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Zusammenfassung: Dipeptidyl-Aminopeptidase IV wurde im Serum von 378 Patienten untersucht. Bei Neo-
plasmata und Hepatitiden waren die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwerte signifikant erhoht, nicht aber
bei Lebercirrhose. Korrelationen bestanden zu den Cholestaseenzymen; nur bei den Neoplasmata zu Lactat-
dehydrogenase. Die Hauptkomponentenanalyse ordnete Dipeptidyl-Aminopeptidase IV keiner Enzymgruppe
zu, sondern stellte sie als eigenstindigen Parameter dar.

An der Ratte wurde der EinfluB der Galaktosaminhepatitis auf die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit
und Glykosylierung in Serum und Leberplasmamembran untersucht. Im Verlauf der Hepatitis stieg die
Aktivitidt der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in Serum und Leberplasmamembran an. Die Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV im Serum wies eine Weizenkeim-Lektin nicht bindende Variante auf, welche in der Plasma-
membran nicht vorhandéen war. Die auf der Plasmamembran vorkommende Concanavalin A und Weizenkeim-
Lektin bindende Glykosylierungsvariante trat im Verlauf der Galaktosaminhepatitis vermehrt im Serum auf.
Dipeptidyl:Aminopeptidase IV im Serum des Menschen hatte das gleiche Lektinbindungsmuster wie die
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV deér Plasmamenbran von Ratten. Die Lektinaffinitdtschromatographie der
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im Serum bei Lebercirrhose zeigte das gleiche Bindungsmuster wie bei Gesun-
den (96% —98% Bindung an Concanavalin A und Weizenkeim-Lektin).

Dipeptidyl aminopeptidase IV in hospitalized patients and in galactosamine hepatitis of the rat:
Activity and lectin affinity chromatography in serum and hepatic plasma membranes

Summary: The activity of dipeptidyl aminopeptidase IV was studied in the sera of 378 hospitalized patients.
The mean activity of dipeptidyl aminopeptidase IV was elevated significantly in patients with neoplasmata
and hepatitis, but not in patients with liver cirrhosis. Significant correlations (p < 0.001) existed with y-
glutamyl transferase, glutamate dehydrogenase, alkaline phosphatase and leucine aminopeptidase. A significant
correlation with lactate dehydrogenase existed only in patients with neoplasmata. Principal component analysis,
performed with aspartate- aminotransferase, alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, leucine amino-
peptidase, lactate dehydrogenase and dipeptidyl aminopeptidase IV, revealed correlations between the activities
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of aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase, and between alkaline phosphatase and leucine
aminopeptidase, but neither dipeptidyl aminopeptidase IV nor lactate dehydrogenase showed any correlation
with either of these two groups. In lectin affinity chromatography with concanavalin A and wheat germ lectin
sepharose, serum dipeptidyl aminopeptidase IV from liver cirrhosis patients showed the same binding pattern
as that from healthy subjects.

The activity and glycosylation of dipeptidyl aminopeptidase IV in serum and hepatic plasma membranes was
investigated in rats, following the induction of hepatitis with galactosamine. In the serum, dipeptidyl ami-
nopeptidase IV activity was elevated as early as 6 h after galactosamine injection, and the elevated activity
persisted until the 7* day. At the same time dipeptidyl aminopeptidase IV activity was also elevated in the
hepatic plasma membrane. Ninety eight percent of hepatic dipeptidyl aminopeptidase IV bound to concana-
valin A as well as to wheat germ lectin and this value was unchanged during hepatitis. In the serum of control
rats, 90% of dipeptidyl aminopeptidase IV bound to concanavalin A but only 39% to wheat germ lectin.
During galactosamine hepatitis, the wheat germ lectin binding fraction of serum dipeptidyl aminopeptidase
IV increased significantly (p < 0.001) from 39% to 59%. We suggest that the increased levels of dipeptidyl
aminopeptidase IV in serum are derived from the hepatic plasma membrane, where dipeptidyl aminopeptidase

IV accumulates during hepatitis.

Our data do not suggest a role for serum dipeptidyl aminopeptidase IV in clinical diagnosis.

