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Дипептидил пептидаза-4 је циљни макромолекул у терапији 

дијабетеса. Утицај моно-, би- и трицикличних деривата имидазола, 

тиазола, пиридина, пирана, пиримидина и морфолина на активност 

рекомбиноване хумане дипептидил пептидазе-4 испитан је 

спектрофотометријским тестом in vitro, и упоређен са 

ситаглиптином и дипротином А као референтним инхибиторима, уз 

разјашњавање механизма инхибиције и односа структура-активност 

најефикаснијих инхибитора. Деривати бензимидазол-2-имина, 

бис(бензимидазол-2-ил)амина, 6-(фенилкарбонил)-[1,3]тиазоло[3,2-

a]бензимидазол-3-она, бензо[4,5]тиено[2,3-d]пиримидин-4-амина и -

фталимида инхибирали су дипептидил пептидазу-4 са IC50 < 200 μM. 

2‐(2‐(3‐Хлоробензил)‐5,6,7,8‐тетрахидробензо[4,5]тиено[2,3‐d]пирим

идин‐4‐ил)изоиндолин‐1,3‐дион је показао око два пута мањи 

инхибиторни потенцијал у односу на дипротин А, са 

некомпетитивним типом инхибиције, што може бити објашњено 

одсуством интеракција са Glu205, Glu206 и S1 доменом дипептидил 

пептидазе-4.  

1-Пропил-N-(1-пропил-1H-бензимидазол-2-ил)-1H-бензимидазол-2-

амин и 1-метил-N-(1-пропил-1H-бензимидазол-2-ил)-1H-

бензимидазол-2-амин су показали око три односно један и по пута 

већи инхибиторни потенцијал, редом, док је 1-етил-N-(1-пропил-1H-

бензимидазол-2-ил)-1H-бензимидазол-2-амин показао око три пута 

мању ефикасност инхибиције у поређењу са дипротином А. Део S2 

проширеног домена дипептидил пептидазе-4 учествује у 



интеракцијама са овим структурама, што, претпоставља се, 

доприноси већој активности инхибитора.  

2-[2-Имино-5-нитро-3-(2-оксо-2-фенилетил)-2,3-дихидро-1H-

бензимидазол-1-ил]-1-фенилетанон и 2-(4-флуоробензилиден)-6-

(фенилкарбонил)[1,3]тиазоло[3,2-a]бензимидазол-3(2H)-он су, поред 

дипептидил пептидазе-4, инхибирали и ксантин оксидазу са IC50 < 

150 μM, у спектрофотометријском тесту in vitro. Разматрани су 

потенцијално израженији кардиоваскуларни протективни ефекти 

дуалних инхибитора дипептидил пептидазе-4 и ксантин оксидазе. 

Није забележена израженија цитотоксичност ефикасних деривата 

бензо[4,5]тиено[2,3-d]пиримидина и дуалних инхибитора у 

концентрацијама мањим од 250 μM на Caco‐2 ћелијама МТТ тестом. 

Значај и механизми вишеструких биохемијских ефеката инхибиције 

дипептидил пептидазе-4 и плејотропни ефекти постојећих и нових, 

међу којима и оних пронађених у оквиру ове дисертације, 

инхибитора разматрани су у циљу процене могућности проширења 

спектра индикација, при чему је указано на протективне ефекте у 

кардиоваскуларној и патологији бубрега утицајем на медијаторе 

инфламације, оксидативног стреса, фиброзе и апоптозе, на повољне 

ефекте у пост-исхемијској ангиогенези превенцијом разградње 

фактора-1 стромалних ћелија, уз указивање и на плућну 

хипертензију као потенцијалну индикацију инхибитора ефикасних у 

иреверзибилној фази ремоделовања. 
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Dipeptidyl peptidase-4 is a target in diabetes therapy. The impact of 

mono-, bi- and tricyclic derivatives of imidazole, thiazole, pyridine, 

pyran, pyrimidine and morpholine on the activity of recombinant 

human dipeptidyl peptidase-4 was evaluated by spectrophotometric 

method in vitro compared with sitagliptin and diprotin A as reference 

inhibitors, clarifying the mechanism of inhibition and structure-

activity relationship of the most effective inhibitors. Derivatives of 

benzimidazol-2-imine, bis(benzimidazol-2-yl)amine, 6-

(phenylcarbonyl)-[1,3]thiazolo[3,2-a]benzimidazol-3-one, 

benzo[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidin-4-amine and -phthalimide inhibited 

dipeptidyl peptidase-4 with IC50 < 200 μM.  

2-(2-(3-Chlorobenzyl)-5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]thieno[2,3-

d]pyrimidin-4-yl)isoindoline-1,3-dione was about two times less 

effective than diprotin A, with noncompetitive type of inhibition,  

what might be explained by absence of interactions with Glu205, 

Glu206 and S1 pocket of dipeptidyl peptidase-4.  

1-Propyl-N-(1-propyl-1H-benzimidazol-2-yl)-1H-benzimidazol-2-

amine and 1-methyl-N-(1-propyl-1H-benzimidazol-2-yl)-1H-

benzimidazol-2-amine showed about three and one and a half times 

higher effectivenes, respectively, while 1-ethyl-N-(1-propyl-1H-

benzimidazol-2-yl)-1H-benzimidazol-2-amine was about three times 

less effective than diprotin A. The S2 extensive subsite of dipeptidyl 

peptidase-4 participates in interactions with these structures, what 

presumably contributes to their higher activity. 



Besides dipeptidyl peptidase-4, 2-[2-imino-5-nitro-3-(2-oxo-2-

phenylethyl)-2,3-dihydro-1H-benzimidazol-1-yl]-1-phenylethanone 

and 2-(4-fluorobenzylidene)-6-(phenylcarbonyl)[1,3]thiazolo[3,2-

a]benzimidazol-3(2H)-one inhibited xanthine oxidase in vitro with 

IC50 < 150 μM, in spectrophotometric assay. Potential pronounced 

cardiovascular protective effects of dual dipeptidyl peptidase-4 and 

xanthine oxidase inhibitors were considered. 

Effective benzo[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidine derivatives and dual 

inhibitors were not cytotoxic to a greater extent at concentrations 

below 250 μM, assessed on Caco-2 cells by MTT assay.  

The significance and mechanisms of multiple biochemical effects of 

dipeptidyl peptidase-4 inhibition and pleiotropis effects of existing 

and new, including those found in this dissertation, inhibitors were 

considered in order to assess possible broadening of range of 

indications, pointing to protective effects in cardiovascular and renal 

pathology by affecting mediators of inflammation, oxidative stress, 

fibrosis and apoptosis, to beneficial effects on postischemic 

angiogenesis mediated by prevention of stromal cell-derived factor-1 

cleavage, and to pulmonary hypertension as possible indication of 

inhibitors effective in irreversible phase of remodeling. 
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1. UVOD  

 

1.1. Enzimi i inhibicija njihove aktivnosti 

 

Energija aktivacije reakcija kontrolisanih vitalnih procesa biva snižena enzimima. Na 

osnovu reakcija koje katalizuju, enzimi su klasifikovani u šest kategorija: oksidoreduktaze, 

transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze. U enzimskoj nomenklaturi, u 

