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Abstract	

����������	 ������
���	 �	 
�	 �	 �
'�	 $��	 ���������	 
�	 %��	���$���	 ��	 ���	 ��$	 �
����	 ��	

����������	������
���.	5���	8�	������	���	��
�
������
���	��	�����$�
�	����������	������
��	

�	
�	�	���%	���	$
����'����	�9�������	������.	:�	�
'�	����	��
�	���	����;��%��	'
��
��	

��	 ���	 �8�	 �������	 �
	 $�	 �9�������	 
�	 
���'�	 ������
���	 ��	 ��,	 
�	 ��,	 
���	 
����	 ���	

����������	 ������
��	 �	 
�	 ��	 ��������'���.	:�	 �������	 ���8	 ��
�	 ���	 ��������	 �������	 
��	


���'�	������	
�	��
�	����	���8	�����
�	 ���
����; ���	(������	
�	��$���
��	�����������.	

����	 ���
'�	 ���	 �������	 �������	 %���
%�;��(�	 �������;3�	 %���
%�;��(�	 �������;,�	

�����������	 <	 
�	 �������	 <<	 8���	 �
�(��	 (�����	 ����������	 ����
���	 ��	 ����������	

������
��	 ��.	 ���$����	 ��	 ����������	 ������
��	 ���	 ����������	 ������
��	 �	 
�	 �	 ���%	 ���	

8���;(�8	����������	������
��	��	���$����	'
���	�����������	��������	�	�����
�	=�	'
�����	

����
��%	��
�	����	���$����	��	��������'�	���	
�	��	���	�����	����������	������
���.	
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Introduction

?��	������%����	��$	 �
����	 ��	 ����������	 ������
���	 C���D	 ��	 
	 %��8�%	 �
����	 ��	 �����	

������
����	8����	 ��	 ��
�
��������	 $�	 ���	 �����	 ���������	���$��	���;��	 C
��
�	!�,E�	 >!	

F.G.3G.HD	 I3J.	 ���;��	 8
�	 �����	 ���������	 $�	 5����;5
'�	 
�	 A����	 
�	 
	 �����	

��������%	 
	 %�����������	�;
������
���
��	 
���'���	 
�	 ��	 8
�	 �
���	 ���8	 ��
�	���;��	

�
'�	
	%���
�	 
$�����	 ��	���
'�	������	 
�	
�
��	�������	$���	
�	 ���	�������
��	�������	

����	���	&;�������	 I,;EJ.	 ����
����	 ���	�$���'��	�����������	��	���;��	8
�	
������	 ��	$�	

��@���	 $��	 �����	 ����������	 ������
���	 
�	 ���
���	 ������
���	8���	 �����
�	 �����������	 �
'�	

$��	���������	IK;�J.	

B
����	�8�	���$���	��	���	��$	�
����	���;�	
�	���;�	�
'�	$��	�����'����	
�	in-silico

��������	 ��	 ���	 �8�	 ���
	 �����������	 3H@,,	 
�	 3��3F.F	 I�;3-J.	 ?��	 ���	 ��
��%	

��
��	��	���;�	�����	���	��,	
���	
����	
�	�
�	$��	��������	��	$�	
	��������	������	

��	 
����9��
����	 3--;(�
.	 �
���	 �	 �����
������	 8���	 ���	 ������	 �9�������	 ������$����	 ��	

���;���	����������
�	 �������	��	���;�	 �	 ���
���	 ��	?;����	 
���'
���	 
�	�����	 �����	

�������	�
'�	$��	��%%�����	I�J�	$��	�����	�	���
�	��������%��
�	�����	�
'�	$��	��������.	)�	

��
��	��	���;�	������	'
��
�	��	�����$��	 ������
�	 ��%����
��	�
�	$��	 ���������	 �	 ���	

�9�������	 ��@����	 �
%	 C>�?D	�
�
$
��	 C�>�?	 ��.	 �-GKG�3D�	 ��������%	 
	 ��@�����	8����	

����	
��%����	8���	���;��	�
�(�	�
��	��	���	�*�	������
��	���
�	������%	���	�
�
�����	


���'�	�������	���KF�	C���	��%���	3D.		

���;�	 8
�	 ���������	 in-silico	 $�	 )$$���	 
�	 �����
%���	 C,---D	 
�	 �����	 �����	 
�	

�9�������	 �����$�
���	 $�	 L���	 
�	 :
%��
	 C,--,D	 I�;3-J.	 ?���	 �9�������	 
	 �EF	


���	
����	��&)	'
��
�	%�'�%	
	����
���
���	 �
���'�	�������	8����	��%�
���	8���	
	

�������
�	�
��	��	
����9.	��	(�
	
�	���������	����	���;�)A>	

�����	I3-J.	&�	in vivo 

�������	 �
'�	 $��	 ������$��	 ���	 ���;�	 
�	 
	 ����
���
���	 
���'�	 '
��
�	 ��	 
	

�����$�
�	 �9�������	'
��
�	��	���;�	�
�	$��	 ��������	 �	 �8�	 �������	8���	 
	
��
���	

� �
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���	��
��%	��
��	��	�EF	
���	
����	I33;3,J.	)
�����	��	���	��;����
�	��&)	��@����	��	

���;�	 �
�	 ��'�
���	 
�����	)?A	 ��
��
���	 ��
��	 ����	 ��
	 ���	 ��	 ��������	 $�	 
�	 ��	 ���	

���'����	�������	C���	��%���	3D�	����	�����%�%	���	���	��
��%	��
��	��	
	���
�	��	��,	
���	


����	CA��	$
(	
�������	�.	& M3F�3H�D.		

