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\bisher nicht erreichten Selektivititsindex.

Abstract: Die Dipeptidylpeptidasen 8 und 9 (DPP8/9) sind aufgrund ihrer wichtigen Rolle in biologischen Prozessen wie
der Immunitdt und Tumorgenese in den letzten Jahren in den Fokus der Wirkstoffforschung geriickt. Der individuelle
Beitrag der jeweiligen Protease innerhalb dieser Prozesse ist bisher jedoch meistens noch unbekannt. Die Untersuchung
ihrer individuellen Funktion kann dabei von der Verfiigbarkeit Protease-selektiver und chemisch-diverser Hemmstoffe
profitieren. In dieser Arbeit stellen wir die durch Anwendung von Aktivitits-basiertem Protein-Profiling (ABPP)
entdeckten 4-Oxo-B-lactame als potente, nicht-Substrat-abgeleitete, nanomolare DPP&/9-Inhibitoren vor. Rontgenkris-
tallographische Untersuchungen von Liganden-DPP-Komplexen offenbarten dabei unterschiedliche Ligandenbindungs-
modi fiir DPP8 und DPP9, einschlieBlich einer neuartigen Adressierung einer erweiterten S2' (eS2’)-Bindetasche in
DPPS8. Zusitzliche Assays bestitigten ihre Hemmwirkung sowohl auf biochemischer als auch auf zelluldrer Ebene.
Zusammenfassend fithrte unser kombinierter Ansatz aus chemischer Proteomik und strukturbasiertem Design somit zu
der Entwicklung neuartiger DPP8/9-Inhibitoren mit einem alternativem molekularen Hemmmechanismus und einem

~

J

Einleitung

Die Dipeptidylpeptidasen 8 und 9 (DPP8/9) gehoéren zu der
Serinhydrolase-Subfamilie S9B, welche bevorzugt C-termi-
nal zur Aminosdure Prolin N-terminale Dipeptide von
Proteinsubstraten abspalten.!"! Beide Enzyme wurden ur-
spriinglich als Homologe von DPP4 identifiziert, einer

biomedizinisch-relevanten Protease, welche durch die Regu-
lierung der gastrointestinalen Inkretin-Hormone eine wichti-
ge Rolle in der Glucosehomoostase einnimmt. Dementspre-
chend ist DPP4 ein wichtiges Zielprotein fiir die
Entwicklung von Typ II Diabetes-Chemotherapien, fiir
welche bereits eine Vielzahl von klinisch einsetzbaren Inhi-
bitoren entwickelt wurden.”’ Wihrend DPP4 extrazellulir

[*] Dr. L. A.R. Carvalho,” A. C. Vieira, R. Félix, Dr. T. Rodrigues,
Dr. S. D. Lucas, Prof. Dr. R. Moreira
Department of Pharmaceutical Sciences and Medicines,
Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), Faculdade de
Farmdcia, Universidade de Lisboa
Lisboa, Av. Prof. Gama Pinto, 1649-003 Lisboa (Portugal)
E-mail: rmoreira@ff.ulisboa.pt
Dr. B. Ross," Prof. Dr. R. Huber
Max-Planck Institut fiir Biochemie
82152 Planegg (Deutschland)
Dr. B. Ross,* Dr. R. Kiefersauer
Proteros Biostructures GmbH
82152 Planegg (Deutschland)
Dr. L. A. R. Carvalho," Dr. K. M. Lum, Prof. Dr. B. F. Cravatt
Department of Chemistry,
The Scripps Research Institute
La Jolla, California 92037 (USA)
O. Bolgi, Dr. R. Geiss-Friedlander
Center of Biochemistry and Molecular Cell Research,
Albert-Ludwigs-Universitat
79104 Freiburg (Deutschland)

Angew. Chem. 2022, 134, 202210498 (1 of 11)

L. Fehr," D. Podlesainski, Prof. Dr. R. Huber, Prof. Dr. M. Kaiser
Fakultat fir Biologie, Zentrum fur Medizinische Biotechnologie,
Universitit Duisburg-Essen

45117 Essen (Deutschland)

E-mail: markus.kaiser@uni-due.de

Prof. Dr. R. Huber
Fakultit fiir Chemie, Technische Universitidt Miinchen
85747 Garching (Deutschland)

S. Wahrle, Prof. Dr. O. GrofR
Institut fiir Neuropathologie, Universitatsklinikum Freiburg
79106 Freiburg (Deutschland)

Prof. Dr. O. Grof

Signalling Research Centres BIOSS and CIBSS, University of
Freiburg

79104 Freiburg (Deutschland)

['] Diese Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

{ © 2022 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-
VCH GmbH. Dieser Open Access Beitrag steht unter den Be-
dingungen der Creative Commons Attribution Non-Commercial
NoDerivs License, die eine Nutzung und Verbreitung in allen
Medien gestattet, sofern der urspriingliche Beitrag ordnungsgeméf
zitiert und nicht fiir kommerzielle Zwecke genutzt wird und keine
Anderungen und Anpassungen vorgenommen werden.

© 2022 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-VCH GmbH


http://orcid.org/0000-0001-5257-7301
http://orcid.org/0000-0002-9999-2649
http://orcid.org/0000-0001-8266-7260
http://orcid.org/0000-0003-0653-7530
http://orcid.org/0000-0002-3836-1077
http://orcid.org/0000-0002-5955-9576
http://orcid.org/0000-0002-1111-8042
http://orcid.org/0000-0003-2138-8756
http://orcid.org/0000-0002-4889-9559
http://orcid.org/0000-0001-7192-0822
http://orcid.org/0000-0002-1581-5654
http://orcid.org/0000-0002-5555-5594
http://orcid.org/0000-0001-8660-3619
http://orcid.org/0000-0002-1720-3440
http://orcid.org/0000-0001-5330-3492
http://orcid.org/0000-0002-0133-5334
http://orcid.org/0000-0002-6540-8520
http://orcid.org/0000-0003-0727-9852
https://doi.org/10.1002/anie.202210498
https://doi.org/10.1002/ange.202210498
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1002%2Fange.202210498&domain=pdf&date_stamp=2022-10-28

GDCh
=

vorliegt, treten DPP8 bzw. DPP9 primér intrazelluldr auf
und iibernehmen dort spezifische, nicht DPP4-assoziierte
biologische Funktionen. So tibernehmen sie z.B. Schliissel-
rollen in der Immunantwort durch eine Regulation der
Inflammasom- und Pyroptose-Aktivierung.?