četvorocifrenom broju enzima, prva cifra predstavlja klasu enzima, druga specifičnije ukazuje 

na tip supstrata, dok su trećom i četvrtom cifrom definisani enzimi individualno. Enzimi 

predstavljaju ciljne makromolekule u humanoj medicini i veterini, sa velikim brojem 

struktura, kandidata i već odobrenih lekova, koje deluju tako što njihovu katalitičku aktivnost 

inhibiraju (Copeland, 2000). Inhibicija se definiše kao negativan uticaj liganda (inhibitora) na 

aktivnost enzima specifičnim vezivanjem za definisani katalitički ili regulatorni centar 

(Bisswanger, 2002). Stepenom uticaja jednog liganda (supstrata ili inhibitora) na vezivanje 

drugog liganda definišu se različiti načini interakcija inhibitora sa enzimom i tipovi 

inhibicije. Kompetitivna inhibicija se dešava kada se inhibitor i supstrat vezuju za isto mesto 

na enzimu, i vezuju se ili jedan ili drugi, ne oba simultano. Odlika kompetitivne inhibicije je 

da može biti nadjačana većim koncentracijama supstrata. U nekompetitivnoj inhibiciji 

inhibitor se vezuje i za slobodan enzim i za enzim-supstrat kompleks istim afinitetom, ne 

pokazuje kompeticiju sa supstratom, ne vezuju se za aktivno mesto, i nema promena 

povećanjem koncentracije supstrata. Inhibitori sa mešovitim tipom inhibicije pokazuju 

različit afinitet za slobodan i enzim u kompleksu sa supstratom. Akompetitivni inhibitori se 

vezuju za enzim-supstrat kompleks, bez afiniteta za slobodan enzim (Slika 1). Grafička 

determinacija tipa inhibicije se može vršiti duplo recipročnim Lineweaver-Burkovim 

dijagramom (Copeland, 2000).    
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Slika 1. Prikaz tipova interakcije inhibitora i enzima: A) kompetitivna, B) nekompetitivna, C) 

akompetitivna inhibicija (adaptirano iz Copeland, 2000) 

 

Enzimska kataliza se odvija postepeno, formiranjem kompleksa enzima i supstrata, 

preko prelaznih stanja, do nastajanja produkta (Böhm i Schneider, 2003).  

 

 

 

Ako je konstanta disocijacije enzim-supstrat kompleksa označena kao Ks, konstanta 

disocijacije enzim-inhibitor kompleksa Ki i konstanta formiranja produkta iz enzim-supstrat i 

enzim-supstrat-inhibitor kompleksa kp, onda se faktorom α reflektuje uticaj inhibitora na 
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afinitet enzima za supstrat i efekat supstrata na afinitet enzima za inhibitor, dok faktor β 

ukazuje na modifikaciju brzine formiranja produkta uzrokovanu inhibitorom. Inhibitor koji 

kompletno blokira aktivnost enzima imaće vrednost β = 0. Inhibitor koji parcijalno blokira 

formiranje produkta se karakteriše vrednostima 0 < β < 1. Aktivatori enzima, sa druge strane, 

pokazuju β > 1. Faktorom α se modifikuju vrednosti Ks inhibitorom i Ki supstratom. 

Kompetitivna inhibicija se karakteriše vrednostima α = ∞. Kada je α = 1 inhibitor pokazuje 

isti afinitet prema slobodnom i enzimu u kompleksu sa supstratom. Akompetitivna inhibicija 

se karakteriše vrednostima α << 1 (Copeland, 2000). 

          

Brzina reakcije katalizovane enzimom se računa Michaelis-Mentenovom jednačinom. 

Grafički prikazana zavisnost brzine reakcije (ν) od koncentracije supstrata ([S]) (Slika 2) 

ukazuje na to da u nižim koncentracijama supstrata, brzina reakcije raste proporcionalno sa 

koncentracijom, dok u višim koncentracijama supstrata brzina postaje konstantna i dostiže 

maksimalnu nepromenljivu vrednost, nezavisnu od koncentracije. Tada, koncentracija 

supstrata prevazilazi dostupnost aktivnih mesta enzima i dalji porast koncentracije pokazuje, 

ne značajan, mali uticaj na brzinu reakcije (Patrick, 2013). 

 

Slika 2. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije supstrata 

 

 

 

Michaelis Mentenova konstanta, KM, predstavlja koncentraciju supstrata kada je polovina 

aktivnih mesta enzima zauzeta, i predstavlja meru koncentracije supstrata neophodnu za 
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značajnu katalizu. Ova konstanta može predstavljati meru jačine interakcija supstrata sa 

enzimom, pri čemu niža vrednost ukazuje na jaču vezu supstrata i enzima. Njena vrednost 

zavisi od supstrata, uslova, pH, temperature, jonske jačine (Patrick, 2013).   

 

  

 

k1-3 – konstante brzine reakcija 

 

Michaelis Mentenova kinetika ne daje dovoljno podataka da bi se sa sigurnošću 

moglo tvrditi da li je maksimum brzine dosegnut ili ne. Lineweaver-Burkovim dijagramom 

zavisnosti recipročnih vrednosti koncentracije supstrata i brzine reakcije ovaj nedostatak 

može biti uklonjen. Ovim dijagramom je moguće odrediti tip inhibicije. U kompetitivnom 

tipu inhibicije maksimalna brzina enzimom katalizovane reakcije se ne menja, ali se menja 

koeficijent pravca prave usled povećanja vrednosti KM (Slika 3). U nekompetitivnom tipu 

inhibicije KM vrednost ostaje nepromenjena, ali je maksimalna brzina smanjena. U 

akompetitivnom tipu i maksimalna brzina i KM vrednost bivaju podjednako smanjene, a 

koeficijent pravca prave ostaje nepromenjen (Slika 4) (Patrick, 2013). 
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Slika 3. Lineweaver-Burkov dijagram (A) i Lineweaver-Burkov grafik kompetitivne 

inhibicije (B) 

 

Slika 4. Lineweaver-Burkov grafik nekompetitivne (A) i akompetitivne inhibicije (B) 
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Među regulatorima aktivnosti enzima, veoma su značajni inhibitori hidrolitičkih 

enzima. Treća klasa enzima, hidrolaze, katalizujući hidrolizu C-O, C-N, C-C i P-O veza 

proteina, ugljenih hidrata i lipida, učestvuje u regulaciji digestije, imunološkog odgovora, 

koagulacije i homeostaze glukoze (Ekinci, 2012).   

 

 

1.2. Proteaze 

 

Post-translaciona modifikacija peptida proteazama, sekretovanim, eksprimiranim na 

površini ćelija ili intracelularnim, predstavlja najizraženiji oblik regulacije biološki aktivnih 

peptida. Peptidaze mogu aktivirati, inaktivirati, modulirati aktivnost bioloških peptida. 

Poslednjih decenija zabeležen je porast broja proteaza u ulozi značajnih ciljnih 

makromolekula delovanja leka. Veliki broj inhibitora ovih enzima je već u primeni u 

kliničkoj praksi, ili se nalaze u različitim fazama kliničkih ispitivanja (Juillerat-Jeanneret, 

2013; Vizovišek i saradnici, 2016). Na osnovu katalitičkog mehanizma, proteaze mogu biti 

klasifikovane na serin, cistein, metalo, aspartatne, treonin, glutamatne proteaze, i one sa 

nepoznatim mehanizmom delovanja. Proteaze mogu biti podeljene na endopeptidaze (koje 

razgrađuju protein u unutrašnjosti polipeptidnog lanca) i egzopeptidaze (koje razgrađuju N i 

C terminus, amino- i karboksipeptidaze). Efikasnost katalize in vivo determinisana je brojnim 

faktorima. Aktivnost proteaza in vivo fino je regulisana na više nivoa, transkripcijom, 

aktivacijom zimogena, alosterijskim efektorima, inhibicijom endogenim inhibitorima. 