Einfilhrung

Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (EC 3.4.14.5), ein Gly-
koprotein mit Exopeptidaseaktivitit, ist in vielen Or-
ganen und Korperfliissigkeiten nachweisbar. Thre phy-
siologische Funktion liegt wahrscheinlich in der Spal-
tung von Fibrin (1) (antithrombotische Wirkung),
Substance P (2) (Aktivierung, GefdBregulation) und
Hydrolyse Prolin-enthaltender Oligopeptide im
Diinndarm (3) (Digestion). Der Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV-Nachweis hat diagnostische Bedeutung
in der cytochemischen Differenzierung von T-lym-
phocytédren Leukdmien. Die diagnostische Wertigkeit
der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Bestimmung im
Serum wird sehr kontrovers beurteilt. In der Literatur
findet man widerspriichliche Angaben iiber den An-
stieg der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit im
Serum bei Hepatitis, Lebercirrhose, VerschluBikterus,
entziindlichen Darmerkrankungen, Herzinfarkt, Hy-
pertonie und die Verminderung der Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV-Aktivitdt bei Magen- und -Pankreas-
neoplasmata und Leukosen (4—7).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV-Aktivitidt im Serum in einem groBen
unselektierten Krankengut untersucht und zu Routi-
nelaborparametern in Beziehung gesetzt. Da Glyko-
proteine eine groBe Variabilitit der Glykosylierung
aufweisen, wurde gepriift, ob die Sensitivitit der Ak-
tivitdtsbestimmung im Serum durch Auftrennung der
Glykosylierungsvarianten mit Lektinaffinitdtschro-
matographie erh6ht werden kann. Der Verlauf der
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit und die
gleichzeitige Anderung des Glykosylierungsmusters in
Serum und Leberplasmamembran wurde am Modell
der Galaktosaminhepatitis der Ratte verfolgt.

Material und Methoden

In Seren von 378 unselektierten stationdr im Universitatskli-
nikum Tiibingen behandelten Patienten sowie 24 Kontrollper-
sonen wurde Aspartataminotransferase, Alaninaminotransfe-
rase, y-Glutamyltransferase, alkalische Phosphatase, Leucin-
Aminopeptidase, Glutamatdehydrogenase, Lactatdehydroge-
nase, Cholinesterase, Bilirubin, Serumeiwei und Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV bestimmt. Im gesamten Krankengut und
in einzelnen Diagnosegruppen wurden die Mittelwerte der Di-
peptidyl-Aminopeptidase IV und Korrelationen zu den oben
genannten Analyten errechnet. Mit Dipeptidyl-Aminopeptidase
1V, Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase, alkali-
scher Phosphatase, Leucin-Aminopeptidase und Lactatdehy-
drogenasé als KenngroBen wurde eine Hauptkomponenten-
analyse (n = 351) nach Quadratwurzeltransformation mit dem
Programmpaket PAS, Proc. Factor (8) durchgefiihrt. An'6
Patienten mit Lebercirrhose und 9 Gesunden wurde die Lektin-
affinitdtschromatographie mit Concanavalin A-Sepharose und
Weizenkeim-Lektin-Sepharose 6 MB eingesetzt.

Nach intraperitonealer Injektion von Galaktosaminhydro-
chlorid (375 mg/kg K 6rpergewicht gelost in 0,8 ml dest. Wasser,
Fa. Roth, Karlsruhe) zur Induktion einer Hepatitis (9) bei
minnlichen Wistar-Ratten (Tierzucht Ivanovas, Allgiu, Alt-
romin®, Wasser ad libitum) wurde nach 3, 6, 12h und 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 Tagen jeweils 4 Ratten durch Punktion der Vena cava
Blut entnommnien und Aspartataminotransferase, Alaninami-
notransferase, alkalische Phosphatase, Glutamatdehydroge-
nase, Cholinesterase und Dipeptidyl-Aminopeptidase IV be-
stimmt. Die Lektinaffinitdtschromatographie wurdé mit Serum
und Leberplasmamembranen gesunder Ratten sowie 36 Stun-
den und 8 Tage nach Hepatitisinduktion an jeweils 4 Tieren
durchgefiihrt. ’

Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase, alkalische
Phosphatase, Leucin-Aminopeptidase, Glutamatdehydroge-
nase, y-Glutamyltransferase, SeérumeiweiB8, Bilirubin, Lactat-
dehydrogenase und Cholinesterase wurden nach Standardme:
thoden der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemié be:
stimmt.

