. Danach wurden die Zellen
dreimal gewaschen und die zellulare Fluoreszenzintensitat bei einer Anregungwellenlange
von 488 nm (Argonlaser) und einem Emissionsfilter von 530/30 nm (FL1) gemessen.

Fur Untersuchungen hinsichtlich der Stabilitat der zellularen Fluoreszenz wurde nach jedem
Waschschritt die verbleibende zellassoziierte Fluoreszenz bestimmt.

Fur Untersuchungen hinsichtlich der Hydrolyse zellular gebundenen Substrates durch
Nachbarzellen oder isolierte DP 1V wurden 200 pl MNEZLQ2 Zellen im Ansatz) 20 min bei

37°C mit einer BLO® M Substratlésung (Xaa-Pro-R110-Y) sowie einef M) Konzentration

von Lys[Z(NQ)]-thiazolidid inkubiert. Unter diesen Bedingungen binden die Substrate an die
Zelle, werden aber aufgrund der Inhibierung der enzymatischen Aktivitat nicht hydrolysiert.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen, wodurch der Inhibitor und nicht gebundenes Substrat
aus dem Ansatz entfernt wurden, wurden die MNZ weitere 20 min bei 37°C in Gegenwart
DP IV-reicher U-937-Zellen oder isolierter rekombinanter humaner DP IV einer Aktivitat von
20 pkat/ml Ansatz inkubiert. Die zellulare Fluoreszenzfreisetzung der MNZ wurde
durchflul3zytometrisch gemessen.

Fur die durchfluBzytometrische Differenzierung enzymatischer Aktivitat auf Immunzellen
(MNZ) wurden zunadchst DP IV-reiche von DP IV-armen T-Lymphozyten nach?2
separiert. 50 pl (20 Zellen enthaltend) der CD26-positiven und CD26-negativen
Zellpopulation wurden 30 min mit dem Maus-anti-CD26-Antikorper A10 inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurden die Zellen in 50 pl PBS resuspendiert und weitere 30 min mit
einem PerCP- oder PE-markierten Ratte-anti-Maus-IgG inkubiert. Nach wiederholtem
zweimaligen Waschen wurden die Zellen in 200 ul PBS aufgenommen und mit dem
jeweiligen DP IV-Substrat Xaa-Pro-R110-Y (Endkonzentrati@i0%M) und Lys[Z(NQ)]-
thiazolidid (Endkonzentration 1OM) als Inhibitor 20 min bei 37°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen wurden die Zellen weitere 20 min bei 37°C inkubiert. Die Ermittlung
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der Fluoreszenzintensitat erfolgte durchfluRzytometrisch nach Anregung bei 488 nm und
Messung der Fluoreszenzemission unter Verwendung der Filter 530/30 nm (R110-Y, FL1),
585/42 nm (PE, FL2) sowie 670LP nm (PerCP, FL3).

5.3.6 Fluoreszenzmikroskopische Differenzierung von DP IV- Aktivitat auf
CHO-Zellen

Ein Gemisch CD26(aktiv)- und CD26(inaktiv)-transfizierter CHO-Zellen sowie ein Gemisch
CD26(aktiv)-transfizierter und Wildtyp-CHO-Zellen der Verhaltnisse 1:3, 1:1 und 3:1 wurde
in Analogie zu5.3.2 in Zelldichten von 1000, 5000 und 10 000 Zellen auf einem
Deckglaschen steril ausgeséat. Nach zwei Tagen Inkubationszeit konnte das typische
Erscheinungsbild adharenter Zellen nachgewiesen werden.

Die zellbewachsenen Deckglaschen wurden in 8-Loch-Platten 3fach gewaschen und danach
in 500 ul PBS aufgenommen. Die zunachst vorgenommene anti-CD26-Antikorperfarbung
erfolgte durch 30mindtige Inkubation der Zellen mit dem unmarkierten Maus-anti-CD26-
Antikérper A10. Nach 3maligem Waschen der Zellen mit je 500 pl PBS wurde der sekundére
Antikorper, ein Texas Rot(TR)-markiertes Schaf-anti-Maus-1gG, zugegeben und der Ansatz
weitere 30 min inkubiert. Nach 3maligem Waschen der Zellen mit je 500 pl PBS wurden die
Substrate Gly-Pro-R110gYoder Ala-Pro-R110-¥ (510° M Endkonzentration) und der
spezifische DP IV-Inhibitor Lys[Z(Ng)]-thiazolidid (10* M Endkonzentration) zugegeben

und der Ansatz weitere 20 min bei 37°C inkubiert. Nach 3maligem Waschen der Zellen und
weiterer Inkubation fiur 20 min bei 37°C wurde die zellulare Fluoreszenz
fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Dabei wurden fir die R110-Y-Fluoreszenz die Filter
495/515 und fur die Fluoreszenz des Texas-Rot-markierten Antikdrpers die Filter 590/670
verwendet.