Dariiber hinaus scheinen sie auch in vielen weiteren
biologischen Prozessen wie der Apoptose, der Adipogenese,
der Spermatogenese, der Zellzyklusregulierung oder der
Chemosensibilisierung im Rahmen der Chemotherapie von
Leukimiezellen involviert zu sein.! Die Zuordnung der
individuellen Funktion von DPP8 oder DPP9 in verschiede-
nen biologischen Prozessen ist dabei schwierig und Gegen-
stand aktueller Forschung. Wéhrend DPPS z.B. als relevan-
ter Faktor in der Behandlung multipler myelomer
Krebserkankungen erkannt wurde, wurde fiir DPP9 eine
spezifische Rolle in der Zellproliferation, -migration und
-invasion von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen postu-
liert.”) Des Weiteren wurde DPP9 sowohl als limitierender
Faktor der Proteolyse von Prolin-haltigen zytosolischen
Peptiden als auch als Modulator fiir die Présentation Prolin-
reicher Peptide durch das MHC-Klasse 1- System, als
Regulator der B-Zell-Rezeptor-vermittelten Signaltransduk-
tion und der DNA-Reparatur identifiziert.”! In aktuellen
Studien wurden ausgewéhlte DPP9-Allele iiberdies mit dem
Auftreten schwerer Covid-19-Krankheitsverldufe in Verbin-
dung gebracht.”’ Somit gilt es heute als sicher, dass DPP8
und DPP9 nicht nur redundante, sondern auch differenzierte
biologische Funktionen innehaben. Dementsprechend sind
chemische Inhibitoren mit spezifischer DPP8/9-Hemmwir-
kung vielversprechende chemische Werkzeuge und konnen
als Startpunkt fiir die zukiinftige Entwicklung selektiver
DPPS8/9 Chemotherapien dienen.

DPP8 und DPP9 sind mit einer Sequenzidentitit von
58 % strukturell dhnliche Proteine. In ihrem aktiven Zen-
trum liegt dabei sogar eine 92 %ige Strukturhomologie
vor.”l Thre grundsitzliche Struktur dhnelt weitgehend der
von DPP4, da alle drei Enzyme iiber eine hochkonservierte
C-terminale o/p-globuldre Doméne, in welcher die katalyti-
sche Triade lokalisiert ist, als auch iiber eine N-terminale f3-
Propellerdoméne, welche die wichtigsten Ligandenbinde-
stellen beinhaltet und die grofite strukturelle Variation
zwischen DPP4 und DPPS8/9 aufweist, verfiigen. Die S1-
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1G244, IC5, [nM]
DPP8: 14
DPP9: 53

DPP4: > 100'000

1G244-12n, ICs; [nM]
DPP8: 55
DPP9: 540
DPP4: > 50'000
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Bindetasche ist in allen drei Enzymen stark konserviert.
Dagegen unterscheidet sich die S2-Bindetasche deutlicher
und ist im Falle von DPP8/9 rdumlich stirker ausgeprigt.
Die wenigen Unterschiede zwischen den aktiven Zentren
von DPP8 und DPP9 basieren weitestgehend auf konserva-
tiven Aminosdureaustauschen und haben nur einen geringen
Einfluss auf ihre Struktur und Reaktivitit.”! Im Gegensatz
zu DPP4 bewirkt jedoch eine Ligandenbindung in DPP8
bzw. DPP9 eine strukturelle Neuordnung der R-Helix-Regi-
on, die Einfluss auf die Formgebung der Substratbindestelle
nimmt. Ein struktureller Unterschied zwischen DPP8 und
DPPO9 findet sich im sogenannten R-Segment, einer Oberfla-
chen-exponierten Proteinschleife, die in DPP9 zwei auf-
einanderfolgende Histidine, in DPPS8 jedoch Asparaginsdure
und Tyrosin beinhaltet. Aufgrund der hohen strukturellen
Ahnlichkeit sowie der erst seit kurzer Zeit verfiigbaren
kristallographischen Daten hat sich die Entwicklung selekti-
ver DPP8- oder DPP9-Inhibitoren als eine anspruchsvolle
Aufgabe erwiesen." Dennoch wurden bereits erfolgreich
einige Substrat-abgeleitete Wirkstoffe entwickelt. Diese
adressieren die S2-S1-Bindetaschen und finden regelmaBige
Anwendung in biochemischen und biologischen Assays. Ein
prominenter Vertreter dieser Wirkstoffe ist der reversibel
und nicht-kovalent-wirkende DPPS8/9-Inhibitor 1G244, der
eine schwache Selektivitdt fiir DPP8 vs. DPP9 zeigt (~4-
fache Selektivitit gegeniiber DPP9, keine DPP4-Inhibition)
und iiber eine Isoindolin-Struktur an der P1- und einen
sterisch-anspruchsvollen Difluorobenzyl-Piperazinrest an
der P2-Position verfiigt (Abbildung 1).'"! Systematische Va-
riationen von 1G244 fithrten dann zur Entwicklung von
1G244-12n mit einer ~10-fachen DPPS8- zu DPP9-Selektivi-
tit."!! Ein weiterer nicht-kovalenter DPP8/9-selektiver Inhi-
bitor ist das Peptid SLRFLYEG, welches ebenfalls in einem
substratihnlichen Modus an das aktive Zentrum bindet."”
Ein Beispiel fiir einen reversiblen, aber kovalenten Hemm-
stoff ist der vielfach-eingesetzte DPP-Breitbandinhibitor
ValboroPro (VbP), auch bekannt als Talabostat, der DPP4,
-8 und -9 mit vergleichbarer Potenz hemmt."” SchlieBlich
sind auch irreversibel-wirkende kovalente Inhibitoren wie
z.B. ein Phosphonat-basiertes Isoindolin-Derivat (Lys-phos-
pho-isoindolin) bekannt, welches eine ausgeprigte DPPS-
vs. DPP4-Selektivitit zeigt;"! ungliicklicherweise wurde des-

VbP, IC5q [nM] Lys-phospho-isoindolin, IC5, [nM]
DPP8: 4 DPP8: 530
DPP9: 11 DPP9: N/A
DPP4: <4 DPP4: > 500'000

Abbildung 1. Die Entwicklung von DPP8/9-selektiven Inhibitoren bleibt eine Herausforderung. Eine Beispieliibersicht der chemischen Strukturen
und dem Hemmpotential ausgewahlter Inhibitoren. Alle bisher bekannten DPP8/9-Inhibitoren adressieren dabei die S2-S1-Substratbindetaschen

der Proteasen.
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sen Selektivitidt gegeniiber DPP9 jedoch bisher noch nicht
bestimmt.