Die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitdt im Serum wirde
mit der Methode von Nagatsu (10) mit Glycyl-L-Prolin-p-Ni-
troanilid-tosylat (Fa. Roth, Karlsruhe) als Substrat bei 37 °C
und 405 nm bestimmt (Gilford Spectrophotometer 250 mit
Recorder, Gilford Insttument Lab. Inc., Oberlin, Ohio). Serum
(100 pl) wurde mit 100 pl Substratlosung (34,2 mmol/l) und
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1900 pul Puffer A (pH 8.0, 0.1 mol/l TRIS, 3,1 mmol/l NaN;,,
0.1 mol/l NaCl, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgCl,, 5 g/l Triton
X 100) 10 Minuten inkubiert und die Extinktionsinderung
aufgezeichnet. Der Leerwert (100 ul Substratldsung mit 2000
ul Puffer A) wurde subtrahiert.

Leberplasmamembranen wurden wie von Bachmann (11) be-
schrieben pripariert. Nach Homogenisation im Glashomoge-
nisator nach Potter-Elvehjem (Fa. Braun, Melsungen) mit 2000
ul Medium (1.0 mmol/l NaHCO;, 0.5 mmol/l CaCl;) wurde
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in folgendem Ansatz bestimmt:
20 ul Plasmamembranhomogenat, 930 pl Puffer A, 50 pl Sub-
stratlosung.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry et al. (12).

Fiir die Lektinaffinitdtschromatographie wurden jeweils 1 ml
Serum oder Tritonextrakt aus Plasmamembranen (hergestellt
nach l.c. (13)) auf 12 ml Lektingel (Concanavalin A Sepharose
und Weizenkeim-Lektin 6MB, Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala) aufgetragen und nach 15miniitigem Einwirken mit
150 ml Puffer A bei 22 °C portionsweise eluiert. Die lektinge-
bundene Dipeptidyl-Aminopeptidase IV wurde mit 4 g/l N-
Acetylglucosamin (Sigma, St. Louis) in Puffer A fiir Weizen-
keim-Lektin und 4 gfl a-Methylmannopyranosid (Fa. Roth,
Karlsruhe) fiir Concanavalin A eluiert. Fiir die Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV-Bestimmung wurden 2000 ul Eluat mit 100
ul Substratlésung inkubiert.

Zur statistischen Auswertung diente der t-Test und die Fischer-
Transformation.

Ergebnisse

Enzymprofil im Serum bei Galaktosamin-
hepatitis (Abb. 1)

Bereits 6 h nach Galaktosaminapplikation war die
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit im Serum
mit 34 U/l signifikant (p < 0,001) gegeniiber der ge-
sunden Kontrollgruppe (20 U/I) erh6ht. Die maximale
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit am 2. Tag
war 7mal hoéher als der Ausgangswert, welcher nach
8 Tagen wieder erreicht war. Aspartat- und Alanin-
aminotransferasé waren bereits nach 24 h maximal
erhoht (Aspartataminotransferase auf das 36fache)
und nach 4 Tagen wieder im Referenzbereich. Die
Glutamatdehydrogenase war nach 24 h auf dem
Hochstwert mit dem 352fachen des Ausgangswertes
anbelangt und zwar nach 4 Tagén wieder auf Referenz-
werte abgefallen. Die Cholinesterase sank am 2. Tag
auf % des Ausgangswertes und erreichte nach 5 Tagen
wieder normale Werte. Die hochste Aktivitdt der al-
kalischen Phosphatase wurde nach 2 Tagen gemessen.
Sie sank nach 6 Tagen wieder auf normale Werte.

Im zeitlichen Verlauf der ‘Galaktosaminhepatitis kor-
relierten die Aktivititen der Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV im Serum hochsignifikant (p < 0,001) mit
den Werten der alkalischen Phosphatase (r = 0,88).
Weitere signifikante Korrelationen bestanden nicht.
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Fig. 1. Serumenzymprofil der Galaktosaminhepatitis:
Mittelwerte von jéweils 4 Tieren

Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitidt in
der Leberplasmamembran

Die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit im Ho-
mogenat der Leberplasmamembranen von 4 Ratten
stieg 36 h nach Galaktosamininjektion auf das
1,5fache des Ausgangswertes. Diese Aktivititszu-
nahme war signifikant (p < 0,01). Nach 8 Tagen er-
reichte die Aktivitit der Dipeptidyl-Aminopeptidase
IV in Plasmamembranen wieder Normalwerte

(Tab. 1).
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Tab. 1. Aktivitit und Lektinbindung der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in Leberplasmamembranen bei Galaktosamin(Gal-N)-

Hepatitis der Ratte

Mittlere Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit in Units pro mg Protein im Plasmamembran_homogenat.
Lektinbindung der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in Tritoniiberstand von Plasmamembranen in Prozent.