5.3.7 Untersuchung des Thiolstatus separierter MNZ

Zum Nachweis membranstandiger Thiole wurden 50 pl separierte MNZZ@@n/50 pl

Puffer 1) mit einer 12.5 uM CMTMR-L6sung 3 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal mit eisgekihltem Puffer 1 gewaschen und deren Fluoreszenz nach
Anregung bei 488 nm unter Nutzung des Filters 530/30 nm (FL1) durchfluRzytometrisch
gemessen.
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5.3.8 Untersuchungen zu Hemmeigenschaften kompetitiver reversibler Biotin-
und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierter Inhibitoren zellularer DP IV

Zur Untersuchung der Hemmeigenschaften markierter Lys-2-cyano-pyrrolidide wurden
400 pl intakter U-937-Zellen sowie des Zellysatd@ Zellen im Ansatz) mit Gly-Pro-pNA
(1.6510°M Endkonzentration) in Gegenwart variierender Inhibitorkonzentrationen des
Né-Biotin bzw. 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten Lys-2-cyano-pyrrolidides”’ (10 bis

10* M) 30 min bei 37°C inkubiert. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 500 pl. Die
Messung des enzymkatalysiert freigesetzten pNA erfolgte spektrophotometrisch bei einer
Absorption von 390 nm zur Zeit t = 0 und t = 30 min. Die Reaktion wurde auf Eis abgestoppt.
Um die Beeinflussung verschiedener Agenzien (Malodinitril, Ala-Ala-Pro-Val-
Chlormethylketon und BSA) auf die zellulare Bindung der Inhibitoren und deren Hemmung
der Enzymaktivitat zu untersuchen, wurden diese dem oben genannten Ansatz in
verschiedenen Konzentrationen (Malodinitrii und Ala-Ala-Pro-Val-Chlormethylketon:
10* M, 10° M und 10° M, BSA: 0.048%, 0.48% und 4.8%) zugefiigt. Auch hier erfolgte die
Untersuchung der Enzymaktivitat durch spektrophotometrische Bestimmung der Gly-Pro-
pNA-Hydrolyse.

Zur Untersuchung der Eignung des-Blotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten
Lys-2-cyano-pyrrolidids zur Detektion zellularer DP IV mittels Fluoreszenzmikroskopie
wurden 10 pl einer Zellsuspension (U-937, MNZ) einer Zelldichte vidg® 2Zellen/ml

15 min auf 8-Loch-Objekttragern inkubiert. Nach Absaugen des Uberstandes und einer
15min0tigen Inkubation der Zellen mit jeweils verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren
(107 M, 10° M, 10° M und 10* M) wurden die Zellen dreimal mit je 50 pl PBS gewaschen.

Im Falle des Biotin-markierten Lys-2-cyano-pyrrolidids wurden die Zellen weitere 15 min mit
DTAF-Streptavidin inkubiert. Die Messung der zellassoziierten Fluoreszenz erfolgte bei
520 nm nach Anregung bei 495 nm.
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Al Spezifitat der Hydrolyse der Substrate (Xaa-Pro}R110 mit Xaa = Leu, Ser und
Cha durch DP IV der myeloischen Zellinie U-937 und deren Zellysat
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Abb. Al Darstellung der Spezifitat der Hydrolyse von (Xaa-RBfBJL10 mit Xaa = Leu, Ser und Cha durch
DP IV intakter U-937-Zellen (A) und des U-937-Zellysats (B) mittels DP IV-spezifischer Inhibitoren:

Lys[Z(NO,)]-thiazolidid (@), Lys[Z(NOG)]-pyrrolidid (A) wund Lys[Z(NO)]-piperidid (m)
(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, U-937-Zellen °® Z6llen/ml, Inkubation 30 min, 37°C;
Fluoreszenzplattemleser, Agx=488 nm,  Agy, =525 nm, Lampenspannung 1.8V bis

2.0V)

Auf die Spezifitat der Hydrolyse von (Gly-PgeR110 und (Ala-Pr@}R110 durch DP IV
intakter U-937-Zellen und des U-937-Zellysats wurde unteRMANNS [1995] eingegangen.
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A2  Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly und Ala und

Y=Y, bis Yo
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Abb. A2 Hydrolyse der Substrate Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly und Ala und Y bisrYs
(MeRRbedingungen: PBS, pH = 7.2, U-937-Zellen einer Aktivitat von 25 pkat/ml Ansatz; Inkubation