Auch wenn diese Arbeiten gezeigt haben, dass eine
sorgfiltige Ansteuerung der S2-S1-Bindetaschen in DPP&/9
Hemmstoffe mit einer Selektivitdt gegeniiber DPP4 ermog-
licht, erschwert die ausgeprigte strukturelle Homologie in
diesen Regionen der Enzyme aber ein Design von DPPS- zu
DPP9-selektiven Inhibitoren.”! Kristallographische und
CryoEM-Studien zu den Bindungsmodi von 1G244, VbP
(beide an DPP8/9) und SLRFLYEG (an DPPS8) ergaben in
der Tat einen sehr &dhnlichen induced fit-Bindungsmodus,
der eine durch Ligandenbindung hervorgerufene strukturel-
le Neuordnung der R-Helix in der Néhe der p-Propellerdo-
mine beinhaltet.**" Um somit also DPP8- bzw. DPP9-
selektive Inhibitoren zu erhalten, miissen Strategien zur
Identifizierung von Inhibitoren mit alternativen Bindungs-
modi und Hemmprofilen entwickelt werden. Ein Ansatz zur
Auffindung und Charakterisierung der Inhibitionsprofile
von chemischen Wirkstoffen ist das Aktivitéts-basierte Pro-
tein-Profiling (ABPP).'") Beim ABPP werden chemische
Sonden, auch bekannt als Aktivitits-basierte Sonden (activi-
ty-based probes, ABPs), zur kovalenten Markierung von
aktiven Zentren von Enzymen genutzt und liefern auf diese
Weise dynamische Profile ihrer Aktivitit in komplexen
Proteomen.!"”! ABPs sind groBtenteils aus einer kovalent-
bindenden reaktiven Gruppe und einem Reporter-Tag auf-
gebaut und markieren nur katalytisch aktive Enzyme mit
einem frei zuginglichen, nicht-besetzten aktiven Zentrum.
Thre Anwendung erlaubt das Uberwachen von Enzymaktivi-
titen unter verschiedenen physiologischen Bedingungen,
einschlieBlich der Vorinkubation mit potentiellen Inhibito-
ren, welche aktive Zentren besetzen und diese somit fiir die
Bindung der ABP blockieren. Dieser “kompetitive” ABPP-
Ansatz ermoglicht daher einen effizienten Inhibitorscreen
auf Proteom-Ebene und liefert somit friihzeitig im Entwick-
lungsprozess Daten zur Potenz und Selektivitidt der Hemm-
stoffe.[*1#]

In dieser Studie untersuchten wir mit dieser Methode
das Hemmprofil von N-Phenyl-4-oxo-B-lactamen, da im
Gegensatz zu ihrem bekannten Hemmpotential und ihrem
kovalenten Bindemodus gegeniiber Serinproteasen wie der
menschlichen neutrophilen Elastase ihr Proteom-weites Se-
lektivititsprofil noch nicht bestimmt war.”®! Dabei fanden
wir unerwarteterweise, dass meta-substituierte N-Aryl-Ana-
loga potente DPP8/9-Inhibitoren darstellten. AnschlieBende
Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien und kristallographi-
sche Analysen zeigten dann, dass die DPPS8-Inhibition auf
einem besonderen, nicht-Substrat-dhnlichen Bindungsmodus
beruht, der Verbindungen mit dem bisher besten DPP8&/9-
Selektivitdtsindex ermoglicht.

Ergebnisse und Diskussion

In einer ersten Versuchsreihe wurde eine Rhodamin-mar-
kierte 4-Oxo-B-lactam-ABP-Sonde 1 in einem Gel-basierten
ABPP-Ansatz mit HEK293T- und U937-Lysaten eingesetzt
(Abbildung 2A, B).” Dabei konnte eine konzentrationsab-
héngige Markierung von spezifischen Proteinen beobachtet
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werden. Bei niedrigen, biologisch-relevanteren Konzentra-
tionen (0.1-10 pM) wurden dabei nur wenige Proteine, z.B.
mit Molekulargewichten von ca. 25, 75 oder 100 kDa,
markiert. Dies weist auf eine vielversprechende Zielenzym-
Selektivitdt der Verbindungen hin und rechtfertigt somit
eine weitere Evaluierung der Verbindungen.

Anschlieend wurde der Einfluss von Derivatisierungen
an der N-Phenylgruppe der reaktiven 4-Oxo-B-lactame un-
tersucht. Hierzu wurde ein kompetitiver ABPP-Ansatz mit
einer fokussierten Bibliothek an N-Phenyl-4-oxo-B-lactamen
mit chemisch-diversen Substitutionen an der para-, meta-
und ortho-Position durchgefiihrt (Abbildung 2C, D). U937-
Zelllysate wurden mit verschiedenen Konzentrationen der
4-Oxo-B-lactam-Derivate vorinkubiert und im Anschluss
deren Einfluss auf Serinhydrolasen mit der ABP Fluoro-
phosphonat-Rhodamin (FP-Rh) analysiert.”!! Unter diesen
experimentellen Bedingungen kann eine konzentrationsab-
hiangige Reduktion der Intensitdten der markierten Enzyme
direkt auf eine 4-Oxo-B-lactam-vermittelte Serinhydrolasen-
Inhibition zuriickgefiilhrt werden. Im Gegensatz zu den
Verbindungen 2-5 traten bei den meta-substituierten Analo-
ga 6-9 eine Reduzierung der Intensitdt einer Bande auf
einer Hohe von ca. 100 kDa auf, welche in fritheren Studien
mit FP-basierten ABPs bereits als DPP9 (98 kDa) annotiert
wurde.”’? Es ist zu beachten, dass die Bande von DPPS8
(103 kDa) auf einer dhnlichen Laufhohe anzutreffen wire,
jedoch ist die Expressionsrate fiir dieses Enzym in der
gewdhlten Zelllinie wesentlich niedriger, sodass ein direkter
Nachweis in diesem System kaum moglich ist. Insgesamt
zeigte der kompetitive Gel-basierte ABPP-Ansatz somit,
dass meta-substituierte N-Phenyl-4-oxo-f-lactame im Gegen-
satz zu ortho- oder para-substituierten Analoga auch in
Gegenwart eines vollstindigen Proteoms DPP9 mit einer
hohen Potenz und signifikanter Selektivitit adressieren.