Identifikacija fizioloških supstrata, razumevanje njihove aktivnosti i lokalizovanosti u 

proteolitičkoj mreži je značajno (Vizovišek i saradnici, 2016). Razumevanje kompleksnosti 

signalne kaskade proteaza predstavlja izazov i značajan deo izdvajanja proteaza kao meta 

leka (Turk, 2006).  

Mnoge proteaze ne mogu da katalizuju hidrolizu peptidnih veza u kojima je jedna od 

aminokiselina prolin, zbog specifične strukture ove ciklične sekundarne aminokiseline i 

njenog uticaja na osnovni skelet peptida. Ostaci prolina se javljaju u blizini N-terminusa 

mnogih biološki aktivnih peptida, i doprinose zaštiti od degradacije. Specifične peptidaze 

mogu prepoznati ostatke prolina i uspešno hidrolizovati X-Pro peptidnu vezu. Mnogi od ovih 

enzima imaju značajne fiziološke uloge i predstavljaju mete dizajna lekova. 



7 

 

Proliloligopeptidaze među serin proteazama obuhvataju i dipeptidil peptidazu-4 (DPP-4) 

(E.C. 3.4.14.5) (García-Horsman i saradnici, 2007; Cunningham i OʹConnor, 1997). 

 

 

1.3. Dijabetes 

 

Razvoj leka za terapiju metaboličkih bolesti - pogoditi metu, lakše je reći nego učiniti. 

Globalna epidemija gojaznosti i dijabetesa nastavlja sa porastom neumoljivo (Moller, 2012). 

Prognoza je da će do 2045. godine do 629 miliona ljudi biti obolelo od dijabetesa (Kanasaki, 

2018). Prema ranijim procenama Svetske zdravstvene organizacije, do 2030. godine dijabetes 

će biti sedmi uzrok smrti globalno. Najviša stopa mortaliteta uzrokovanog dijabetesom je 

zabeležena u Africi, istočnom Mediteranu i jugo-istočnoj Aziji, dok je u ostalim regijama (u 

Evropi, Americi i zapadnom Pacifiku) znatno niža (Kerru i saradnici, 2018). Dijabetes 

melitus je metaboličko oboljenje okarakterisano visokim koncentracijama glukoze u plazmi, 

hiperglikemijom natašte ili u testu opterećenja glukozom. Svetska zdravstvena organizacija 

razlikuje dve kliničke forme dijabetesa, tip 1 i 2. Tip 1 dijabetesa, juvenilni, insulin zavistan 

je dijagnostikovan kod dece i mladih odraslih, indukovan destrukcijom insulin produkujućih 

beta ćelija Langerhansovih ostrvaca pankreasa, što vodi deficijenciji insulina, koji posreduje 

u preuzimanju glukoze u jetri, mišićima i adipoznom tkivu. Tip 2 ili insulin nezavistan 

dijabetes melitus je najčešći oblik dijabetesa i karakteriše se rezistencijom ili smanjenom 

osetljivošću na insulin, kombinovano sa smanjenom sekrecijom insulina i hiperglikemijom. 

Pacijenti oboleli od dijabetes melitusa tipa 2 imaju visok rizik za razvoj mikro- i 

makrovaskularnih komplikacija, kao što su nefropatija, neuropatija, retinopatija, koronarna 

arterijska bolest, infarkt, hipertenzija, periferne vaskularne bolesti (Havale i Pal, 2009; Kerru 

i saradnici, 2018). 

Vaskularne komplikacije, koje nastaju kao rezultat hroničnom hiperglikemijom 

uzrokovanog oksidativnog stresa i inflamacije, vodeći su uzrok mortaliteta pacijenata sa 

dijabetes melitusom tipa 1 i 2 (Domingueti i saradnici, 2016; Madonna i saradnici, 2017). 

Inicijalni okidač nepovoljnog uticaja povećane koncentracije glukoze na funkciju endotela je 

poremećaj balansa bioraspoloživosti azot monoksida (NO) i akumulacije reaktivnih 

kiseoničnih vrsta (ROS). Hiperglikemija indukuje generisanje superoksid anjona aktivacijom 

protein kinaze C (PKC) i posledičnim porastom aktivnosti nikotinamid adenin dinukleotid 

fosfat (NADPH) oksidaze. Superoksid anjon inaktivira NO formirajući peroksinitrit koji lako 
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penetrira kroz fosfolipidne membrane i vrši nitrovanje supstrata. Nitrozilovani proteini 

suprimiraju aktivnost antioksidativnih enzima i endotelne sintaze azot monoksida (eNOS). 

Reaktivne kiseonične vrste potenciraju nuklearnu translokaciju p65 subjedinice nuklearnog 

faktora kapa B (NF-κB), transkripciju pro-inflamatornih gena, monocitnog hemotaktičnog 

proteina-1 (MCP-1), vaskularnog (VCAM-1) i intracelularnog adhezionog molekula-1 

(ICAM-1), što pozitivno reguliše adheziju monocita za endotel i dijapedezu, uz formiranje 

penastih ćelija. Sekrecija interleukina (IL)-1 i faktora nekroze tumora alfa (TNF-α) iz 

aktiviranih makrofaga održava pozitivnu regulaciju adhezionih molekula potenciranjem NF-

κB signalizacije u endotelu, promovišući i vijablnost i proliferaciju glatko-mišićnih ćelija 

(Paneni i saradnici, 2013).  

Prekomerna izloženost fluktuacijama koncentracija glukoze i insulina značajno 

doprinosi smanjenju broja beta ćelija, poremećaju osetljivosti na insulin, aktivaciji medijatora 

inflamacije, generisanju slobodnih radikala, i promenama strukture i funkcije biomolekula. 

Jedan od primarnih mehanizama kontrole sekrecije insulina je sekrecija inkretina (glukagonu 

sličan peptid-1, GLP-1, i glukoza-zavistan insulinotropni polipeptid, GIP) na unos hrane. 

Insulinotropni efekti inkretina progresivno opadaju tokom razvoja dijabetesa, usled njihove 

smanjene sekrecije i porasta aktivnosti DPP-4 koja ih razgrađuje. Kapacitet održavanja 

signalizacije insulina je značajan, jer glikemijska kontrola nije obavezno dovoljna u 

prevenciji kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa dijabetesom (Harcourt i saradnici, 

2013).  

Za primenu u terapiji dijabetesa tipa 2 odobreni su: sulfonilurea derivati i meglitinidi 

koji stimulišu produkciju insulina, sa hipoglikemijom kao neželjenim efektom; derivati 

bigvanida koji smanjuju produkciju glukoze u jetri, sa gastrointestinalnim sporednim 

efektima; derivati tiazolidindiona koji povećavaju osetljivost na insulin i smanjuju produkciju 

glukoze u jetri, uz mogućnost pojave otoka i povećanja telesne mase; inhibitori α-glukozidaze 

koji smanjuje apsorpciju ugljenih hidrata, uz gastrointestinalne sporedne efekte; inhibitori 

DPP-4 koji potenciraju efekte inkretina, uz nazofaringitis, glavobolju i urogenitalne infekcije 

kao neželjene efekte; agonisti GLP-1 receptora koji su mimetici inkretina, uz glavobolju, 

infekcije gornjih respiratornih puteva i gastrointestinalne sporedne efekte; inhibitori natrijum-

glukoza kotransportera 2 koji potenciraju eliminaciju glukoze urinom, uz urogenitalne 

infekcije i hiperkalijemiju kao neželjeni efekat (Kerru i saradnici, 2018; Ahmed i saradnici, 

2015).  
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Rezultati prve kliničke studije o efektima inhibicije DPP-4 objavljeni su 2002. godine 

i od tada su brojne randomizirane kontrolisane studije ukazivale na efikasnost, bezbednost i 

dobru podnošljivost DPP-4 inhibitora, na protekitvne efekte u kardiovaskularnom sistemu i 

bubrezima, uz naglašavanje potencijala za proširenje spektra indikacija ovih agenasa, pored 

dijabetes melitusa tipa 2 (Deacon, 2018).   