)	������	�����	���
��%�	����%��	���	��'�������	��	��������	���;��	���$������	�'��'�%	

����%�	�9�������	
�	��
�
������
���	��	���	�����������	�������	��	���;��	���;�	
�	���;

���	 8���	 �����
(�.	 :�	 ����	 ���	 $
����'����	 �9�������	 ������	 ���	 ���������	 ��	 5��;

�
%%��	���������	��	$���	���	������;'
��
�	�EHK;KHK	
�	����;��%��	��,	
���	
���	'
��
��	

��	���;��	 
�	 ���	�EF	
�	��,	
���	
���	'
��
��	��	���;�	 C���	 ��%���	3D.	 �	 ����
��	 ��	

���'����	�������	I33;3,J�	8�	����	��
�	���	���	����;��%��	'
��
��	��	$���	���;�	
�	���;�	

8���	 ����
���
���	 
���'��	 
�	 $���	8���	 
$��	 ��	 ���
'�	 ���	 
���
���	 �������%	 �������	

AB�;3�	AB�;,�	&�<	
�	�<<.	)�����%�	���	����
���	����	��	���;�	�����	$�	�9��������	�	

����
���	 
���'���	 �����	 $�	 ��������	 ���%	 ��������	 ���
��'�	 ��$���
���.	 ?����	 �����	 �������	

����
��	��
�	���	����;��%��	�9�������	��	���	�
�
��%���	%���	��	���;�	
�	���;�	�������	

����
���
���	 
���'�	 �������	 
�	 ��
�	 ���	 �
����	 �������	 
��	 
$��	 ��	 ���
'�	 
���
���;

�������%	��������	��	���	������	
�	�
���
���	������	�
������.	
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Experimental section 

Bioinformatics	��
�����	��	>�?	��&)	�����	8���	���������	���%	���	&!��	>�?	�
�
$
��	

CA��	$
(	
�������	��$���	���	���;�	
�	���;�6	)1,,3EFG	
�	& M3F�3H�D.	?��	

������	&?�	�����	E.-	C���� 
9	��.D	8
�	����	���	��@����	

������	%��	
��%����	
�	

������	����%.	)
�����	��	���	N;�
�	���������	��	�����$�
�	���
	���;��	C���	��	

3&3 D	8���	���������	���%	O�
�
	
�	:�$B
$	���8�����	C)�������	��.D.	

Cloning 1���;��%��	���;���,

	
�	���;���,

	�&)	��@�����	8���	�$�
���	���%	��������	

�������	C�$�
���	����	?)A	!����
%��	���	�
$��	3D	���	�!0	����	��������	5�B
	��&)	
�	

���'������	������$��	I3FJ	
�	���	>�?	����	�-GKG�3	C�$�
���	����	�. .).A.>.	���������	

��.D	���
��%	���	������	'
��
�	��@����	��	���;�.	�������	8���	����%��	����	���;�	
�	

���;�	��&)	��@�����	8���	��
(�%	����������	�����	���	��������
�	����%.	L$�
���	�!0	

��������	8���	�����	�	
	�!0,.3	'�����	C�'����%��	�
	���%��	P�)D	
�	'�������	$�	����;

��%��	 �&)	 ��@����%.	 !������	 �����	 8���	 ��$�����	 ��	 ��
��)=;5��F	 ��
����	 '�����	

C!��������	�
	���%��	P�)D	���	�����$�
�	'����	���������.	�	����	8
��	��
��)!;5��F	

���������	 ��	 ���;���,

	 
�	 ���;���,

	 
�	 ���	 ������	 '
��
�	 ��	 ���;��EHK;KHK

	 8���	

����������	���%	���	�������(��	����	�G	$�	����	���	��
��	��	���	���������	��������.	�	����	

8
��	 
��	 &;�����
�	 5��;�
%	8
�	 ����������	8���	 ���	 ��
��	 ��@����	 ��;A��;5��;5��;5��;

5��;5��;5��;A��;���;?��; ��;NNN.	)	!;�����
�	E95��;�
%%��	��������	��	 ���	�EF	
���	


����	'
��
�	��	���;��EF

	8
�	�$�
���	����	
	�!� �;����*5��	��������	C(����	���'����	

$�	!������
	L���D	
�	
	BamH�*EcoR�	��%���	
�	��$�����	���	$
����'����	��
����	'�����	

��B3F�F	�	���	�������(��	����	3K�	$�	����	���	��
��	��	���	���������	��������	C�'����%��	

�
	���%��	P�)D.	