Ein massenspektrometrischer (MS) ABPP-Ansatz, wel-
cher stabile Isotopenmarkierung mit Aminosduren in Zell-
kulturen (SILAC) zur Protein-Quantifizierung nutzt, wurde
mit der ABP 10 (Abbildung 3A), einer Biotin-markierten
Variante von 1, in U937- Zelllysaten durchgefiihrt. Dieser
Ansatz konnte eine Vielzahl von Serinhydrolasen als direkte
4-Oxo-B-lactam-Zielenzyme auffinden, z.B. Mitglieder der
DPP4-Aktivitdts-und/oder Strukturhomolog (DASH)-Fami-
lie wie das Fibroblasten-Aktivierungsprotein-alpha (FAP),
die Dipeptidylpeptidase 7 (DDP7), DPP9, sowie die Proly-
lendopeptidase (PREP), die Acylaminoacyl-Peptidhydrolase
(APEH), die Lysophospholipasen 1 & 2 (LYPLA1/2), die
Serincarboxypeptidase 1 (SCPEP1) und die Prolylcarboxy-
peptidase (PRCP) (Abbildung 3A). In Ergidnzung zu den
bereits genannten DPP-assoziierten Funktionen spielen die-
se Enzyme z.B. wichtige Rollen im Lipidmetabolismus
(LYPLAI1 und 2), dem Abbau von beschidigten Proteinen
(APEH), dem Hormon- und Neuropeptidmetabolismus
(PREP), der Blutdruckregulation (PRCP und SCPEP1) und
vielen weiteren Prozessen.””! Bemerkenswert ist dabei, dass
alle Zielproteine aus der Familie der Serinhydrolasen stam-
men.

Zur Validierung der Ergebnisse des kompetitiven Gel-
basierten ABPP-Experiments und zur Quantifizierung der
Zielproteine wurde im nichsten Schritt ein weiteres kompe-
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Abbildung 2. ABPP-Profiling mit 4-Oxo--lactam-basierten Sonden. A) Die Rhodamin-markierte 4-Oxo-f-lactam-ABP 1 wurde in einem komparati-
ven ABPP-Ansatz verwendet. B) Eine Gel-basierte ABPP-Analyse von HEK293T- und U937-Lysaten mit der ABP 1 zeigte konzentrationsabhangige,
selektive Proteinmarkierungen. C) Allgemeines Schema des verwendeten kompetitiven ABPP-Workflows. Native Proteome werden unter
Berticksichtigung einer DMSO-Kontrolle mit den 4-Oxo-fB-lactam-Derivaten 2-9 behandelt und im Anschluss aktive Serinproteasen mit der ABP FP-
Rhodamin markiert. Eine schwichere Intensitit einer Bande nach Préinkubation der Sonde weist auf eine Bindung der 4-Oxo-f3-lactame an das
aktive Zentrum der entsprechenden Serinhydrolase hin. D) Ergebnisse des Gel-basierten ABPP-Kompetitionsexperimentes unter Verwendung der 4-
Oxo-f3-lactame 2-9 und fraktionierten U937-Zelllysaten. Die Verringerung des Fluoreszenzsignals im Bereich von ca. 100 kDa (durch ein Sternchen
markiert) in der l6slichen Fraktion deutet auf eine Wirkstoff-vermittelte Inhibition von DPP8/9 hin.

titives, diesmal jedoch MS-basiertes ABPP-Experiment mit
Verbindung 8 durchgefiihrt (Abbildung 3B). Hierzu wurden
SILAC U937-Zelllysate unter Beriicksichtigung einer
DMSO-Kontrolle mit 8 behandelt und im Anschluss eine
Breitband-Serinhydrolase-Markierung mit Fluorophospho-
nat-Biotin (FP-Biotin) durchgefiihrt. Die entsprechenden
SILAC-Proben wurden kombiniert, mittels LC-MS/MS ana-
lysiert und die entsprechenden SILAC-Verhiltnisse berech-
net. Auf diese Weise konnten nicht nur die Ergebnisse des
kompetitiven Gel-basierten Screens bestitigt werden, son-
dern zusétzlich 8 als Inhibitor einer kleinen Untergruppe
von Serinhydrolasen, darunter FAP, die menschliche neut-
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rophile Elastase (ELANE), DPP9, ABHD16A und DPP8
(alle mit einem SILAC-Markierungsverhéltnis >3) identifi-
ziert werden.

Besonders hervorzuheben ist das vielversprechende
DPP8- und DPP9-Hemmprofil der 4-Oxo-B-lactame. Dies
veranlasste uns, den Fokus auf den zugrundliegenden Inhi-
bitionsmechanismus zu setzen und zu untersuchen, inwiefern
dieser Mechanismus Inhibitoren mit verbesserter DPP8- zu
DPP9-Selektivitdt ermoglicht. Unsere Proteomik-Studien
zeigten jedoch auch, dass diese Verbindungen ebenfalls das
Potential zur Inhibition von anderen Enzymen wie FAP,
ELANE oder ABDH16A besitzen, was bei der Verwendung
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Abbildung 3. |dentifikation von 4-Oxo-f3-lactam-Zielenzymen durch Massenspektrometrie (MS)-basiertes ABPP. A) Struktur der verwendeten
biotinylierten 4-Oxo-B-lactam-ABP 10 und ihre Nutzung in einem komparativen ABPP-Ansatz. Die Anreicherung von direkten Zielenzymen der
Verbindung 10 (10 uM) (Ergebnisse gefiltert nach SILAC-Verhiltnis > 3; Verhiltnis = Signalintensitait DMSO/Signalintensitit in Gegenwart von
Verbindung 10) bestitigt die Adressierung einiger DPP-Enzyme wie z. B. DPP8 und DPP9. B) Schema des verwendeten kompetitiven MS-basierten
ABPP-Arbeitsablaufs (oberer Bildteil). (Unterer Bildteil) Kompetitives ABPP unter Einsatz von Verbindung 8 (10 pM) und FP-Biotin (10 pM)

bestatigt DPP8 und DPP9 neben anderen Enzymen wie z. B. FAP und HNE

(Genname ELANE) als primére Zielproteine von 8 (Ergebnisse gefiltert

nach Serinhydrolasen und SILAC-Verhiltnis > 3; Verhiltnis = Signalintensitit DMSO/ Signalintensitit in Gegenwart von Verbindung 8).