 

 

1.4. Dipeptidil peptidaza-4 

 

Dipeptidil peptidaza-4 pripada familiji prolil specifičnih proteaza, serin peptidaza 

sekretovanih, eksprimiranih na membrani ili intracelularno, čiji su članovi i DPP-2, -8 i -9 

(Juillerat-Jeanneret, 2013). Dipeptidil peptidaza-4 je regulatorna proteaza koja učestvuje u 

digestiji oligopeptida sa prolinom/alaninom na pretposlednjoj poziciji N-terminusa (Juillerat-

Jeanneret, 2013), sa prioritetom ostataka prolin ˃ alanin ˃ serin, dok manje efikasno uklanja i 

dipeptide sa hidroksiprolinom, dehidroprolinom, glicinom, valinom, treoninom i leucinom na 

pretposlednjem položaju N-terminusa (McIntosh i saradnici, 2005). Ova aminopeptidaza je 

membranski glikoprotein tipa II, aktivan u obliku dimera, koji se sastoji od 766 

aminokiselina, sa kratkim citoplazmatskim (6 N-terminalnih aminokiselina), 

transmembranskim (22 aminokiseline) i ekstracelularnim delom (aminokiseline β-propeler i 

α/β-hidrolaza domena), koji sadrži aktivno mesto (Juillerat-Jeanneret, 2013; Zhong i 

saradnici, 2015) (Slika 5). Katalitičko mesto je lokalizovano u šupljini između α/β hidrolaza i 

β-propeler domena (Juillerat-Jeanneret, 2013).  
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Slika 5. Prikaz strukture humane dipeptidil peptidaze-4 (adaptirano iz Mentlein, 1999; 

Lambeir i saradnici, 2003) 

 

Pored aminokiselina u S2, S1, S1ʹ i S2ʹ domenu katalitičkog centra, značajne su i 

aminokiseline ove proteaze u delu za prepoznavanje N-terminusa supstrata koji sadrži 

Glu205, Glu206 i Tyr662 ostatke (gde Glu205 i Glu206 interaguju sa amino grupom 

peptida). Značajan je oksianjon domen, formiran amino grupom Tyr631 i hidroksilnom 

grupom Tyr547, kojim biva stabilizovan negativno naelektrisan intermedijer, oksianjon 

generisan u prelaznom stanju katalize, i katalitička trijada Ser630, Asp708 i His740 (sa 

Ser630 koji katalizuje kidanje veze peptida između P1 i P1ʹ segmenta nukleofilnim napadom). 

U literaturi ima podataka o S2 proširenom ili S3 domenu ove proteaze koji se sastoji od 

aminokiselina Val207, Ser209, Phe357 i Arg358, u kom se vezuju inhibitori, ali ne i supstrati, 

čime inhibitorna aktivnost i selektivnost inhibitora u odnosu na druge slične proteaze biva 

potencirana (Ojeda-Montes i saradnici, 2018; Nabeno i saradnici, 2013; Patel i Ghate, 2014) 

(Slika 6). 

Dve glutaminske kiseline na pozicijama 205 i 206 su identifikovane kao esencijalne 

za aktivnost humane DPP-4, odgovorne za prepoznavanje N-terminusa supstrata i restrikciju 

katalize na dipeptide (Abbott i saradnici, 1999a; Thoma i saradnici, 2003). 
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Slika 6. Šematski prikaz katalitičkog centra dipeptidil peptidaze-4 sa obeleženim segmentima 

enzima (S2, S1, S1ʹ i S2ʹ) i odgovarajućim segmentima strukture supstrata (P2, P1, P1ʹ i P2ʹ) 

(adaptitrano iz Ojeda-Montes i saradnici, 2018) 

 

Egzopeptidaza DPP-4 ciljni je makromolekul u terapiji dijabetesa (Havale i Pal, 

2009). Inkretin hormoni, GLP-1 i GIP, su endogeni fiziološki supstrati DPP-4 (Kirby i 

saradnici, 2010). Inkretin hormon GLP-1 je sekretovan u distalnim intestinalnim L ćelijama. 

Aktivan oblik GLP-1 je sačinjen od 30 aminokiselina, vezuje se za GLP-1 receptore na beta 

ćelijama pankreasa, stimuliše biosintezu i glukoza-zavisnu sekreciju insulina, suprimirajući 

postprandijalni porast glikemije. Ovaj inkretin inhibira sekreciju glukagona, usporava 

motilitet i sekreciju u gastrointestinalnom traktu, fiziološki je regulator apetita i unosa hrane, 

povoljno utiče na vijabilnost i proliferaciju beta ćelija pankreasa, doprinoseći efektivno 

održavanju homeostaze glukoze (Havale i Pal, 2009; Holst, 2007; Ahrén, 2007). Aktivan 

oblik GLP-1 biva brzo (t1/2 ~ 1-1,5 min) inaktiviran u plazmi dipeptidil peptidazom-4. 

Primenu u terapiji dijabetesa nalaze i GLP-1 analozi, agonisti GLP-1 receptora rezistentni na 

DPP-4. Drugi inkretin hormon, GIP, je peptid sačinjen od 42 aminokiseline, sekretovan u K 

ćelijama intestinuma. Aktivacijom GIP receptora na beta ćelijama pankreasa, adenilatna 

ciklaza biva aktivirana, što je praćeno porastom cikličnog adenozin monofosfata (cAMP) i 

intracelularnog kalcijuma, aktivacijom protein kinaze A (PKA) i sekrecijom insulina. Kao 

GLP-1, i GIP biva brzo inaktiviran u plazmi dipeptidil peptidazom-4. Glukoza-zavistan 

insulinotropni polipeptid nije efektivan u terapiji dijabetes melitusa tipa 2, usled zabeležene 
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rezistencije na efekte ovog inkretina u dijabetesu (Havale i Pal, 2009; Ahrén, 2007). 

Insulinotropna aktivnost GLP-1 u poređenju sa GIP je izraženija, dok je polu-vreme GIP duže 

od polu-vremena GLP-1 (Fisman i Tenenbaum, 2015; Patel i Ghate, 2014).  

Inkretini su jedna od mnogih meta dipeptidil peptidaze-4 (Zhong i saradnici, 2015). 

Ova peptidaza modifikuje biološku aktivnost i hemokina, faktora rasta, neuro- i vazoaktivnih 

peptida (Abbott i saradnici, 1999a; Lambeir i saradnici, 2003). Zbog brojnih 

supstrata/liganada, pored regulacije homeostaze glukoze, ova proteaza pokazuje i druge 

sistemske efekte (Avogaro i saradnici, 2014; Fadini i Avogaro, 2011; Kim i saradnici 2014; 

Gorrell, 2005; Mulvihill i Drucker, 2014; Augustyns i saradnici, 2005; Andersen i saradnici, 

2018; Boonacker i Van Noorden, 2003).  