Recombinant baculovirus and expression 0����$�
�	 $
����'����	 8
�	 ��������	 ���%	

����'��	Autographa californica ����
�	������������	'����	�&)	
�	���	$
����'����	��
����	

'�����	 ���������	 
�	 ������$��	 ���'������	 I3FJ.	 �	 ������	 ��������	 ��
����	 '������	 8���	

� �
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�����$�
�	 ������	 8���	 ��9��	 8���	 ��������	 '����	 �&)	 
�	 ��
�������	 �	 Spodoptera

frugiperda �	C���D	�����	���%	B��������	CA��!L*�0BD.	�����	8
�	
��������	���	���������	

��	��%�	�����	����(�	���%	���	�����.	���
������
�	�9�������	��	�����$�
�	���;�	
�	���;�	

8
�	���������	�	�
�%�	����	������	C,H	9	,H	���	&���	0��(�����	���
�(D	���%	5�%�H	�����	

�����.	 ?����
����	 �9��������	 ��	 3-�	 Q	 3-33	 �����	8���	 ����	 ���	 $
���.	)��	 �����	 �����	8���	

%��8	 �	 A�
��	 �����	 ������	 �����������	 8���	 -	 Q	 3-	�	 1!��	 ��
����
���	 ,-	 � 	 B;

%���
���	
�	H-	R%*��	%��
����	�	������	������	�������	��
�(�	��	%�
��	�����	$������	
�	

,�S!.	

Protein purification �����	 �����	 8���	 �
�'�����	 
����	 G�	 �����	 ��	 ���$
���	 $�	

�������%
���	 
�	 G--	 %	 ���	 3-	 ��.�	 8
����	 �����	 �����	 8���	 ���	 
�	 ����������	 �	

��������	$�����	 C,H	� 	5����	�5	K.H�	H	� 	=!�	
�	3.H	� 	 %!�,D	 ���	3-	��.	!����	

8���	 �����	 $�	 3H;,-	 ����(��	 �	 
	 �����	 ����%������	 ���$
���	 ���	 ,-	��.	 
�	 
�2�����	

���8��	 ��	-.G	 	&
!�.	>9��
���	8���	���
���	$�	�������%
���	
�	,-�---	Q	F-�---	%	 ���	F-	

��.�	 
�2�����	 ��	 H	 � 	 ����
�����	 ��������	 ���%	 -.GH	 ��	 ������	 
�	 
������	 ��������	 ��	 
	

?)BL&	����	C��	�����������	�
	T����	P�)D	�����	��	��������	�����	������%	�	����	

�9�������	�
%�����.	?����
���	 ���	 �
�%��	�9��������	��	����	 ��
�	3-3-	�����	
����9.	3	��	

����	8
�	�����	8����	�9��������	��	����	��
	3-�	�����	
	-.F	Q	-.H	��	�����	8
�	����
���.	

!����	 8
�	 �@����$�
���	 8���	 ,H	 � 	 5����	 �5	 K.H�	 -.G	  	 &
!�	 
�	 H	 � 	 ����
����	

C����%
���	$�����	)D.	?��	�����	8
�	�����	8
����	8���	3-	'������	��	$�����	)	
�	�����	

8���	 3-	 '������	 ��	 H-	� 	&
!�	 
�2�����	 $�����	).	>�����	8
�	 ���������	 ���%	 ,H	� 	

5����	�5	K.H�	H-	� 	&
!�	
�	3--	� 	����
����.	��$��@���	��;�9��
%�	�������
����	

��	 ���	 ������	 ��
�����	 8���	 ���������	 ���%	 
	  ��O	 �����	 C)�����
�	 �����������	

P���
�
�	 �8���D	 �	 
	U(�
	 �������	 ��8;��������	 �����
��%�
����	 
��
�
���	 C)�����
�	

�����������	P���
�
�	�8���D.	)	%�
����	��	-	Q	-.H	 	&
!�	�	
	H-	� 	?����	�5	�	$�����	

� �
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8
�	����.	?��	��
�����	8���	������
���	�	!��������	< ;3-	
�	!������	< ;3-	������	

��'����	C ��������	!�����
����	��������
�	P�)D.		

���;�)A>*!���
����	

�����	8���	���������	���%	G;3,�	%�
����	&��)A>V	���;?���	

A���	C�'����%��	�
	���%��	P�)D	
�	A��!���	����	��
�	0�
%��	C�������	���$��	������	

P=	B��.�	!�
���%���	>%�
�D.	

������	������
����	8���	���������	������������������	���%	P�,�-*,HG	�	
$���$
��	


�	���
�	 
$�������	 �����������	 ��	 3�E��,-�	 3F��3F-	 
�	 3G��FF-	 ;3	 ��;3	 ���	 ���;���	

���;�	
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�	 ���������	 �	 
	 ��
���	 ��
���	 B�%��	

��
�����%	��������	C������	���������	B
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���	���;���,

	
�	���;���,

�	��������'���.	)	���
�	
$�������	����������	��	�.�	� 
;3	��;3	


�	G3-	�	8
�	����	���	�������
���	��	�&)	������
���.	?��	��$��
���	
����	��	�������	

�&)	 ����%	 ���$
����	 8
�	 ���������	 ���%	 
	 ��
�
��	 ���'�	 �$�
���	 
�	 G3-	 �	 ���	

'
���%	 ������
����	 ��	 
	 �&)	 ����(	 �������	 �	 ���	 ������
 
9	 FG-	 ����������	 ��
���.	

��������	������	8���	$��8��	
����9.	3	 	
�	3.H	R .		