8 Tage nach Gal-N-

Vor Gal-N-Injektion 36 h nach Gal-N-
Injektion Injektion

Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (U/mg) 0,44 + 0,08 0,68 + 0,13 0,36 + 0,07
X+sn=4) it
Bindung an Concanavalin A (%) 98 +2 97 +4 9 +2
X+s@m=6) .
Bindung an Weizenkeim-Lektin (%) 98 +4 98 +2 97 %3
X+ts

Lektinaffinititschromatographie

Die Lektinaffinitdtschromatographie an 6 Ratten vor
und 36 h nach Galaktosamininjektion ergab eine mit
dem Anstieg der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im
Serum einhergehende Anderung des Lektinbindungs-
verhaltens: Die Bindung der Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV im Serum an Weizenkeim-Lektin stieg von
39% bei unbehandelten Ratten auf 59% bei Hepatitis-
Tieren. Die Bindung an Concanavalin A blieb auch
nach Galaktosamininjektion im Serum unverdndert
iber 90% (Tab. 2).

Tab. 2. Lektinbindung der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im
Serum bei Galaktosamin(Gal-N)-Hepatitis

Vor Gal-N- 36 h
Injektion nach Gal-N-
Injektion
Bindung an Concanavalin A 93 +9 96 + 3
(%)% + s
Bindung an Weizenkeim-Lektin @ 39 + 7 59+ 5
(%)% £+ s
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV- 20 + 5 98 + 24

Aktivitat (U/l) X + s

Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im Tritonextrakt von
Leberplasmamembranen band zu 98% an Concana-
valin A und Weizenkeim-Lektin. Der Aktivitatsan-
stieg nach Galaktosamininjektion brachte keine An-
derung des Bindungsverhaltens der Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV von Plasmamembranen mit sich
(Tab. 1).

Klinische Studie
Der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert bei 24
Gesunden lag bei 24 U/l (s = 4,4 U/I).

Im unselektiertenn Gesamtkrankengut war der Dipep-
tidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert mit 31,1 U/l
(s = 14,5 U/) signifikant (p < 0,001) erhoht.

Hochsignifikante Korrelationen (p < 0,001) fanden
sich zwischen Dipeptidyl-Aminopeptidase IV und y-
Glutamyltransferase (r = 0,47, n = 218), Glutamat-
dehydrogenase (r = 0,36, n = 278), alkalischer Phos-

phatase (r = 0,29, n = 366) und Leucin-Aminopepti-

dase (r = 0,44, n = 367).

Mit Aspartataminotransferase, Alaninaminotransfe-
rase, alkalischer Phosphatase, Leucin-Aminopepti-
dase, Lactatdehydrogenase und Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV (n = 351) wurde eine Hauptkomponen-
tenanalyse durchgefithrt. Mit 3 unabhidngigen Fak-

Tab. 3. Hauptkomponentenanalyse mit sechs Enzymen im
Serum im klinischen Krankengut (s. Abb. 2):

Factor Pattern:

Faktor 1  Faktor 2 Faktor 3
Dipeptidyl-Amino- 0,49085 —0,67774 —0,15106
peptidase IV
Aspartatamino= 0,82911 0,2845 -=0,32985
transferase
Alaninamino- 0,76743 0,11482 -0,53106
transferase
Alkalische Phos- 0,67517 —0,17366 .0,61336
phatase
Lactatdehydro- 0,45865 0,69970 0,31022
genase
Leucin-Amino- 0,81680 —0,23874 0,24336
peptidase
Varianz:
Faktor 1  Faktor 2 Faktor 3
2,850675 1,130194 0,945319
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toren konnten 82% der Varianz der 6 KenngroBen
erklirt werden. Das Korrelationsmuster der 3 Fak-
toren mit den 6 KenngréBen (Tab. 3) wird in Abbil-
dung 2 deutlich: Aspartataminotransferase liegt mit
Alaninaminotransferase und alkalische Phosphatase
mit Leucin-Aminopeptidase im gleichen Quadranten
des dreidimensionalen Koordinatensystems entspre-
chend ihrer mathematischen Korrelation mit den 3
Faktoren. Lactatdehydrogenase und Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV sind isoliert in jeweils eigenen Qua-
dranten lokalisiert.