Dipeptidil peptidaza-4 je i vezujući protein za kolagen tipa I i III (cistein bogatim 

domenom, nezavisno od enzimske aktivnosti), receptor je i za adenozin deaminazu (ADA) 

(Juillerat-Jeanneret, 2013). Domen vezivanja ADA obuhvata aminokiseline od Leu340 do 

Arg343 i Thr440/Lys441 proteaze (Abbott i saradnici, 1999b). Ova peptidaza eksprimirana 

na makrofagima, posebno u visceralnom adipoznom tkivu, vezuje ADA i učestvuje u 

proliferaciji i aktivaciji T ćelija (Zhong i saradnici, 2013a). Kostimulatorni je molekul za 

limfocite (CD26 u imunološkom kontekstu). Široko je eksprimirana u epitelnim i ne-

epitelnim tkivima, cirkulaciji, sa najizraženijom ekspresijom u proksimalnim tubulima 

bubrega i na luminalnoj membrani epitelnih ćelija intestinuma (Juillerat-Jeanneret, 2013; 

Gorrell i saradnici, 2001). Široka distribucija ove proteaze obuhvata epitelne, endotelne 

ćelije, leukocite, hepatocite, fibroblaste, acinusne ćelije egzokrinog pankreasa, limfne 

čvorove, uterus, placentu, nadbubrežne, parotidnu i mlečne žlezde, slezinu, pluća, mozak 

(Kirby i saradnici, 2010; Hildebrandt i saradnici, 2000; Augustyns i saradnici, 2005). 

Interferon gama (IFN-γ) može indukovati ekspresiju ove proteaze na humanim 

glomerularnim epitelnim ćelijama (Stefanovic i saradnici, 1993). Aktivnost DPP-4 se beleži i 

u serumu, urinu, amnionskoj tečnosti (Hildebrandt i saradnici, 2000). Katalitički aktivna 

DPP-4 bez transmembranskog i intracelularnog domena predstavlja solubilnu formu ove 

proteaze. Ćelije, tkiva, izvori solubilnog oblika DPP-4 in vivo, mehanizmi i regulacija 

nastajanja, nedovoljno su razjašnjeni (Shi i saradnici, 2016). Iako se epitel jetre i limfociti 

navode, pokazano je da je adipozno tkivo značajan izvor solubilne DPP-4, i da insulin i TNF-

α mogu povećati nivo solubilnog oblika (Aroor i saradnici, 2014; Lamers i saradnici, 2011). 

Matriks metaloproteaza (MMP)-1, -2 i -14 učestvuju u nastajanju solubilnog oblika ove 

peptidaze sa vaskularnih glatko-mišićnih ćelija, i MMP-9 sa adipocita. Hipoksija pozitivno 
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reguliše nastajanje solubilnog oblika DPP-4 sa glatko-mišićnih ćelija, što je povezano sa 

povećanjem ekspresije MMP-1 (Röhrborn i saradnici, 2014). 

Dipeptidil peptidaza-4 u cirkulaciji može negativno uticati na vaskularnu reaktivniost 

i vazodilataciju, što doprinosi endotelnoj disfunkciji. Solubilna DPP-4 promoviše oslobađanje 

vazokonstriktora tromboksana A2 (Romacho i saradnici, 2016). Solubilan oblik ove proteaze, 

u zavisnosti od koncentracije, aktivira ekstracelularnim signalima regulisanu kinazu (ERK) 

1/2, indukuje fosforilaciju subjedinice p65 NF-κB, povećava ekspresiju i sekreciju pro-

inflamatornih citokina, IL-6, -8 i MCP-1, stimuliše proliferaciju vaskularnih glatko-mišićnih 

ćelija (Wronkowitz i saradnici, 2014). Solubilan CD26 učestvuje u transendotelnoj migraciji 

T ćelija (Ikushima i saradnici, 2002). Obe, i solubilna i vezana za membranu DPP-4 poseduju 

katalitičko mesto i, teorijski, aktivnost obe može biti inhibirana DPP-4 inhibitorima. 

Farmakološke razlike između dva navedena oblika DPP-4 ostaju predmet detaljnijeg 

razmatranja (Hasan i Hocher, 2017). 

 

 

1.5. Inhibitori dipeptidil peptidaze-4: mehanizam delovanja i terapijski potencijal 

 

Pronađeni su brojni inhibitori DPP-4 različitih struktura. Prvi efikasni inhibitori ovog 

enzima bili su kompetitivni tripeptidi diprotin A (Ile-Pro-Ile) i diprotin B (Val-Pro-Leu). Prva 

klasa inhibitora bili su analozi supstrata sa pirolidinom. Prva biološka validacija DPP-4 kao 

terapijske mete bila je sa Val-Pyr, a kasnije su sintetisani analozi sa petočlanim 

heterociklusom oponašajući prolin u P1 položaju supstrata (Juillerat-Jeanneret, 2013).  

Prvi DPP-4 inhibitor odobren za primenu u terapiji dijabetes melitusa tipa 2 bio je 

sitagliptin (2006. godine), reverzibilan inhibitor sa doziranjem 100 mg jednom dnevno. 

Vildagliptin (odobren 2008. godine) formira reverzibilno kovalentnu vezu između cijano 

grupe i Ser630 proteaze, hidrolizom biva brzo transformisan u neaktivan metabolit, i zahteva 

doziranje 50 mg dva puta dnevno. Rezultat uvođenja sternih smetnji u cilju poboljšanja 

hemijske stabilnosti cijanopirolidina bio je i saksagliptin (odobren 2009. godine), koji u 

organizmu biva transformisan u aktivan metabolit, sa dozom 5 mg jednom dnevno. Alogliptin 

(odobren 2010. godine) bio je pronađen u težnjama za povećanjem metaboličke stabilnosti 

jedinjenja sa osnovom hinazolina zamenom hinazolina pirimidindionom, sa dozom 25 mg 

jednom dnevno. Linagliptin (odobren 2011. godine) je metilksantinski selektivni inhibitor, sa 

bilijarnom sekrecijom, i dozom 5 mg jednom dnevno. I gemigliptinu (odobren 2012. godine) 
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farmakokinetičke i farmakodinamičke karakteristike omogućavaju doziranje jednom dnevno 

u monoterapiji dijabetesa (Juillerat-Jeanneret, 2013). Pored gemigliptina, 2012. godine su 

odobreni i anagliptin i teneligliptin. Evogliptin, omarigliptin i trelagliptin su odobreni za 

primenu 2015. godine, a gosogliptin 2016. godine. Trelagliptin i omarigliptin su novi DPP-4 

inhibitori koji se aplikuju jednom nedeljno, bez specifičnih sporednih efekata (Li i saradnici, 

2018a) (Slika 7). 

 

 

Slika 7. Inhibitori dipeptidil peptidaze-4 odobreni za primenu u terapiji 
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Inhibitore DPP-4 karakteriše strukturna raznolikost, uz posledično različite tipove 

interakcija sa enzimom. Načini vezivanja odobrenih inhibitora sa enzimom su determinisani i 

poređeni (Nabeno i saradnici, 2013; Kim i saradnici, 2016; Watanabe i saradnici, 2015; 

Grimshaw i saradnici, 2016; Biftu i saradnici, 2014; Lee i saradnici, 2017; Ammirati i 

saradnici, 2009; Schnapp i saradnici, 2016). 