���$����	(������	8
�	���������	���	
��	��������	������	���%	���	8���;(�8	���������'�	

���;��	���$����	�
����	
�	���	��$���
��	A�����;�&).	�!H-	�������
����	8���	���������	

����	��
�����	�����	'���������	 
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Results

Expression and purification of recombinant variants of DPP-8 and DPP-9 ���;���,
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���;��EHK;KHK

�	 ���;��EF
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	 8���	 �9�������	 ������	 
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B
�$���	 ��	 
�.�	 C,--3D	 I3GJ.	���;���,

	 
�	���;���,

	8���	�
$��	 ��	 ���
'�	A��A��;�&)�	

)�
)�
;�&)	
�	)�
���;�&)	����	���	%�'�	
��
�	��������.		

����	 �����
�	  ���
����Q ���	 (�����	 ��������	 ��	 ���	 ��������	 ��$���
���	 �����	 $�	

�������
���	 ���	���;���,

	 
�	���;���,

	8���	=�	'
����	$��8��	K-	Q	3,,-	R �	8����	

8���	 �����
�	 ��	���;��	'
����	��	H-	Q	EK-	R 	 C���	 �
$��	FD.	 (�
�	 ���	���;���,

	 
�	���;

���,

	8���	%���
���	��8��	����
���	��	���;��	%�'�%	�@�
���	��8��	�
�
�����	�
�
������.	1��	

�9
����	���	8�	�$���'�	���	���	)�%���;�&)	��$���
��	,F9	
�	,,9	����	��8��	(�
�	 *	=�	���	

���;���,

	 
�	���;���,

	 '�.	���;���	 ��������'���.	P��%	 ���	 ��$���
���	A�����;�&)	 
�	

)�
���;�&)�	(�
�	*	=�	���	���;���,

	
�	���;���,

	8���	�	���	�����	��	3-
E	 ;3�;3	���	$���	

������	�
(�%	����	'���	��������	�	�����	��	�
�
�����	�������
���	$��	������	����
���	

��	���;��	$���	���	�����	�8�	
�	
��	�����	��$���
���	������.	

Kinetics and specificity of recombinant DPP-8 and DPP-9	 ?��	 
$�����	 ��	 ���
'�	 ���	


���
���;�������%	 ��������	 AB�;3�	 AB�;,�	 &�<	 
�	 ��<	 8
�	 ������	 in vitro	 ���%	 
	

 )B��;?L1	 �	$
���	 
��
�.	 1���	 ����;�������
�	 

�����	 ��	 ���	 ������$����	 ��	 �������	

��
%�����	��������	(������	�����	$�	�$���'��	������%	�	���	�������	��$���
��	����	C���	

��%���	GD�	$��	'���	�����
�	8��	����
��%	�
���	$��8��	���;���,

	
�	���;���,

�	8����	

%���
���	8���	�
�(����	��8��	����
���	��	���;��.		

����	���;���,

	
�	���;���,

	�����	���
'�	�8�	
���	
����	����	���	&;�����
�	��	
��	����	

��������	
�	$���	���8��	
	(�����	�
'���%	��	 ���	�����8�%	�����	&�<<�;))FG	Y	AB�;,5);

))F3	 Y	 AB�;35);)),�	 YY	 �<<<�;))FG�	 8����	 ��������	 ����
���	 ��	 ���;��	 8����	 ���8��	

&�<<�;))FG	 �	 �<<<�;))FG	 Y	 AB�;35);)),�	 Y	 AB�;,5);))F3.	 In-vitro	 �X;'
����	 8���	

���������	����	�
����	$��8��	���	 �	���������	��	��
��	
�	���
'��	��������	C���	�
$��	GD	

����������%	 ��	 ���	 �����8�%	 ���
��'�	 �
���	 ���;��*���;�*���;�6	 3*-.H*-.H	 ���	 &�<�	

3*-.3*-.-E	���	AB�;,�	3*-.-H*-.-F	���	AB�;3	
�	3*-.--,*-.--,	���	��<.	&�<	8
�	���	����;

��%��	�������	��$���
��	���
'��	$���	
��%	���	����	��$���
���	�������	8����	���
'
%�	��	�<<	

� 
�
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8���	 ���	 ��8���	 ���	 ���;�	 
�	 ���;�	 
�	 ����(�%��	 ��8��	 ����
���	 ��	 ���;���	 8����	

���
'��	����	��$���
��	
�	���	��%����	�
��	�@�
�	��	���	���
'
%�	�
��	��	&�<.	����	���;�	
�	

���;�	���8��	��8��	��$���
��	����'���	���	
��	���	����;��%��	�������	��$���
���	����
���	��	

���;��	
�	�������	
	�����������	���������	�����	$�	�$���'��.	L��	���	�����	�8�	&;�����
�	


���	 
����	 ��	 AB�;3	 8���	 ���
'��	 $�	 ���;�	 
�	 ���;�	 
�	 �������	 ��	 ���;���	 8����	

���
'��	��@����
���	 �8�	����������	 ����	 ���	&;�����
�	��	AB�;3.	?���	8
�	 �	
�����
��	

8���	���	�
$�����	��	���
'�	A��A��;�&)	$�	���;�*;��	����	���	�,Z	�������	��	A��.	