der Molekiile in biologischen Experimenten beriicksichtigt
werden muss. Da bisher keine 4-Oxo-B-lactame als DPP8/9-
Inhibitoren bekannt waren, wurde zuerst untersucht, ob
Teilstrukturen das Strukturgeriistes Ahnlichkeiten mit be-
reits beschriebenen DPP8/DPP9-Inhibitoren aufwiesen.
Wihrend einige unserer Verbindungen bereits bekannte
DPP8/DPP9-Inhibitions-Erkennungsmotive besitzen (z.B.
das Bisbenzyl-System in 7, welches auch in 1G244 zu finden
ist), konnten wir keine Hinweise auf 4-Oxo-f-lactam-ver-
wandte DPP8/9-Inhibitoren wie z.B. andere viergliedrige
Ringchemotypen finden. Wir untersuchten daher die struk-
turellen Ahnlichkeiten unserer Verbindungen zu bekannten
DPP8/9-Inhibitoren, welche bereits in ChEMBL v27 hinter-
legt sind, durch t-dispergierte stochastische Nachbarschafts-
implantation (t-SNE). Die Nutzung eines ECFP4-artigen
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Fingerabdruck (Radius 2, 2048 Bits) lieferte einen durch-
schnittlichen Tanimoto-Index von unter 0.13 fiir die Verbin-
dungen 6-9 im Vergleich zu vorherigen DPP8/9-Referenzli-
ganden. In allen Féllen wurde fiir den nichstgelegensten
Nachbar stets eine Tanimoto-Ahnlichkeit kleiner als 0.34
erhalten, was deutlich unter dem gewohnlichen Grenzwert
von 0.85 fiir dhnliche Liganden liegt (ein Tanimoto-Index
von 1.0 kennzeichnet zwei identische Molekiile, wihrend ein
Wert von 0 eine vollstindige Unterschiedlichkeit bezeich-
net).” Diese Daten belegen somit, dass 4-Oxo-B-lactame
neue Chemotypen fiir den Bereich der DPP8/9-Inhibitoren
darstellen, der aus einer ungewohnlichen Anordnung topo-
logischer Pharmakophor-Merkmale resultiert und graphisch
durch die isolierte Position im DPP8/9-Inhibitor-Cluster
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verdeutlicht  wird Abbil-
dung S1.4.).

Durch den Einsatz von konzentrationsabhéngigen kom-
petitiven Markierungsexperimenten mit der ABP FP-Rh in
Zellen, welche ausgewihlte Hydrolasen der DASH-Familie
iiberexprimierten, konnten dann die ICs;-Werte der Hem-
mung der Verbindungen 6-8 in Zellen bestimmt werden
(Tabelle 1). Die getesteten Verbindungen inhibierten DPP8
und DPP9 potent im nanomolaren Bereich (8 inhibierte
DPP9 im niedrigen mikromolaren Bereich), wobei Verbin-
dung 6 die effizienteste Hemmung zeigte. In allen Féllen
wurde DPPS stirker als DPP9 gehemmt (ICs, von 137 nM
vs. 409 nM fiir 6, 393 nM vs. 950 nM fiir 7, 292 nM vs.
1033 nM fiir 8). DPP4 wurde dagegen etwa 10-mal weniger
effizient inhibiert und fiir DPP7 konnte bei keiner der
getesteten Konzentrationen eine inhibitorische Wirkung
gemessen werden. Insgesamt verdeutlichen diese ABPP-
Experimente die hohe DPP8/9-Hemmpotenz der Verbin-
dungen 6-8.

Wihrend kompetitive ABPP-Experimente unverzichtbar
fiir einen frithen Einblick in die Hemm- und Selektivititsei-
genschaften von chemischen Inhibitoren in komplexen Pro-

(Hintergrundinformationen

Tabelle 1: Durch kompetitives ABPP bestimmte 1Cs, Hemmwerte [nM]
der 4-Oxo-P-lactame 6-8.

6 7 8
DPP8 137+40 393455 292+42
DPP9 409+78 950+£297 1033 £225
DPP4 1398 +298 1182+ 444 2699+617
DPP7 >10000 >10000 >10000

Tabelle 2: Biochemisches Inhibitionsprofil der 4-Oxo-f-lactame.

S

Ki’ [nM]® DPP8/DPP9-
o
R DPP8 DPP9 Selektivitat
N
6 ‘,IN\)/\(:LE 263+26  184+384 7x
n Oy
N 5241755  >2000 >4x
12 |”N 95.04+15.5  >2000 >21x%
HN S O
N/|
13 N 1744553 342430  0.2x
AN

14 EO O“? >2000 >2000

NS O

n.a.

2.7+0.6 11.4£3.5 4x

Forschungsartikel

[a] Die gezeigten Ki-Werte (Ki') wurden mittels Enzymkinetik-Analysen
in Gegenwart verschiedener Inhibitorkonzentrationen und unter An-
wendung der Morrison-Gleichung bestimmt. Diese Gleichung findet
gewodhnlich Anwendung fiir tight-binding-Hemmung und ist daher eine
geeignete Approximation fiir die Hemmwirkung kovalenter Inhibito-
ren. Die Tabelle gibt den Fehler unter Beriicksichtigung des 95%-
Konfidenzintervalls an.
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teomen sind, kann die systematische Bestimmung der fiir
die Inhibition notwendigen strukturellen Determinanten
durch verschiedene Faktoren, wie z.B. den unterschiedli-
chen Enzym-Expressionsraten von DPP8 und DPP9 in
Zellen, erschwert werden.

Um jedoch Einblicke in die molekulare Basis der DPPS-
oder DPP9-Inhibition zu gewinnen, wurden daher ausge-
wihlte 4-Oxo-B-lactam-Derivate synthetisiert und in bioche-
mischen Inhibitions-Assays getestet. Die entsprechenden
Ergebnisse sind in Tabelle 2 und in den ergénzenden Infor-
mationen in der Tabelle S1.5 hinterlegt. In diesem Zusam-
menhang wurde zuerst die durch 6 hervorgerufene potente,
nanomolare Hemmung von DPP8 (26.3 nM) und eine ca. 7-
fach geringere, dennoch immer noch nanomolare Inhibition
von DPP9 (184 nM) durch Bestimmung der Ki'-Hemmwerte
bestitigt. Im Folgenden wurde der Einfluss der terminalen
Arylgruppe auf die Hemmung untersucht (Verbindung 11,
Tabelle 2). Dabei zeigte 11 einen schwicheren Ki' von
528 nM im Falle von DPP8 und war im getesteten Konzen-
trationsbereich sogar inaktiv gegeniiber DPP9. Interessan-
terweise fithrte eine weitere strukturelle Reduktion durch
Entfernung des Piperazin-Rests innerhalb der Assaybedin-
gungen zu einer vollstindig inaktiven Verbindung (Hinter-
grundinformationen Tabelle S1.5).