S1 i domen za prepoznavanje N-terminusa supstrata su od značaja za vezivanje 

inhibitora za proteazu. Nekovalentne interakcije sa Glu205 i Glu206 stabilizovane 

vodoničnim vezama sa Tyr662 su značajne, i pretpostavka je da bi farmakofora trebalo da 

bude sa pozitivnim naelektrisanjem i/ili donorom vodonične veze, kako bi interakcija sa N-

terminus prepoznajućim domenom bila omogućena. Deo S2 domena, Arg125, je esencijalan 

za koordinisanje sa karbonilnom grupom P2 ostatka supstrata/inhibitora, i sa Glu205 i Glu206 

ova aminokiselina optimizuje položaj supstrata za nukleofilni napad Ser630. Negativno 

naelektrisanje u blizini Arg358 i potenciranje 𝜋–𝜋 interakcija sa Phe357 (deo S2 proširenog 

domena) značajno povećava bioaktivnost liganda. Još jedan od načina da se poveća 

bioaktivnost liganda mogu biti interakcije hidrofobnih supstituenata u maloj šupljini između 

Arg358 i Ser209. Interakcije u S2 proširenom domenu rezultuju nanomolarnom aktivnošću 

inhibitora i selektivnošću u odnosu na DPP-8 i -9, usled razlika aminokiselina u ovom 

domenu srodnih proteaza. Hidroksilna grupa Tyr547 (u S2/S1ʹ domenu) učestvuje u oksianjon 

stabilizaciji, i neophodna je za katalitičku aktivnost enzima. Uz fenil grupu Phe357, 

interakcijom sa fenil grupom Tyr547 može biti postignuta nanomolarna aktivnost, 𝜋–𝜋 ili 

hidrofobnim interakcijama sa većim alifatičnim grupama liganda. Simulacijama molekulske 

dinamike je pokazano da interakcijama sa Tyr547 može biti prevenirano da inhibitor za 

kratko vreme napusti aktivno mesto enzima. Tyr547 je delom odgovoran i za selektivnost 

inhibitora za DPP-4 u odnosu na srodne proteaze. Još jedan od načina povećanja aktivnosti 

DPP-4 inhibitora je uspostavljanje interakcija sa Lys554. I povećanje, ali i smanjenje 

aktivnosti inhibitora je zabeleženo uspostavljanjem interakcija sa Trp629 (deo S2ʹ domena), 

što može biti posledica njegovih konformacionih promena (Ojeda-Montes i saradnici, 2018). 

Generalno, gliptini pokazuju dobru per os bioraspoloživost i podnošljivost, bez uticaja 

na telesnu masu, sa niskim rizikom razvoja hipoglikemije, srednje ili visoke selektivnosti, 

opsega doza 5-100 mg jednom ili dva puta dnevno, brzo bivaju apsorbovani, delimično 

biotransformisani, do aktivnih metabolita u slučaju saksagliptina, uglavnom ekskretovani 

preko bubrega, ili bilijarno eliminisani kao linagliptin, sa okvirno 70-90% inhibicije enzima 



16 

 

24 h nakon unosa (Patel i Ghate, 2014; Havale i Pal, 2009). Linagliptin ima najveći volumen 

distribucije, dublje penetrira u bubrege, obuhvatajući i delove u kojima je DPP-4 

eksprimirana u najvećem obimu, i pokazuje veći potencijal i izraženije plejotropne 

renoprotektivne efekte u odnosu na ostale gliptine (Kanasaki, 2018). Gliptini ne pokazuju 

tendenciju ka izraženijim interakcijama sa drugim lekovima i ne pokazuju potrebu za 

inicijalnom titracijom doze u cilju smanjenja rizika od neželjenih efekata (Ahmed i saradnici, 

2015). Nastavak evaluacije efikasnosti i bezbednosti primene ovih hipoglikemijskih agenasa 

kontrolisanim studijama dužeg trajanja, kao i u kliničkoj praksi, je neophodan za detaljniju 

procenu njihovog profila, prednosti i nedostataka u poređenju sa postojećom terapijom i 

protokolima (Amori i saradnici, 2007). Osim hipoglikemijskog, pokazano je da DPP-4 

inhhibitori pokazuju protektivne efekte u kardiovaskularnoj i patologiji bubrega (Aroor i 

saradnici, 2014; Avogaro i saradnici, 2014; Fadini i Avogaro, 2011; Fadini i Avogaro, 2013; 

Kim i saradnici 2014; Shi i saradnici, 2016; Avogaro i Fadini, 2014; Panchapakesan i 

saradnici, 2013a; Arruda-Junior i saradnici, 2016; Alam i saradnici, 2015; Balakumar i 

Dhanaraj, 2013; Dai i saradnici, 2013; Aroor i saradnici, 2013; Gong i saradnici, 2015; 

Hocher i saradnici, 2012; Remm i saradnici, 2016; Ahmed i saradnici, 2015; Bonora i 

Cigolini, 2016; Duvnjak i Blaslov, 2016; Hirano i Mori, 2016; Coppolino i saradnici, 2018; 

Esaki i saradnici, 2017; Penno i saradnici, 2016). Inhibitori DPP-4 pokazuju mnogobrojne 

povoljne efekte u kardiovaskularnom sistemu, uključujući poboljšanje endotelne funkcije, 

smanjenje markera inflamacije, ishemija/reperfuzija oštećenja, krvnog pritiska i lipidemije, 

smanjenje incidence velikih kardiovaskularnih oštećenja (Fisman i Tenenbaum, 2015; Noda i 

saradnici, 2013; Matheeussen i saradnici, 2012). Sigurnost terapije sitagliptinom (Engel i 

saradnici, 2013; Green i saradnici, 2015), linagliptinom (Johansen i saradnici, 2012; von 

Eynatten i saradnici 2013) i alogliptinom (Shimada i saradnici, 2016; White i saradnici, 2013) 

po kardiovaskularni sistem pacijenata je potvrđena studijama i meta-analizama, ali ima i onih 

koje ukazuju na povećan rizik od srčane insuficijencije kod pacijenata obolelih od dijabetesa 

na terapiji DPP-4 inhibitorima, sa još uvek nedovoljno razjašnjenom vezom uzrok-posledica 

(Savarese i saradnici, 2015; Scirica i saradnici, 2013; Guo i saradnici, 2017). Moguće 

objašnjenje za izostanak pozitivnih rezultata može biti to da su povoljni efekti DPP-4 

inhibitora izraženiji u ranoj fazi metaboličkog oštećenja, pre razvoja ozbiljnijih 

kardiovaskularnih bolesti (Wronkowitz i saradnici, 2014). Potencijalno postoje objašnjenja i 

za rezultat da terapija saksagliptinom u prosečnom trajanju od 2 godine nije dovela do 

smanjenja stepena ishemijskih poremećaja. Moguće je da terapija ovim gliptinom nije trajala 
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dovoljno dugo za ispoljavanje povoljnog efekta na proarteriosklerotske procese kod 

pacijenata sa dijagnozom dijabetes melitusa tipa 2 u prosečnom trajanju od preko 10 godina. 

Ni rizik ni povoljni efekti duže terapije saksagliptinom nisu isključeni (Scirica i saradnici, 

2013). Nedovoljno je rezultata kliničkih studija dužeg trajanja. Studije koje su u toku i one 

koje su u planu mogu ponuditi bolji uvid u sigurnost i povoljne efekte ovih agenasa u 

kardiovaskularnom sistemu (Cobble i Frederich, 2012; Fisman i Tenenbaum, 2015; Solun i 

saradnici, 2013).  