Inhibition of DPP-IV, DPP-8 and DPP-9 with ValPyr :�	����	 ���	���������'�	���;��	

���$����	 �
����	 ���	 ���$����	 �������	 ��	 ���;���	 ���;�	 
�	 ���;�	 
�	 �������	 �	 ���	

�9�������
�	 ������.	:�	 ����	 ��
�	���;���	���;�	 
�	���;�	 ���8��	 
	 �����
�	 (��	 ��	

���$�����	 �������%	 �	 '���	 �����
�	=�	 '
����	 C���	 �
$��	 HD.	?����	 ���	 ���$����	�
����	8
�	

�@�
���	 �����	 
�	����$�	�;�������'�	 ���	 
�	��	 ���	 �����	��$	 �
����	���$���	���;���	

���;�	
�	���;�.
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�
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Discussion	

:�	�
'�	��
�
��������	�����$�
�	����;��%��	'
��
��	��	���;�	
�	���;�	
�	������	8���	

�����
�	 (������	 �����������	 
�	 ���$����	 ���������	 ������%	 ���	 
$�����	 ��	 ���
'�	 
���
���;

�������%	��������	AB�;3�	AB�;,�	&�<	
�	�<< in vitro.	>9�������	��	
	�EHK;KHK	������	

'
��
�	 ��	���;�	 
�	 
	 �����	 �EF	 
���	 
���	 '
��
�	 ��	���;�	 ��������	 �	 ����
���
���	


���'�	��������	
�	��%
���%	���	�
�����	����	������	��������	8���	���'������	��$������	I3-J	


�	 ���$������	 �9�������	 �������	 ���������	 �	 ���	 �
$��
������	 ���%	 $���	 
	 in-vitro

��
��
���	 ������	 
�	!L�	 �����.	�������	 
���'�����	8���	 �$���'��	 ���	 ���	 ���	 ����;��%��	

'
��
��	 ��	 ��,	 
�	��,	 
���	 
����	 ���	���;�	 
�	���;��	 ��������'���.	?����	 �������	 
��	

�������	��	��$������	�
�
	��	
	�����$�
�	�9�������	��������	��	���	�����	�EF	
���	
���	

'
��
�	 ��	���;�	 ��������	 
���'�	 I33;3,J.	&��	��	 ���	 �
�����	 �������	 ���8��	 
�	 ���
�	 ��;

��%�
���	 $��8��	 ���	 �9�������	 ���;��EF

	 ������	 
�	 ���	 ����������	 ������
��	 
���'���	

�$���'��.	 �	 ��	 ��	 ���	 ��������	 
���'���	 �����
����	 8���	 $
���	 �	 �
��
��
	 ����	

��
�������	 �9���������	 �
(�%	 ���
��
���	 ��	 ���%����	 
���'���	 ��	 ���;��	 
	

�����$�����	 I3,J.	 �	 ���	 ������	 ��������'�	 '������
����	 ��	 
��	 ���	 ��������	 �������	 ���%	

 )B��;?L1	  �	 

�����	 ��	 ������	 ��%����	 ��	 ���	 ��������	 �����$�
�	 �������	 8���	

���������.	?����	�������	����
��	��
�	���;�	���	�
	$�	��������	
�	
	����
���
���	
���'�	

������	8��	�9�������	
�	
	����;��%��	��,	
.
.	'
��
�.	?��	F�	���������	��	����;��%��	���;

�	��	��@�����	���	������
��%	���	������
����	��	���	&;�����
�.	5�8�'���	��	�
��	����	

���	 ���	 �����$�����	 ��
�	 ���	 ��
�����	 ��	 
	 5��;�
%	 �
	 ��
�	 
	 ������
�	 ����	 ���	 ���	 �����%	


���'���	��	���	�����	����	��	���;��EF

.	�	����	������	
	5��;�
%	8
�	��
���	�	���	!;�����
�	

��	���	�����	�����	8����	�	���	�������	��������	$�	O�	
�	�����
%���	C,--FD	I33J	
�	$�	)2
��	


�	�����
%���	C,--GD	I3,J�	���	5��;�
%	8
�	��
���	�	���	&;�����
�.	�	���	��������	��	���	

��%	����	��	���;���,

	���	5��;�
%	8
�	��
���	�	���	&;�����
�.	