Faktor 1,+1

|

|
:FukforE 1 |
k-

AL
Faktor 2,-1 e |
|

Faktor 2,+1

Y it S B
7 7/
P || A |

‘Faktor 3, -1

Fig. 2. Graphische Darstellung der Hauptkomponentenana-
lyse:
Die Koordinaten in der dreidimensionalen Darstellung
entsprechen den drei Faktoren aus Tabelle 3. Die Po-
sition der Enzyme wird durch ihre Korrelation mit den
Faktoren bestimmt.
o Dipeptidyl-Aminopeptidase IV
x Aspartataminotransferase
V Alaninaminotransferase
m Alkalische Phosphatase
A Leucin-Aminopéptidase
+ Lactatdehydrogenase

Diagnosegruppen

Aus dem Gesamtkrankengut wurden folgende Dia-
gnosegruppen selektiert (Tab. 4):

Tab. 4. Diagnosegruppen im Uberblick:

1. Leukosen (n = 26)

Der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert (27,7
U/l, s = 18,7) dieser Gruppe unterschied sich nicht
signifikant von den Gesunden und auch nicht vom
Gesamtkrankengut. Signifikante Korrelationen zu an-
deren Analyten bestanden nicht.

2. Neoplasmata (n = 31)

Den groBten Anteil stellten Mamma- (n =12) und
Bronchialcarcinome (n = 6). Der Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV-Mittelwert lag mit 33,1 U/l (s = 18,3)
signifikant (p < 0,01) iiber dem der Gesunden. Nur
in dieser Gruppe korrelierte Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV signifikant mit Lactatdehydrogenase
(p < 0,01, r =0,47).

3. Virushepatitis (n = 14)
Hier fanden wir die hochsten Dipeptidyl-Aminopep-

~ tidase IV-Werte, im Mittel 46,6 U/l (s = 14,2). Dieser

Mittelwert war signifikant (p < 0,001) héher als bei
den Gesunden und den Nichthepatitiskranken des
Gesamtkrankengutes. Signifikante Korrelationen zu
anderen Enzymen im Serum bestanden nicht.

4. Lebercirrhose (n = 17)

Der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert war
mit 34 U/l und der hohen Standardabweichung von
28,7 U/l nicht signifikant erhoht gegeniiber dem Re-
ferenzkollektiv. Signifikante Korrelationen zu ande-
ren Enzymen im Serum lagen nicht vor.

Lektinaffinitdtschromatographie der Dipep-
tidyl-Aminopeptidase IV im Serum bei Le-
bercirrhose und Gesunden

98% der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV aus dem Se-
rum von Gesunden (n = 6) banden an Concanavalin
A, 96% der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV banden
an Weizenkeim-Lektin.

Dieses Bindungsmuster blieb unverdndert bei 9 Pa-
tienten mit Lebercirrhose (Tab. 5).

Leukosen Neoplasmata  Hepatitis Lebercirrhose ~ Gesunde
n o o o 26 31 14 17 24
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (U/l) 27,7 + 18,7 33,1 + 18,3 46,6 + 14,2 34,0 + 28,7 24,0 + 4,4
Xts
Korrelation* mit — Lactat- - - -
- dehydrogenase

* signifikante Korrelation (p < 0,01)

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 27, 1989 / No. 9
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Tab. 5. Lektinbindung von Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im
Serum des Menschen bei Lebercirrhose und Gesunden:

Gesunde Leber-

cirrhose
n 6 9
Bindung an Concanavalin A (%) 98 + 2 98 + 1
Xts
Bindung an Weizenkeim-Lektin (%) 96 + 5 97 + 2
X+s
Dipeptidyl-Aminopeptidase 29 + 15 32 + 17

IV-Aktivitdt (U/I) X + s

Diskussion

Am Modell der Galaktosaminhepatitis der Ratte soll-
ten die Auswirkungen der Hepatitis auf ein hepato-
zelluldres Glykoprotein, die Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV, untersucht werden. Trotz vieler widerspriich-
licher Angaben iiber die Aktivitit der Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV im Serum bei hepatobilidren Er-
krankungen (4, 5) gibt es bisher keine experimentellen
Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Aktivitit
im Serum nach Einwirken der Noxe, iiber die Akti-
vitit der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV in der Le-
berzellmembran und iiber die Glykosylierung bzw.
Anderung der Glykosylierung im Verlauf der Erkran-
kung.