 

 

1.6. Pregled inhibitora dipeptidil peptidaze-4 

 

Godinama, hemija heterocikličnih jedinjenja je polje istraživanja usled širokog 

spektra bioloških aktivnosti ovih struktura i primene mnogih u terapiji (Ajani i saradnici, 

2016).  

Strukturno raznolikih DPP-4 inhibitora je veliki broj, od kojih je u nastavku dat 

pregled onih ispitanih in vitro na humanom enzimu sa IC50 vrednostima (koncentracija 

inhibitora koja uzrokuje 50% inhibicije enzimske aktivnosti) manjim od 100 μM i procenom 

relativnog inhibitornog potencijala (RIP) računatog u odnosu na aktivnost referentnog 

inhibitora u testu. 

 

1.6.1. Derivati pirolidina 

 

Inhibitorni potencijal N- i C-supstituisanih-glicil-2-cijanopirolidin derivata je ispitan 

na DPP-4, pri čemu su derivati sa cikloheksil i izopropil grupom kao C-supstituentima 

pokazali značajnu efektivnost (Villhauer i saradnici, 2003) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 N- i C-supstituisanim-glicil-2-cijanopirolidin 

derivatima (Villhauer i saradnici, 2003) 

 

R1 R2 IC50 (μM)a RIP R1 R2 IC50 (μM)a RIP 

H 

 

0,612 
0,04b 

0,01c 
H 

 

0,338 
0,07b 

0,01c 

H 

 

0,08 
0,28b 

0,04c 

 

H 0,002 
11b 

1,75c 

H 

 

0,054 
0,41b 

0,06c 
H 

 

0,064 
0,34b 

0,05c 

H 

 

0,026 
0,85b 

0,13c 

  

18,6 
0,001b 

0,0002c 

H 

 

0,104 
0,21b 

0,03c 
CH(CH3)2 H 0,002 

11b 

1,75c 

H 

 

0,063 
0,35b 

0,06c 
H CH(CH3)2 0,192 

0,11b 

0,02c 

H 

 

0,053 
0,42b 

0,07c 
CH(CH3)2 CH3 9,61 

0,002b 

0,0004c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja 

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Wang i saradnici su ispitivali inhibitorni potencijal derivata 1-propanoil-α-amino-

pirolidin-2-karbonitrila na DPP-4 (Tabela 2). Derivati sa fluorom u para položaju fenil 

supstituenta su pokazali veći inhibitorni potencijal, pretpostavlja se, usled formiranja 

vodoničnih veza fluora sa Phe357 proteaze. Fluor u položaju 4 pirolidina doprinosi povećanju 

efektivnosti. 4-Fluoropirolidin-2-karbonitril fragment se vezuje u S1 domenu enzima, sa 

interakcijama fluora vodoničnim vezama sa Ser630, His740 i Tyr547. Uvođenje većih grupa, 
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fenil ili terc-butil grupe, u benzenov prsten vodi smanjenju stepena inhibicije (Wang i 

saradnici, 2013). 

 

Tabela 2. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-propanoil-α-amino-pirolidin-2-

karbonitrila (Wang i saradnici, 2013) 

 

R1 R2 IC50 (μM)a RIPb R1 R2 IC50 (μM)a RIPb 

H H 0,027 0,74 H 3-CN 0,063 0,32 

H 2-F 0,018 1,11 H 3-CF3 0,209 0,1 

H 3-F 0,248 0,08 F H 0,017 1,18 

H 4-F 0,011 1,82 F 4-F 0,003 6,67 

H 4-CH3 0,017 1,18 F 4-CH3 0,004 5 

H 4-OCH3 0,029 0,69 F 4-OCH3 0,015 1,33 

H 4-NH2 0,075 0,27 F 4-NO2 0,292 0,07 

H 4-NO2 0,02 1 F 4-CN 0,005 4 

H 4-CN 0,021 0,95 F 4-CF3 0,006 3,33 

H 4-CF3 0,031 0,65 F 4-C(CH3)3 0,125 0,16 

H 4-Cl 0,004 5 F 4-C6H5CH2O 0,094 0,21 

H 4-Br 0,004 5 F 2-CN 0,022 0,91 

H 4-C6H5 0,145 0,14 F 2-CF3 0,02 1 

H 2-CH3 0,042 0,48 F 2,4-di-F 0,006 3,33 

H 2-CN 0,027 0,74 F 2,4,5-tri-F 0,017 1,18 

H 2-CF3 0,046 0,43 F 2,3,4-tri-F 0,023 0,87 

    F 2,3,5-tri-F 0,06 0,33 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,02 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Supstituisani derivati 1-propanoil-pirolidin-2-karbonitrila sa hetero mono- i 

bicikličnim fragmentima su dizajnirani i sintetisani na osnovu rezultata analize odnosa 

struktura-aktivnost prethodno sintetisanih pirolidin-2-karbonitril inhibitora DPP-4 (Tabela 3). 
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Porast lipofilnosti strukture je pokazao pozitivan uticaj na inhibitorni potencijal. Pirolidin-2-

karbonitril fragment se vezuje u S1 hidrofobnom domenu proteaze, nitril grupa interaguje sa 

Ser630 i His740. Karbonilna grupa formira vodoničnu vezu sa Arg125, dok α-amino grupa 

gradi vodonične veze sa Glu205 i Glu206. Uvođenje fluora u položaj 4 pirolidin-2-

karbonitrila povećava efikasnost inhibitora. Fluor gradi vodoničnu vezu sa Tyr547, što 

značajno doprinosi porastu inhibitornog potencijala. Na miševima sa dijabetesom je pokazano 

da najaktivniji derivat, koji deluje kao kompetitivni inhibitor DPP-4, pokazuje i 

hipoglikemijski efekat in vivo (Ji i saradnici, 2014a). 

 

Tabela 3. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-propanoil-pirolidin-2-karbonitrila sa 

hetero mono- i bicikličnim fragmentima (Ji i saradnici, 2014a) 

 

R1
 R2 IC50 (μM)a RIPb R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 

H 

 

0,17 0,12 F 

 

0,004 5 

H 

 

0,03 0,67 F 

 

0,04 0,5 

H 

 

0,33 0,06 F 

 

0,39 0,05 

H 

 

0,52 0,04 F 

 

0,05 0,4 

F 
 

0,005 4 F 0,05 0,4 
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F 

 

0,05 0,4 F 

 

0,12 0,17 

    F 

 

0,01 2 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Ji i saradnici su ispitivali inhibitorni potencijal 1-butanoil-β-amino-4-fluoro-pirolidin-

2-karbonitril derivata na DPP-4 (Tabela 4). Derivat sa nesupstituisanim fenil fragmentom je 

pokazao umerenu efektivnost. U cilju povećanja efikasnosti, elektron donor i akceptor grupe 

su uvođene u orto, meta i para položaj benzena. 2,4,5-Trifluoro derivat je pokazao visok 

inhibitorni potencijal in vitro, i hipoglikemijski efekat in vivo na miševima. 2,4,5-

Trifluorofenil fragment se vezuje u S1 hidrofobnom domenu enzima, fluor interaguje 

vodoničnom vezom sa Ser630. 4-Fluoropirolidin-2-karbonitril deo se vezuje u S2 domenu 

proteaze. Azot cijano grupe interaguje sa Tyr547, dok β-amino grupa gradi vodonične veze sa 

Tyr662, Glu205 i Glu206 (Ji i saradnici, 2014b). 