:�	�
'�	 ����	 ��
�	 ���	���;���,

	 
�	���;���,

	 '
��
��	 
��	 ������	 
�	 ���������	���%	

� 
�
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I3G�,,J.	0������	�	���	�3�	�,	
�	�,Z	��������	
��	���	�
��	�	&�<	
�	�<<�	8����	���	�3Z	

�������	�������	$��%	�����	�	&�<	
�	���������	�	�<<.	?����	
	���
�	�������	�	���	�3Z	

�������	 ����	 ��	 $�	 ���������	 ���	 ���;�	 
�	 ���;�	 ���
��'�	 ��	 ���;��.	 0��
��%	 ��	 ���	

�������	��$������	���;��	�����
�	���������	8���	
	$���	&�<	

��%��	C��$	��.	30�&D�	���	

�3[	���(��	
���
��	��
�	
�	8���	�	8���	������	���
���	8���	���	�3[	�����	I,FJ	
�	���	�
�%�	


���'�	����	�
'���	�	������	�9��
��	���	'
��	
�����
��	
�	��%�	����'��	��	��$���
���.	������	

���;�	 
�	 ���;�	 ���8	 ���������	 �	 ��$���
��	 �������'���	 ��	 ���	 �3	 
�	 �3Z	 �������	

����
���	��	���;��.	!���
��%	���	������	��$���
���	 �����	����	��	$�	�	��@��������	���	

���	 
����	 ��	 
.
.	 �	 �������	 �,	 
�	 $���	 ��
��	 
�	 $��(�	 ����	 ��
��	 
�	 �;���
�	 
�	

��
�%��	��������	
��	�����
���.	?���	��	�	

��%�	8���	8�
�	��	����	���	���;��.	AB�;3	
�	

AB�;,	8���	���
'��	8���	�����
�	�
���	$�	$���	���;�	
�	���;��	$��	
����9.	3-	Q	F-	����	

��8��	����
���	��	���;��.	1�����������	8�	����	��
�	$���	���;�	
�	���;�	8���	�
$��	

��	 ���
'�	 ��$���
���	 �
'�%	 %�����	 �	 ���	 �3	 ��������	8����	 
%
�	 ��	 
	 �������	 ���������	

����	���	�����������	��	���;��	�$���'��	�
�����	I,GJ	
�	$�	��.	A�'�	$���	���	���������	��	

��$���
��	 �����������	 $��8��	 ���;��	 ���;�	 
�	 ���;��	 
�	 ���	 ��%%�����	 
���'�	 ����	

����������	 ��	 ���;�	 
�	 ���;��	 ��	 ��	 ������
�
$��	 ��
�	 
���'�	 ����	 ���$�����	 8���	

�������'���	 ��8
���	 ���;��	 ���
��'�	 ��	 ���;�	 
�	 ���;�	 �
	 $�	 ��'������.	 ?����	 �
�
	

��%%���	 ��
�	 �3	 
�	 �3Z	 ���(���	 ��%��	 $�	 �9������	 ���	 �
���
�;���%	 ����%.	 In vitro	

�������'���	 �
�
	 �	 
	 ������	 ��	 $��
	 
���	 
���	 

��%���	 �
�	 $��	 ��������	 $�	 =��	 
�	

�����
%��� I,HJ	 
�	 ���8	 ��
�	 �������'���	 �
	$�	 
����'��.	)��
�	 �
�
	 �
'�	 ����
���	 ��
�	

���$����	 ��	 ���;�	 
�	 ���;�	 ��������	 
	 ������	 ��	 �8
���	 ����;�������	 I,EJ.	 ?��	

������
��	 ���	 ��'�������	 ��	 ���;��	 �������'�	 ��������	 ���	 ����
������	 ���	 ��	 ����$�	

��������.		

���;�	 
�	 ���;�	 
��	 �9
�����	 ��	 ��;�
����	 �)�5	 C���;��	 
���'���	 
�*��	 ���������	

������%���D	 ��������	 
�	 ����	 ��
��	 ��@����	 
�	 �����$��	 ��������
�	 ������%�	 
�	8���	 
�	

� 
�
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������
�	 
���'���	 8���	 ���;���	 
�	 ��	 ��%��	 $�	 
�����
���	 8���	 �������	 ���'������	


����$��	������	��	���;��.	���;�	
�	���;�	�
'�	$��	��������	��	$�	���
������
���	���
����	

����	�	��
����$�
�	���
��	��	��
���	�9����	��%
��	���	(�8	����	��������	�
��8
��	

�
'�	$��	���������	�	���	��@����	I�;3-J.	?����	���	in vitro	�$���'��	�����������	���
'
%�	

��	 ���	 ������	 �������	 AB�;3	 
�	 AB�;,	 $�	 ���;�	 
�	 ���;�	 ��	 ���(���	 ��	 $�	 ��	

����'
��	8���	�������	��	in vivo	��������%��
�	��������	8����	���;��	�
�	$��	
����$����	�	

���	 '
����
�	 ������.	 )	 ���
������
�	 
�����
���	 ��%��
���	 ��	 AB�;3	 ����
��	 ����	 B;

����������	��	���(����	����	���	��
��	AB�;3CKQFKD	�
�	$��	���8	��	$�	��������	����	B;