Die Amplitude des Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-
Anstieges im Verlauf der Galaktosaminhepatitis ist
mit dem 7fachen zwar gering im Vergleich mit den
Transaminasen und Glutamatdehydrogenase, aber die
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV war das am friihesten
(6 h) und am lingsten (8 Tage) erhéhte Enzym. Dieser
Verlauf ist der alkalischen Phosphatase dhnlich, wel-
che auch vornehmlich mikrosomaler Herkunft und
gallekanalikuldr lokalisiert ist (14, 15). Dies kommt
in der hochsignifikanten Korrelation (p < 0,001) bei-
der Enzyme zum Ausdruck.

Gleichzeitig mit dem Anstieg der Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV-Aktivitit im Serum war auch die Dipep-
tidyl-Aminopeptidase IV-Aktivitit in der Leberplas-
mamembran erhéht.

Die Lektinaffinitidtschromatographie zeigte Unter-
schiede der Glykosylierung von Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV im Serum und Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV der Plasmamembran: Wihrend in der Plas-
mamembran die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV voll-
stindig an Concanavalin A und Weizenkeim-Lektin
bindet, gibt es im Serum zusitzlich eine Weizenkeim-
Lektin nicht bindende Variante. Diese Glykosylie-
rungsvariante der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV

tragt 59% zur Gesamtaktivitdt bei. Sie kOnnte ent-
weder durch Einwirken von Glykosidasen aus mem-
brandrer Dipeptidyl-Aminopeptidase IV entstehen
oder aus anderen Organen stammen, z. B. dem Darm,
wo Erickson et al. (16) ebenfalls Weizenkeim-Lektin
nicht bindende Dipeptidyl-Aminopeptidase IV fan-
den. Im Verlauf der Galaktosaminhepatitis steigt der
Anteil der Weizenkeim-Lektin biriddenden Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV im Serum, also der Variante, die
in der Plasmamembran der Leber vorhanden ist.
Gleichzeitig steigt in der Plasmamembran die Akti-
vitit der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV ohne Ande-
rung des Glykosylierungsmusters.

Wir schlieBen daraus, daB Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV bei der Galaktosaminhepatitis vermehrt aus
den Mikrosomen in di¢ Plasmamembran eingebaut
und von dort ins Serum abgegeben wird. Da Galak-
tosamin durch Manipulation des hepatozelluldren
Uracilnucleotid-Stoffwechsels (Akkumulation von
Uridin-diphosphat-galaktosamin, Mangel an Uridin-
triphosphat) die Proteinsynthese inhibiert (9), ist nicht
anzunchmen, dafl eine gesteigerte Neusynthese von
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV stattfindet. Urséchlich
fiir die vermehrte Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Ak-
tivitit in der Plasmamembran kénnte aber eine Sto-
rung des vesikelvermittelten intrazelluliren Trans-
portes sein, welche die Interiorisation mémbranstin-
diger Dipeptidyl-Aminopeptidase IV inhibiert.

Ziel der klinischen Studie war, Dipeptidyl-Aminopep-
tidase IV in ihrer Beziehung zu diagnostisch bewahr-
ten Routineanalyten darzustellen und zu priifen, ob
Verdnderungen der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-
Aktivitdt im Serum bestimmten Krankheitsgruppen
zuzuordnen sind.

Der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert des
unselektierten Gesamtkrankengutes lag signifikant
iber dem der Gesunden. Das war bei der Vielzahl
von Erkrankungen, die mit erhéhten Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV-Werten einhergehen sollen, zu erwar-
ten. Hopsu-Havu et al. (17) errechneten bei 286 Pa-
tienten keinen gegeniiber Gesunden erhdhten Dipep-
tidyl-Aminopeptidase IV-Mittelwert, obwohl sie mit
22,6 U/l annidhernd den gleichen Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV-Mittelwert bei Geésunden wie. wir (24
U/l) fanden. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich
in der unterschiedlichen Zusammensetzung des Kran-
kengutes begriindet.

Im Gesamtkrankengut bestanden hochsignifikante
Korrelationen zwischen Dipeptidyl-Amihopeptidase
IV und alkalischer Phosphatase, Leucin-Aminopep-
tidase, y-Glutamyltransferase und Glutamatdehydro-
genase (p < 0,001). Damit kénnte Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV zu den Cholestase-anzeigendén En-
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zymen gehoren, was die enge Korrelation zur alkali-
schen Phosphatase bei der Galaktosaminhepatitis zu
bestétigen scheint.