Zur Untersuchung des zugrundeliegenden molekularen
Mechanismus der Inhibition wurden daraufhin Rontgen-
strukturanalysen von DPP8 in Komplex mit 6 und 11
durchgefiihrt. Die auf diese Art erhaltenen Strukturen
enthielten zwei Protomere in ihrer asymmetrischen Einheit
mit einer finalen Auflésung von 2.6 A im Falle von 6 bzw.
2.8 A fiir 11. Die vorliegenden Elektronendichten zeigten
eindeutig das Vorliegen einer kovalenten Bindung zwischen
den verschiedenen Liganden und DPPS8 durch eine Acylie-
rung der S755-Aminosdure. Interessanterweise zeigte die
Bindung von 6 an DPPS einen neuartigen Bindungsmodus
(Abbildung 4A): Anstatt die S2-S1-Bindetaschen zu bele-
gen, welche von Substrat-abgeleiteten Inhibitoren wie VbP
oder 1G244 besetzt werden, ragte die endstdndige Arylein-
heit von 6 in eine bisher von keinem Liganden besetzte
hydrophobe Bindetasche, welche in rdumlicher Nihe zur
S2'-Bindetasche lokalisiert ist (im Folgenden erweiterte S2’
(eS2")-Bindetasche genannt). Zusitzlich erfolgte keine Kon-
formationsdnderung des R-Segmentes, wogegen ein stark
ungeordnetes H865-Segment (Abbildung 4A, mit einem
Pfeil markiert), sowie eine unterbrochene SUBA-Doméne
(SUMO-bindender Arm zur Aktivierung von DPP8/9) be-
obachtet werden konnte.” Die Bedeutung der endstindi-
gen Aryleinheit fiir diesen neuartigen Bindungsmodus wur-
de durch die Co-Kristallstruktur mit 11 demonstriert
(Abbildung 4B): Abwesenheit dieser Molekiilgruppe resul-
tierte in einer kompletten Rotation der Bindungsorientie-
rung in die S2-S1-Bindetaschen, zusammen mit einer parti-
ellen Ordnung des R-Segments, dem Auftreten eines
strukturierten H865-Segments und einer intakten SUBA-
Doméne. Ein geordnetes H865-Segment ist generell Voraus-
setzung fiir die Substratbindung und spielt eine Schliisselrol-
le in der strukturellen Ordnung der katalytischen Triade
(S755-H865-D833). Die Ergebnisse lassen somit darauf
schlieBen, dass 6 eine katalytisch-inaktive Konformation
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Abbildung 4. Die Réntgenstrukturanalyse von 6 (PDB ID: 70Z7) und 11 (PDB ID: 7A3L) im Komplex mit DPP8 offenbart zwei verschiedene
Bindungsmodi. Die Elektronendichteverteilung (F,—F,) fiir die Liganden wird in 30 dargestellt. A) Verbindung 6 besetzt die S1'- und eine eS2'-
Bindetasche. Die Bindung geht mit einer Umordnung des H865-Segmentes (blauer Pfeil) und der SUBA-Domiine einher. B) Im Gegensatz bindet
11 an die S2-S1-Bindetaschen, welche hiufig von klassischen DPP8-Inhibitoren besetzt werden. Das entsprechende H865-Segment (blauer Pfeil)

und die SUBA-Domine bleiben hier in ihrer Grundordnung.

induziert, wihrend 11 in eciner Klassischen Substrat-dhnli-
chen Weise DPPS8 bindet. Dies bedeutet, dass 4-Oxo-f3-
lactame zwei verschiedene Bindungsmodi, einen Substrat-
bzw. einen nicht-Substrat-dhnlichen Modus einnehmen kon-
nen. Dabei wird der nicht-Substrat-dhnliche Bindemodus
durch eine geeignete Derivatisierung an der Piperazineinheit
induziert.

Der Einfluss der terminalen Arylgruppe auf die Hemm-
wirkung wurde im weiteren Verlauf durch den Austausch
des Bromophenyl-Restes durch eine Naphthalen- oder Chi-
nolineinheit untersucht (Tabelle 2, Verbindungen 12-13).
Von allen synthetisierten Verbindungen (Tabelle2 und
Hintergrundinformationen Tabelle S1.5.) zeigte das Naph-
thalen-Derivat 12 die groB3te Selektivitdt gegeniiber DPPS,
mit einem Ki' von 95 nM bei geichzeitiger Inaktivitdt gegen-
iiber DPP9 innerhalb der getesteten Konzentrationen (Ki' >
2000 nM, entsprechend einer mindestens 21-fachen Selekti-
vitdt). Die Kristallstruktur von 12:DPPS zeigte ein dhnliches
Ligand-Protein-Interaktionsmuster wie 6 (Abbildung SA),
was erneut die Bedeutsamkeit der eS2'-Tasche fiir die
DPPS8-Inhibition hervorhebt. Im Gegensatz dazu erwies sich
die Chinolinverbindung 13, welche sich von 12 nur durch die
Anwesenheit eines Stickstoff-Heteroatoms im aromatischen
Ringsystem unterscheidet, als potenter DPP9- Inhibitor
(DPP9 Ki'=34.2 nM vs. DPP8 Ki'=174 nM, 5-fache DPP9-
Selektivitdt). Der zugrundeliegende molekulare Mechanis-
mus wurde anhand einer Rontgenstrukturanalyse eines 13:
DPP9-Komplexes untersucht. Diese Analyse offenbarte,
dass 13 im Gegensatz zum Bindungsmodus von 12 in DPPS§
in einer klassischen Substrat-dhnlichen Art und Weise bin-
det und unter anderem die S2-S1-Bindetaschen von DPP9
besetzt (Abbildung 5B), obwohl eine entsprechende eS2'-
Bindetasche auch in DPP9 vorliegt. Aus diesem Grund kann
nur spekuliert werden, warum die eS2’-Tasche in DPP9 nicht
durch 13 angesteuert wird. Eine Erkldrung konnte die
leichte Verschiebung der Orientierung von Arginin R843
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(R868 in DPPS) sein, welche eventuell zu einer verringerten
Zuginglichkeit der eS2'-Bindetasche fiihrt. Unabhéngig von
dem genauen Auswahlmechanismus, der zur Ausprigung
des jeweiligen Bindungsmodus fiihrt, deuten diese Ergebnis-
se darauf hin, dass die Inhibitoransteuerung der eS2’-Binde-
tasche in DPP8 zu einer begiinstigten DPP8- vs DPP9-
Selektivitdat fithren konnte. Die eS2'-Bindetasche scheint
dabei bestimmte strukturelle Determinanten vorzuweisen,
die z.B. beim Austausch der Naphthalen-Gruppe durch
einen sterisch- anspruchsvolleren Pyren-Substituenten (Ver-
bindung 14) in einer inaktiven Verbindung resultiert und
somit eine limitierte sterische Toleranz offenbart. Dagegen
fiihrt die Einfiihrung eines flacheren und konformationell
weniger flexiblen TDIQ-Substituenten in 9 zu dem potentes-
ten Inhibitor dieser Studie (Ki'=2.7nM fiir DPP8 und
11.4 nM fiir DPP9). Die DPP8- vs. DPP9-Selektivitdt war
jedoch in diesem Falle geringer und die kristallographische
Analyse des Bindungsmodus zeigte ein komplexes Bin-
dungsmuster mit zwei simultan angeordneten Ligand-Mole-
kiilen in der Bindetasche (Abbildung 5C). Zwar ist ein
Ligand kovalent an die S755-Aminosdure gebunden und in
einer Substrat-dhnlichen Weise zur EE-Helix ausgerichtet;
der andere Ligand belegte jedoch die eS2'-Tasche iiber
nicht-kovalente Interaktionen. Dieser “duale Bindungsmo-
dus” in Kombination mit den vorherigen Erkenntnissen legt
nahe, dass Bindung sowohl an die S2-S1-Bindetasche als
auch an die hydrophobe DPP8-Tasche in einer vergleichba-
ren Bindungséffinitit resultiert. Anderseits scheint die Se-
lektivitat durch bevorzugtes Binden an die S1'-eS2’-Bindeta-
sche gesteuert zu sein.