����������	��	���	������	�����	I,KJ.	0�%
���%	���	�
���
���	�����������	�
����	���$���	

�<<	 
�	&�<�	 ��	 ��	 ��������%	 ��
�	 �����	 
��	 ��%��
���	 $�	 ����
���	 ����'
�	 ��	 ���	 �����	

���������	 ���	 ���������	 ��	 �������'�	 <	 ��������	 
%������	 e.g.	 ����
���	 �<<	 8����	 ��	 
	

��%���	 �������'�	<,	 ��������	 
%����	 I,G�,�J.	5�8�'���	 ���	 ��8	 ���
'
%�	 �
��	 �$���'��	 ���	

���;�	
�	���;�	���
(�	
%
���	
	%����	��������%��	����	��	���	&;�����
�	��������%	��	

�����	�
���
���	�����������	�������.	

�	���������	8�	�
'�	��
�
��������	��������	�����$�
�	'
��
��	��	���;�	
�	���;�	
�	

����	��
�	���	���	����;��%��	'
��
��	��	��,	
�	��,	
���	
�����	��������'����	8���	
���'�	

�������	 
���
��%	 ��	 $�	 ����������	 �	 �������	 8���	 '���	 �����
�	 (�����	 
�	 ��$���
��	

��������.	��	 

��%�	 
�	 ����
����	��	 ���	 
$�����	 ���	���;�	 
�	���;�	 ��	 ���
'�	'
�����	

��$���
���	
�	
���
���;�������%	��������	��	���	������	
�	�
���
���	������	�
����	8�	

�
'�	�
����	 ��@��������	 ��	 
.
.	 
����	 �	 ���	 ���9��
�	 ��������	 ��	 ���	 ��������	 $��	 
�	

����
���	 ��	 ��	 ���;��	 
�	 �������	 ��
�	 ��'�������	 ��	 ���;��	 �������'�	 ����
������	

���$�����	���
��'�	��	���;�	
�	���;�	��	��
��$��.		

	

Gene Bank ID.	?��	��@����	��	 ���	����;��%��	��,	
���	
���	'
��
�	��	���;�	�
�	$��	

���������	��	���	A��	$
(.	

� 
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Table 1: Primers used for cloning.

Primer name Sequence

���;�M	���8
��MSal�	 HZ	GTC GAC	!)?	AA!	)A!	)A!	))?	AA)	))!	)A)	)	

���;�M��'���MXba�	 HZ	TCT AGA	??)	??)	??)	?)?!	)!?	???	)A)	A!)	A!)	)?)	

���;�M���8
��M3Z)?AMSal�	 HZ	GTC GAC !)?	AA!	!)!	!)!	!AA	A)!	!!!	))!	AA	

���;�M��'���_3M EcoR�	 HZ	GAA TTC ??)	??)	?!)	A)A	A?)	??!	!?A	?)A	)))	A?A	!	

���;�M���8
��M,Z)?AMNde�*Sal�	 HZ	CAT ATG GTC GAC !)?	A!A	A))	AA?	?))	A))	)!?	A!A	!	

���;�M��'���_,	 HZ	!?!	)A)	A?)	A)A	A)A	AA)	A??	!?!	?!A	

�

� ��
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Table 2: TALON purification.	
DPP-8882aa DPP-9892aa

Cell lysate

Protein amount (mg)

Total activity (µmole/min.)

Specific activity (µmole/min./mg)
Enrichment factor

%-Yield

TALON pool

Protein amount (mg)

Total activity (µmole/min.)
Specific activity (µmole/min./mg)

Enrichment factor

%-Yield

	
K,	
FH�	
H	
3	
3--	
	
-.GK	
E�	
3G�	
F-	
3�	

	
3-	
H,G	
H,	
3	
3--	
	
-.G�	
3�G	
FKE	
K	
FH	

	

	

	

Table 3: Kinetic parameters of putative substrates. Assays were performed with a buffer

composition of 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100 at 37�C. Standard

deviations of three experiments are given.

	 Substrates Km (mM) kcat (s
-1

) kcat/Km (s
-1

 M
-1

)

DPP-IV

A�����;�&)	
)�
���;�&)	
�
�)�
;�&)	
)�%���;�&)	

-.,-	`	-.-3	
-.-H	`	-.-3	
-.EK	`	-.-�	
-.-E	`	-.-,	

K-.E	`	-.F	
F�.-	`	,.�	
HK.-	`	F.K	
E-.E	`	3,.�	

GF-�H--	
E���---	
�G��--	
����G--	

DPP-8882aa

A�����;�&)	
)�
���;�&)	
�
�)�
;�&)	
)�%���;�&)	

-.FF	�	-.-3	
-.FG	`	-.3-	
-.KE	`	-.-�	
-.-K	`	-.-3	

EH.�	`	-.,	
EH.-	`	G.K	
3.H	`	-.3	
,.�	`	-.,	

3���F--	
3�3�,--	
,�---	
G-��--	

DPP-9892aa

A�����;�&)	
)�
���;�&)	
�
�)�
;�&)	
)�%���;�&)	

-.FK	�	-.--F	
-.F3	`	-.3F	
3.,,	`	-.3F	
-.-E	�	-.-3	

�G.3	`	3.3	
�-.-	`	3F.G	
,.H	`	-.,	
,.G	`	-.,	

,,K�3--	
,,H�G--	
,�,--	
G3�,--	

	

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

� ��
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Table 4: Relative t½ values of peptide digests.