Diese Korrelationen sind auffilligerweise bei Hepa-
titiden und Lebercirrhosen nicht nachweisbar. Dafiir
besteht in der Diagnosegruppe Neoplasmata neben
einem erhohten Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-Mit-
telwert eine Korrelation mit Lactatdehydrogenase, die
sich im Gesamtkrankengut nicht nachweisen 1iBt.
Moglicherweise wird also auch Dipeptidyl-Amino-
peptidase IV als unspezifisches Zeichen des Zellzer-
falls aus Tumorgewebe wie Lactatdehydrogenase frei-
gesetzt oder gelangt aufgrund struktureller Verdnde-
rungen der Tumorzellmembran vermehrt ins Serum,
wie es beim Morris-Hepatom beschrieben wurde (18).

Signifikant erhéhte Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-
Werte bestanden, den Befunden des Tiermodells ent-
sprechend, bei Hepatitiden, wo die héchsten Dipep-
tidyl-Aminopeptidase IV-Werte gefunden wurden.
Aber auch hier war die Amplitude des Dipeptidyl-
Aminopeptidase IV-Anstiegs(Verdoppelung), vergli-
chen mit den Transaminasen, gering.

Bei Leukosen fanden wir im Gegensatz zu Literatur-
angaben (6) keine erniedrigten Dipeptidyl-Aminopep-
tidase IV-Werte.

Mit der Faktorenanalyse sollte die Beziehung der
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV zu den in der Routine-
analytik bestimmten Enzymen Aspartataminotrans-
ferase, Alaninaminotransferase, alkalische Phospha-
tase, Leucin-Aminopeptidase und Glutamatdehydro-
genase weiter gekldrt werden. Dieses Verfahren (Abb.
2) zeigt die Zusammenhédnge und Abhéngigkeiten zwi-
schen den 6 Enzymen durch Reduktion auf 3 mathe-
matischen Faktoren. Das mathematische Modell ver-
deutlicht die klinisch bekannte Korrelation zwischen
Aspartat-/Alaninaminotransferase und alkalischer
Phosphatase/Leucin-Aminopeptidase genauso wie die

Literatur
1. Mentlein, R. & Heymann, E. (1982) Dipeptidyl peptidase

IV inhibits the polymerisation of fibrin monomers. Arch. -

BRiochem. Biophys. 217, 748 - 750.

2. Heymann, E. & Mentlein, R. (1978) Liver dipeptidylami-
nopeptidase IV hydrolyses substance P. FEBS-Letters 9/,
360—364. o

3. Morita, A., Chung, Y., Freemann, H., Erickson, R., Slei-
senger, M. & Kim, Y. (1982) Intestinal assimilation of a
proline containing tetrapeptide. J. Clin. Invest. 72, 610—
616.

4. Hino, M., Nagatsu, T., Kakumio, S., Okuyama, S., Yoshii,
Y. & Nagatsu, J. (1975) Glycyl-prolyl-beta-naphthyl-
amidase activity in human serum. Clin. Chim. Acta 62,
5—11.

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 27, 1989/ No. 9

Sonderstellung der Lactatdehydrogenase. Keinem die-
ser Enzyme wird jedoch Dipeptidyl-Aminopeptidase
IV zugeordnet. Abbildung 2 veranschaulicht die Be-
ziechung der Enzyme zu den drei Faktoren, welche als
Koordinaten im dreidimensionalen Koordinatensy-
stem dargestellt sind.

Einen geringfiigigen Dipeptidyl-Aminopeptidase IV-
Aktivitdtsanstieg findet man also bei einer Vielzahl
von Erkrankungen, ohne Spezifitit fiir eine Diagnose-
gruppe. Auch wenn Korrelationen zu den Cholestase-
Enzymen bestehen, gehort Dipeptidyl-Aminopepti-
dase IV nach dem Ergebnis der Hauptkomponenten-
analyse nicht dieser Gruppe an.

Der Dipeptidyl-Aminopeptidase 1V-Mittelwert bei
Lebercirrhose lag zwar iiber dem Wert Gesunder, war
aber aufgrund der hohen Standardabweichung nicht
signifikant erh6ht. Mit Hilfe der Lektinaffinititschro-
matographie untersuchten wir, ob sich signifikante
Anderungen der Glykosylierung dhnlich wie bei der
Galaktosaminhepatitis nachweisen und damit viel-
leicht Spezifitdt und Sensitivitit der Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV-Bestimmung erhohen lieBen. Im Se-
rum von Gesunden als auch von Lebercirrhose-Kran-
ken fand sich jedoch als einziger Typ Concanavalin
A und Weizenkeim-Lektin bindende Dipeptidyl-Ami-
nopeptidase IV. Weitere Untersuchungen mit Hilfe
anderer Lektine miissen zeigen, ob neben spezies-
spezifischen Unterschieden in der Glykosylierung der
Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im Serum auch kli-
nisch relevante, krankheitsspezifische Glykosylie-
rungsvarianten existieren.