Insgesamt gehen wir davon aus, dass die unterschiedli-
chen Bindungsmodi und die Spezifitit dieser Liganden von
feinen strukturellen Variationen zwischen DPP8 und DPP9
abhingig sind. Insbesondere das aktive Zentrum in DPP8
kann die beobachtete zwei-Liganden-Konfiguration, welche
durch die gezielte Ansteuerung der eS2'-Tasche eine hohe
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Abbildung 5. Réntgenstrukturanalyse von 12 (PDB ID: 7A3)) und 9
(PDB ID: 7A3G) im Komplex mit DDP8 und 13 (PDB ID: 7ZXS) im
Komplex mit DPP9 offenbart drei verschiedene Bindungsmodi. Die
Elektronendichte (F,—F,) fiir die Liganden wird in 30 dargestellt. A) 12
zeigt die ausgeprigteste DPP8-Selektivitit. Der Bindungsmodus dieser
Verbindung gleicht dem bereits beobachteten Modus von 6 und deutet
darauf hin, dass subtile Wechselwirkungen am Ende der Bindetasche
die Selektivitit von DPP8 gegeniiber DPP9 bestimmen. B) Die 13:
DPP9-Struktur zeigt die klassische Substrat-ghnliche Inhibitorausrich-
tung unter Belegung der S2-S1-Bindetasche. C) 9 ist der potenteste
DPP8- und DPP9-Inhibitor aus der Gruppe der getesteten Verbindun-
gen. Dessen Bindungsmodus ist komplexer und besteht aus einer
Anordnung von zwei Liganden in der Region des aktiven Zentrums; ein
Ligand bindet in die S2-S1-Bindetaschen, wihrend der andere die S1'-
€S2’ Region besetzt.
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strukturelle Instabilitdt in DPP8 erwirkt, einfacher ermogli-
chen. Gegensitzlich dazu besitzt DPP9 einen strikteren
Liganden-Bindungsmodus, welcher die Orientierung der
Molekiile zu einem Substrat-dhnlichen Typ beschrénkt.
Dariiber hinaus sind im Falle von DPP9 keine Zeichen von
struktureller Instabilitit zu erkennen und die R-Helix, sowie
andere strukturelle Motive sind im Kontrast zu den DPP8-
Ligand-gebundenen Strukturen eindeutig durch ihre Elek-
tronendichte definiert. Es ist anzumerken, dass diese Ergeb-
nisse durch die Synthese und Strukturanalyse weiterer 4-
Oxo-B-lactam-Derivate bestétigt wurden; in diesen Féllen
bevorzugten selektivere Inhibitoren stets die Bindung der
S1-eS2’-Bindetasche von DPP8 (Hintergrundinformationen
Tabelle S1.5 und  Hintergrundinformationen  Abbil-
dung S1.6).

Bisher beschrinken sich die vielversprechenden DPP8&/9-
inhibitorischen Eigenschaften der 4-Oxo-B-lactame auf bio-
chemische Assaydaten. Auf zellulirer Ebene induzieren
DPPS- und DPP9-Inhibitoren wie VbP und 1G244 die
Aktivierung des NLRP1-Inflammasoms. Diese geht mit der
Sekretion von pro-inflammatorischen Cytokinen wie IL-1B
oder IL-18, gefolgt von der Pyroptose, einer speziellen Form
des lytischen Zelltods, einher.** ! Um die Wirkung der 4-
Oxo-B-lactame auch in lebenden Zellen zu demonstrieren,
wurde daher im néchsten Schritt die Substanz-induzierte
Inflammasomaktivierung in myeloischen Zellen bestimmt.
Zu diesem Zweck wurden die Spiegel von IL-1p und der
Lactatdehydrogenase (LDH) als MaB fiir den lytischen
Zelltod in dendritischen Zellen aus dem Knochenmark von
Miusen (BMDCs) nach Behandlung mit den 4-Oxo-B-lacta-
men 6, 9 und 12 als auch der Positivkontrollen VbP und
1G244 quantifiziert (Abbildung 6A). Alle drei 4-Oxo-p-
lactame, mit Verbindung 9 als aktivste Substanz, 16sten die
Caspase-1-abhéngige Freisetzung von IL-1p, sowie Pyropto-
se in einer konzentrations-abhéngigen Art und Weise aus.
Jedoch waren alle drei Verbindungen weniger aktiv als die
Kontrollverbindungen VbP oder 1G244.