30 min, 37°C; Fluoreszenzplattenlesgg, = 488 nm;Ag, = 525 nm; Lampenspannung 2.0 V)
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Abb. A3 Darstellung der Spezifitdit der Hydrolyse von Xaa-Pro-R110-Y mit Xaa = Gly und Ala und
Y=Y, bis Yo durch DP IV intakter U-937-Zellen mittels DP IV-spezifischer Inhibitoren:
Lys[Z(NG,)]-thiazolidid (@), Lys[Z(NOy)]-pyrrolidid ( A) und Lys[Z(NQy)]-piperidid (m)
(MeRbedingungen: : PBS, pH=7.2, U-937-Zellen® Zélen/ml, Inkubation 30 min, 37°C;
Fluoreszenzplattemleser:  Ag, =488 nm, Aem = 525 nm, Lampenspannung 1.8V bis
25V)
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A4 Beeinflussung der Hydrolyse zellular
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Abb. A4 Beeinflussung der Hydrolyse zellular gebundenen Substrates durch isolierte DP IV

(MeRbedingungen: PBS, pH=7.2, Zellen® 1MINZ/ml Ansatz, [Xaa-Pro-R110-Y] ¥H° M,
[Lys[Z(NO,)]-thiazolidid] = 10* M; DurchfluRzytometerlg, = 488 NnmAem = FL1 = 530/30 nm)



Anhang 8

A5  'H-NMR-Daten der Verbindungen (Xaa-Pro)-R110 (Xaa = Abu, Leu, Ser, Lys,
Cha), der Verbindungen und Xaa-Pro-R110-Y (Xaa = Gly und Y = Ybis Yg) und
von N-Biotin- bzw. 4(5)-Carboxyfluorescein-markiertem Lys-2-cyano-pyrrolidid

Tab. A5.1: H-NMR Daten der Verbindungen der Struktur (Xaa-Pger110 (Xaa = Abu, Leu, Ser, Lys
und Cha)
(Xaa-Pro),-R110 | Xaa ¢ [ppm]
NH, C'H cC C C C
(trans)
(Abu-Pro)»-R110 | 8.03 4.17 1.78 0.98
(C Hyp) (C Hy) -
(Leu-Pro}-R110 | 8.03 4.13 1.56 1.81 0.96 -
(C°Hy) (CH) (C’Hs,
C"Ha)
(Ser-Pro)-R110 8.03 4.20 3.84 5.53
3.59 (COH) - -
(C Hy)
(Lys-Pro)-R110 |8.04 4.14 1.72 1.44 1.56 2.77
(CHy (CHy (CHy (CHy)
(Cha-Pro)-R110 | 8.19 4.17 1.67 0.89 1.20 1.90
(CPH) 1.67 1.67 1.67

(2C'Hy) (2CHy) (CHyp)

(Xaa-Pro),-R110 | Pro s [ppm] cigtrans
CH CH; C H, CH; CONH [%0]
(Abu-Pro}»-R110 | 4.50 2.24 2.02 3.76 10.52 |93.0/7.0
(trang 1.89 1.89 3.57 trgng
4.64 10.67
(cis) (cis)
(Leu-Pro}-R110 | 4.50 2.24 2.05 3.79 10.47 |93.0/7.0
(trang) 1.90 1.90 3.48 trgng
10.75
(cis)
(Ser-Pro)-R110 | 4.49 2.24 2.02 3.77 10.35 [88.0/12.0
(trang 1.91 1.91 3.59 trgng
4.77 10.62
(cis) (cis)
(Lys-Pro}-R110 | 4.50 2.24 2.03 3.75 10.52 |93.5/6.5
(trang) 1.90 1.90 3.53 trgng
4.64 10.73
(cis) (cis)
(Cha-Pro)-R110 | 4.54 2.24 2.04 3.80 10.57 |93.0/7.0
(trang 1.90 1.90 3.46 trgng
10.62
(cis)

Als Losungsmittel wurde DMSQ-derwendet. Die cis/trans-Verhaltnisse beziehen sich auf die Xaa-Pro-
Bindung Die chemischen Verschiebungen der aromatischen Protonen des Rhodamin 110 liegen in einem Bereich
zwischen 6.7 ppm und 8.1 ppm und wurden nicht zugeordnet. Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle
chemischen Verschiebungen auf die trans-lIsomeren.