	 ��������	 �X	C���D	

DPP-IV

AB�;3	
AB�;,	
&�<	
�<<	

a	-.,	Ca	3.,D�	
a	-.G	
a	-.3	
a	-.3	

DPP-8882aa

AB�;3	
AB�;,	
&�<	
�<<	

a	F.�	
a	G.-	
a	-.,	
a	H-	

DPP-9892aa

AB�;3	
AB�;,	
&�<	
�<<	

a	E.3		
a	E.K	
a	-.,	
a	G�	

��
���	�	�
��������	���������	�X	��	��%�
�
���	�������	AB�;3C33;FED	
�
�
�
�
�
�
�
�
�

	

Table 5: Inhibition kinetics and selectivity of inhibitor ValPyr.

Ki (µM) Selectivity

DPP-IV DPP-8882aa DPP-9892aa
DPP-8882aa / 

DPP-IV

DPP-9892aa / 

DPP-IV

DPP-9892aa / 

DPP-8882aa

-.EG	`	-.-3	 -.EF	`	-.-,	 -.K�	`	-.-E	 3	 3	 3	

� ��
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Figure legends 

Figure 16	 ������	 ��@����	 
��%���	 ��	 ���
	 ���;���	 ���;�	 
�	 ���;�.	 ����6	 3--�	

�������	 ��	 
�	 ��
��	 �8�	 ��������.	 ��9��6	 3--�	 �������	 �����%����	 ���	 �������.	 ������
�	


���'�	 ����	 ��������	 C���	 C3GD	 
�	 C3KD	 ���	 �������	 ���
���	 ��	 ���	 
���'�	 ����	 ��	���;��D	 
��	

����
���	 
������%��6	 C�D	 !
�
�����	 ��������	 ?��HGK�	 ���EF-�	 )��K-�	 
�	 5KG-.	 C�D	 &;

�����
�	 ������
��%	 ��������	A��,-H	 
�	A��,-E.	 C�D	0�������	 ��	 ���	�3	 ���(��	?��EF3�	

�
�EHE�	 ?��EH��	 ?��EE,�	 ?��EEE	 
�	�
�K33.	 ?��	 �����%��	 ���	 ��
��%	 ��
��	 ��	���;

���,

	 ��	 ����
���	 $�	 
	 �������.	 ?��	 ������	 '
��
�	 ��	 ���;��EHK;KHK

	 ��	 ����
���	 $�	 
	

�
����	�������.	

Figure 26	 �;%��	 ��%�����	 $�	 ������	 ��	 �9�����	 �H	 (�
	 ���;���,

	 $
��	 8���	 ����	 ���	

 )B��;?L1	  �	 ��
%���	 

�����.	  )B��;?L1	  �	 ��
%���	 �
����	 ��	 ���	 ��%���	 ��	

���8.	 ���	��
	H-�	��	���	��@����	8
�	��'����	$�	���	��%���.		

Figure 36	 !����
��%�
����	 ��������	 ��	 ����	 �9������	 

�����	 ��	 ���;���	 ���;���,

	 
�	

���;���,

	 �	 
	 �������9,--	 �����.	 0������	 '������	 ��	 �
��	 ������	 

�����	 
��	

���
�����	 ��	 ��%�;�������
�	 �
��	 ��
�
���	 C$�����D	 �������	 �������.	 ��
(�	 8���	

��
����
���	
�	

�����	���	����������	������
��	
���'���.	����
���	��
(�	���8��	����������	

������
��	
���'���.		

Figure 46	1�
%���
���	��
%�
��	��	 )B��;?L1	 �	

�����	��	AB�;3�	AB�;,�	&�<	
�	

�<<	��%����	$�	���;���,

	 
�	���;���,

.	!��
'��	��������	
��	 ����
���	$�	
���8�.	����	

�����
�	��%���	��������	�����	$�	�$�
���	���	���;���,

	
�	���;���,

.	��%�����	AB�;3	
�	;

,	 �����	 $�	 �$���'��	 
����	 ,-	 ��.	 
�	 8���	 
�����	 ����������	 ��%�����	 
����	 ,G	 �����	

���$
���.	 &�<	 ��%���	 ��������	 �����	 $�	 �$���'��	 
����	 ,-	 ��.	 ���$
���	 
�	 8���	

��%�����	 ��	 ���	 ��	 
����	 ����	 ��
	 G	 �����.	 ��%����
�	 �<<	 ��%���	 ��������	 �����	 �����	 $�	

� ��
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observed after approx. 4 hours and after 24 hours approx. 25 % were intact. See table 4 for 

estimated t½ values based on MALDI-TOF MS profiles. 
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