Im Gegensatz zum Menschen besitzen Méduse mehrere
NLRP1-Paraloge, von denen eines, NLRP1b, in C57bl/6
Maiusen fehlt. Entsprechend der Aktivierung mehrerer
NLRP1-Paraloge durch DPP8/9-Inhibitoren fiihrte die Be-
handlung von Zellen aus Balb/c-Méausen mit den 4-Oxo-f-
lactamen 6, 9 und 12, sowie der Kontrollsubstanz 1G244 zu
einer wesentlich stirkeren Inflammasom-Reaktion als eine
analoge Behandlung von Zellen aus C57bl/6-Méusen (Ab-
bildung 6B). Dabei waren die 4-Oxo-B-lactame 6 und 9 in
Zellen von Balb/c-M#usen aktiver als 12. In Ubereinstim-
mung mit einer NLRP3-vermittelten Inflammasom-Aktivie-
rung war die Nigericin-Kontrollbehandlung in Zellen beider
Mauslinien gleichwertig wirksam. Die Spaltung der In-
flammasom-Effektorprotease Caspase-1 und ihr Poren-bil-
dendes Substrat Gasdermin D als zusétzliche Indikatoren
fir die Inflammasomaktivierung wurden durch Western-
Blot-Analysen bestétigt (Hintergrundinformationen Abbil-
dung S1.7). Es gilt wichtigerweise anzumerken, dass die
potentiellen erweiterten Zielproteine (off-targets), welche in
den MS-basierten Assays identifiziert wurden, nicht mit der
DPP8/9-vermittelten Inflammasomaktivierung und Pyropto-
se assoziiert werden und deswegen nicht mit dem verwende-
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Abbildung 6. Inflammasom-Aktivierung durch DPP8/9-Inhibitoren. A) Wildtyp- und Caspase 1-defiziente BMDCs wurden mit LPS stimuliert und
anschliefend fiir 16 Stunden mit 5 pM Nigericin, 10 yM VbP, 10 uM 1G244 oder mit verschiedenen Konzentrationen von 6, 9 und 12 (10 und
100 yM) behandelt. B) Wildtyp- C57bl/6-, Balb/c- und Caspase 1-defiziente BMDCs wurden mit LPS stimuliert und anschlieRend fiir 16 Stunden
mit 5 uM Nigericin, 10 uM VbP, 10 M 1G244 oder 100 M von 6, 9 oder 12 behandelt. Die Freisetzung von IL-13 und LDH in den Uberstand

wurde jeweils durch ELISA und einem kolorimetrischen Assay bestimmt.

ten Assay interferieren sollten. Zwar ist FAP in der Regula-
tion des Zelltods involviert und ABHD16A wird mit Lyso-
PS, sowie Lipopolysaccharid-induzierter Cytokinproduktion
assoziiert,?! jedoch stehen beide Enzyme nicht in direkter
Verbindung zur Inflammasomaktivierung. ELANE wurde
kiirzlich in den Zusammenhang mit Neutrophil-spezifischen
Signalwegen unterhalb der Inflammasomaktivierung ge-
bracht und der entsprechende Signalweg kann auch mit IL-
1B-Freisetzung assoziiert werden. Es handelt sich dabei aber
um einen Pyroptose-unabhéngigen, nicht-lytischen Weg, der
zu keinem Anstieg der LDH-Freisetzung fiihrt.””! Zusam-
menfassend weisen somit die Ergebnisse auf eine Inflamma-
somaktivierung hin und zeigen damit eine DPP8/9-vermittel-
te Zielaktivierung in primiren Immunzellen.

Zusammenfassung

Die Suche nach selektiven Inhibitoren von DPP8 und DPP9
ist ein aktuelles Thema der chemischen Biologie. Deren
Wirkstoffdesign ist aufgrund der hohen Strukturdhnlichkeit
und einer geteilten Substratspezifitit der beiden Enzyme
eine hohe wissenschaftliche Herausforderung.

In dieser Arbeit konnten wir durch die Nutzung einer
integrierten Gel- und Massenspektrometrie-basierten
ABPP-Plattform die bisher unbekannte Pharmakologie der
4-Oxo-B-lactame aufkldren und meta-substituierte N-Aryl-4-
oxo-B-lactame als potente und strukturell-diverse DPPS8-
und DPP9-Inhibitoren mit vielversprechender Potenz und
Selektivitdt auffinden. Durch die Kombination von Proteo-
mik, chemischer Synthese, Strukturbiologie und bioinforma-
tischer Analyse wurden die 4-Oxo-B-lactame dann als inno-
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vativer Chemotyp fiir die DPP8-Modulation entwickelt. Die
rational entworfenen 4-Oxo-fB-lactame erreichten dabei eine
hohe DPP8/9-Selektivitit, wie z.B. im Falle der Verbindun-
gen 12 (>21-fache Selektivitit gegen DPP8) oder 13 (>5-
fache Selektivitit gegen DPP9). Die anschlieBende Aufkli-
rung der Ligand-Protein-Kristallstruktur dieser Verbindun-
gen mit entweder DPP8 oder DPP9 offenbarte anschlieBend
die Prisenz einer bisher weitestgehend unbeachteten eS2'-
Bindetasche in DPPS8, die durch das Ansteuern mit Inhibito-
ren zu einer DPP8- vs. DPP9-Selektivitét fithren kann.
Unsere Arbeit legt daher nahe, dass eine rationale
Modifikation von “klassischen” Substrat-dhnlichen Inhibito-
ren mit strukturellen Gruppen, die auf die beschriebene
eS2'-Tasche abzielen, der Schliissel zu wirksameren und
selektiveren DPP8-Inhibitoren sein konnte. Diese wertvol-
len strukturellen Daten fehlten in vorherigen DPP8/9-Inhi-
bitorentwicklungsstudien und waren in der vorliegenden
Arbeit eine groBe Hilfe zur Entwicklung von Inhibitoren
mit dem bisher besten DPP8/9-Selektivititsindex. Wir glau-
ben, dass sie auch fiir das zukiinftige Inhibitordesign hilf-
reich sein werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass auch
wenn die ABPP-Experimente eine gute Targetselektivitét
innerhalb der Serinhydrolasefamilie vermuten lassen, bei
der Verwendung dieser Inhibitoren zur Untersuchung der
DPP8/9-Funktion in biologischen Tests immer geeignete
Kontrollen angewendet werden miissen, da andere Off-
Target-Effekte dieser Verbindungen nicht vollstdndig ausge-
schlossen werden konnen. Alles in allem ermoglicht die
leistungsstarke und integrierte Plattform aus der Kombinati-
on von ABPP-Techniken und klassischem Wirkstoffdesign
frithen Zugang zu Daten beziiglich der Potenz und Selekti-
vitdt von Leitstrukturen und ist aus diesem Grund unerléss-
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lich zur Vermeidung von spiteren Fallstricken im Verlauf
der Arzneimittelentwicklung.
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