Anhang

'H-NMR Daten der Verbindungen der Struktur Gly-Pro-R110-Y (Y = —COCHCOCH,CI,
-CO(CH,)sCl, -CO(CH)4Cl, -CO(CH,)4Br, -CO-GHs-CH,Cl,)

Tab.A5.2:

Gly-Pro-R110-R Gly e [ppm] |Proe [ppm]
NH, CH;ICH C'H; CH; C H,CONH
R =-COCH 8.03 3.85 |4.48 220 2.02 361 10.43
(cis, (trang) 1.95 1.95 3.53 10.44réns Rund S)
trans |4.60 10.27 ¢is, Rund S)
(cis)
R = COCHCI 7.96 3.87 449 220 2.02 3.62 10.45
(cis, (trang) 1.94 1.94 353 10.44ré&nsR und S)
trans |4.61 10.65¢is, R und S)
(cis)
R = CO(CH)sCl 8.10 3.88 |450 220 2.04 3.62 10.45
(cis, (trang) 1.91 191 2.04 10.44réns Rund S)
trans |4.62 10.32¢is, Rund S)
(cis)
R = CO(CH)4CI 8.17 3.82 |449 219 199 361 1042
(cis, (trang) 1.94 194 352 10.4%&ns Rund>S)
trang |4.59 10.24 ¢is, Rund S)
(cis)
R = CO(CH),Br 8.14 3.88 |4.49 220 2.02 3.63 10.44
(cis, (trang) 1.96 1.96 3.56 10.4%&ns Rund>S)
trang |4.61 10.25¢is, Rund S)
(cis)
R = CO-GHsCH,CI [8.15 3.88 |4.55 220 2.02 3.62 10.45
(cis, (trang) 1.94 1.94 353 10.4&réns Rund S)
trang |4.60 10.56 ¢is, R und S)
(cis)
Gly-Pro-R110-R Y e [ppm] trans (R|cis (R
CONH C? c c und  S),lund S),
[%] [%]
R =-COCH 10.27 2.07 - - - 60.1/25.9 | 14
(CHs)
R = COCHCI 10.65 4.29 - - - 47.3/39.2 | 13.5
(CH)
R = CO(CH)sCl 10.32 250 2.04 3.70 - 43.5/42.5 | 14
(CHy) (CHy) (C'Ho)
R = CO(CH)4CI 10.24 237 1.73 1.73 3.67 ]44.0/41.0 | 15.0
(C’Hz) (CH) (C'Hy) (CHy)
R = CO(CH),Br 10.25 2.38 1.86 1.72 3.56 |44.7/41.3 | 14.0
(CHo) (CHp) (C'Hp) (CHy)
R = CO-GHe Aromat _CHCI 40.9/40.1 | 19.0
CH,CI 10.56 7.10-8.10 4.86

Die 'H-Spektren wurden in DMSQ-caufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der aromatischen
Protonen des Rhodamin 110 wurden nicht zugeordnet. Die Angabe der cis/trans-Verhéltnisse bezieht sich auf
die Xaa-Pro-Bindung. Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle chemischen Verschiebungen auf die
trans-Isomeren.
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Tab. A5.3: 'H-NMR Daten des MBiotin- und 4(5)-Carboxyfluorescein-markierten
Lys-2-cyano-pyrrolidids

Verbindung Lys- & [ppm] 2-Cyano-pyr 0| Marker o [ppm]
[ppm]
Lys-(biotinyl)-2- Biotinyl-

cyano-pyrrolidid [3.69 (CH): 1.49/4.01 (CH); 2.33,3.10 (CH); 4.13 (CH);
(CBHZ); 1.75 (CH,);| 1.62 (CH,); 1.90,4.30 (CH); 2.82, 2.58
1.37 (CH,): 3.001.75 (CHp); 3.56,(C°Hy); 6.76 (N'H); 6.65
(C*Hy); 7.70 (NH) | 341 (CHy) (N*H)

Pentanoyl-

2.03 (CHy); 1.30 (CHy);
1.49 (CH,); 1.62, 1.49
(C°Hy)

Lys-(4(5)-carboxy- 4(5)-

fluoresceinyl)- 3.72 (CH); 1.36/4.01 (CH); 2.34, Carboxyfluoresceinyl-
2-cyano-pyrrolidid (CBHZ); n.b. (CH,);|1.54 (CH,); 1.90, n.b.

154 (CHp); 3.31175 (CHa); 3.56,
(C'Hy); 8.77 (NH) | 341 (CHy)

Die "H-Spektren wurden in DMSQy@ufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der
aromatischen Protonen des 4(5)-Carboxyfluoresceins und von 'Hgs-Gwurden nicht
zugeordnet.

Lys . 2-cyano-pyr

Lys- , 2-cyano-pyr

biotinyl- pentanoyl-

4(5)-Carboxyfluoresceinyl-

Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-
2-cyano-pyrrolidid

Lys-(biotinyl)-2-cyano-pyrrolidid liegt in einem Verhaltnis von ca. 90%/10% als
Isomerengemisch vor. Lys-(4(5)-carboxyfluoresceinyl)-2-cyano-pyrrolidid liegt in einem
Verhaltnis von ca. 64%/36% als Isomerengemisch vor. Mdglicherweise handelt es sich dabei
um cis/trans-Isomere beziglich der Lys-Pyr-Amidbindung, die genaue Art der Isomerie
wurde zum gegebenen Zeitpunkt nicht genauer charakterisiert.
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