Danksagung

‘Wir danken Herrn Dr. Maulbetsch, Medizinische Universitéits-
klinik Tiibingen, fiir die statistischen Berechnungen und Herrn
Dr. Mau, Institut fiir Biomathematik der Universitit Tiibingen,
fiir die Hauptkomponentenanalyse.

5. Hutchinson, D., Halliwell, R., Lockard, I. & Parke, D.
(1981) Glycyl-proline-p-nitroanilidase in hepatobiliary dis-
ease. Clin. Chim. Acta 109, 83 —89.

6. Fujita, K., Hirano, M., Tokunoga, K., Nagatsu, J., Na-
gatsu, T. & Sakakibara, S. (1977) Serum glycyl-prolin-p-
nitroanilidase in blood cancers. Clin. Chim. Acta 81, 215—
217.

7. Burckhard, U., Klagge, M. & Haftstein, M. (1978) Serum
DPP IV-Aktivitit bei Erkrankungen innerer Organe. Z.
Klin. Med. 245—249.

8. Barr, A., Goodnight, J., Sall, J., Blair, W. & Chilko, D.
(1979) SAS user’s guide. Edition: Raleigh, North Carolina:
SAS Institute Inc.



554

Eggstein et al.: Dipeptidyl aminopeptidase IV

9.

10.

11.

12.

13.

Keppler, D., Pausch, J. & Decker, K. (1974) Selective ur-
idine triphosphate deficiency induced by D-galactosamine
in liver and reversed by pyrimidine nucleotide precursors.
J. Biol. Chem. 249, 211 —216.

Nagatsu, T., Hino, M. & Fuyamada, H. (1976) New chro-
mogenic substrates for x-prolyl dipeptidyl-aminopeptidase.
Anal. Biochem. 74, 466 —470.

Bachmann, W., Harms, E., Hassels, B., Henninger, H. &
Reutter, W. (1977) Studies on rat liver plasma membrane.
Altered protein and phospholipid metabolism after injec-
tion of D-galactosamine. Biochem. J. 166, 455—462.
Lowry, O., Rosebourgh, L., Farr, A. & Randall, R. (1951)
Protein measurement with the Folin reagent. J. Biol. Chem.
193, 265-275.

Kreisel, W., Heussner, R., Volk, B., Biichsel, R., Reutter,
W. & Gerok, W. (1982) Identification of the 110000 M,
glycoprotein isolated from rat liver plasma membrane as
dipeptidylaminopeptidase 1V. FEBS-Letters 147, 85—88.

14.

15.

16.

17.

18.

Kreisel, W., Biichsel, R., Volk, B., Reutter, W: & Gerok,
W. (1982) Turnover of plasma membrane glycoproteins. In:
Structural carbohydrates of the liver. MTP Press Limited
pp. 51—62.

Hopsu-Havu, V. & Sarimo, S. (1967) Purification and cha-
racterisation of an aminopeptidase hydrolyzing glycyl-pro-
line-naphthylamide. Hoppe Seyler’s Z. Physiol. Chem. 348,
1540 —1550. _
Erickson, R. & Kirm, Y. (1983) Interaction of purified
brushborder membrane aniinopeptidase N and dipeptidyl-
peptidase IV with léctin-sepharose derivates. Biochim. Bio-
phys. Acta 743, 37—42.

Hopsu-Havu, V., Jansen, C. & Jarvinen, M. (1970) A hu-
man serum aminopéptidase capable of splitting bonds in-
volving proline. Clin. Chim. Acta 28, 25—36.

Hanski, C., Zimmer, T., Gossrau, R. & Reutter, W. (1986)
Increased activity of dipeptidyl peptidase 4 in serum of
hepatoma-bearing rats coincides with the loss of the enzyme
from the hepatoma plasma membrane. Experientia 42,
826—828.

Dr. Stefan Eggstein
Chirurgische Universititsklinik
HugstetterstraBe 55

D-7800 Freiburg

J. Clin. Chem. Clin. Biochex.ﬁl. / Vol. 27, 1989 / No. 9

.« vmTma. e

L. . AsE