  

Tabela 4. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-butanoil-β-amino-4-fluoro-pirolidin-

2-karbonitrila (Ji i saradnici, 2014b) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

H 0,45 
0,04b 

0,16c 
4-CF3 0,64 

0,03b 

0,11c 

2-Cl 0,22 
0,09b 

0,32c 
4-OCH3 0,77 

0,03b 

0,09c 

2-CH3 0,16 
0,12b 

0,44c 
2,4-di-Cl 0,04 

0,5b 

1,75c 
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3-F 0,22 
0,09b 

0,32c 
3,4-di-Cl 0,53 

0,04b 

0,13c 

4-F 0,32 
0,06b 

0,22c 
3,5-di-F 1,58 

0,01b 

0,04c 

4-I 0,43 
0,05b 

0,16c 
2,4,5-tri-F 0,05 

0,4b 

1,4c 

   H ((S)-NH2) 1,94 
0,01b 

0,04c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM; vildagliptin, IC50 = 0,07 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Derivati supstituisanog pirolidina povezanog različitim vezujućim grupama sa 

aromatičnim sistemom pokazuju dobar potencijal inhibicije DPP-4 (Tabele 5 i 6). Jedinjenja 

sa elektron donor grupama u para položaju benzamida su pokazala manju efektivnost u 

poređenju sa nesupstituisanim derivatima, dok su derivati sa elektron akceptor grupama 

pokazali veći stepen inhibicije. Vezujući fragment između pirolidina i aromatičnog prstena, 

bilo da je to alifatičan niz od 2-3 C atoma ili aromatičan prsten, ne utiče značajno na 

aktivnost, što može biti posledica fleksibilnosti S2 domena proteaze. Pretpostavlja se da 

susptituenti u para položaju benzamida interaguju sa Ser209, Arg358 i Phe357. U poređenju 

sa pirolidinkarboksamidima značajno povećanje efikasnosti je zabeleženo za derivate 

pirolidinkarbonitrila, koji pokazuju i interakcije u S1 domenu enzima. Najaktivnije jedinjenje 

od pirolidinkarbonitrila pokazuje kovalentnu interakciju cijano grupe sa hidroksilnom 

grupom Ser630, vodonične veze amidne grupe sa karbonilnom grupom Glu205 i Glu206 i 

NH grupom gvanidina Arg358, i π-π interakcije para-nitril fenil fragmenta sa Phe357. 

Najaktivnije jedinjenje je pokazalo i dobar hipoglikemijski efekat na miševima (Jadav i 

saradnici, 2012).  
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Tabela 5. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-supstituisanog pirolidina sa 

alifatičnim nizom kao vezujućim fragmentom između pirolidina i aromatičnog sistema (Jadav 

i saradnici, 2012) 

 

n R1
 R2 IC50 (μM)a RIP n R1

 R2 IC50 (μM)a RIP 

2 

 

H 0,32 
0,01b 

0,02c 
3 

 

OH 0,843 
0,004b 

0,01c 

2 

 

OCH3 0,89 
0,004b 

0,01c 
3 

 

F 0,074 
0,04b 

0,1c 

2 

 

OH 0,863 
0,004b 

0,01c 
3 

 

CN 0,026 
0,12b 

0,28c 

2 

 

F 0,093 
0,03b 

0,08c 
3 

 

CF3 0,019 
0,17b 

0,38c 

2 

 

CN 0,031 
0,1b 

0,23c 
3 

 

CH3 0,694 
0,005b 

0,01c 

2 

 

CF3 0,028 
0,11b 

0,26c 
3 

 

C6H5 0,104 
0,03b 

0,07c 

2 

 

CH3 0,715 
0,004b 

0,01c 
2 CN CN 0,0103 

0,31b 

0,7c 

2 

 

C6H5 0,107 
0,03b 

0,07c 
2 CN CF3 0,0132 

0,24b 

0,55c 

3 

 

H 0,298 
0,01b 

0,02c 
3 CN CN 0,0023 

1,39b 

3,13c 

3 

 

OCH3 0,869 
0,004b 

0,01c 
3 CN CF3 0,0038 

0,84b 

1,89c 
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aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,0032 μM; NVP-DPP728, IC50 = 0,0072 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja 

 

Tabela 6. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-supstituisanog pirolidina sa 

aromatičnim prstenom kao vezujućim fragmentom između pirolidina i aromatičnog sistema 

(Jadav i saradnici, 2012) 

 

R1
 R2 IC50 (μM)a RIP R1

 R2 IC50 (μM)a RIP 

 
H 0,311 

0,01b 

0,02c 
 

CF3 0,031 
0,1b 

0,23c 

 
OCH3 0,879 

0,004b 

0,01c  
CH3 0,723 

0,004b 

0,01c 

 
OH 0,863 

0,004b 

0,01c 
 

C6H5 0,116 
0,03b 

0,06c 

 
F 0,1 

0,03b 

0,07c 
CN CN 0,0116 

0,28b 

0,62c 

 
CN 0,034 

0,09b 

0,21c 
CN CF3 0,0143 

0,22b 

0,5c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,0032 μM; NVP-DPP728, IC50 = 0,0072 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja 

 

Derivati 2-cijano-pirolidina sa biciklo[3.3.0]oktan fragmentom su se pokazali kao 

efektivni inhibitori DPP-4 (Tabela 7). Derivat sa 5-β-metoksi grupom je najaktivniji. 

Pokazano je da što je 5-β-supstituent sterno veći, efikasnost je manja. Dva jedinjenja sa 

najvišim stepenom inhibicije u in vitro testu su i na miševima pokazala povoljan efekat u 

regulaciji glikemije (Cho i saradnici, 2010a). 
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 Tabela 7. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-cijano-pirolidina sa 

biciklo[3.3.0]oktan fragmentom (Cho i saradnici, 2010a) 

 

R1 R2 R3
 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1 R2 R3

 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

OH H H(α) 0,012 0,75 OCONHCH(CH3)2 H H(α) 0,204 0,04 

OCH3 H H(α) 0,008 1,12 OCONHC(CH3)3 H H(α) 0,326 0,03 

OC2H5 H H(α) 0,059 0,15 OCONHC6H5 H H(α) 0,121 0,07 

OCON(CH3)2 H H(α) 0,065 0,14 OCOCH3 H H(α) 0,032 0,28 

OCON(C2H5)2 H H(α) 0,08 0,11 H OCH3 H(β) 0,027 0,33 

     OCH3 H H(α) 0,047 0,19 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,009 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Među 2-aminometil-pirolidin analozima β-homofenilalanina (Tabela 8), zamena fenil 

ostatka piridinom značajno povećava inhibitorni potencijal. Sulfonil grupa, koja može da 

interaguje sa aminokiselinama proteaze vodoničnim vezama, ili uvođenje fluora kao 

supstituenta fenil ostatka, povećava stepen inhibicije. Hipoglikemijski efekat tri najaktivnija 

derivata je ispitan in vivo na miševima, pri čemu je derivat koji je bio drugi po efikasnosti 

inhibicije, pokazao najpovoljniji efekat u regulaciji glikemije (Jiang i saradnici, 2015).   
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Tabela 8. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 2-aminometil-pirolidin analozima β-

homofenilalanina (Jiang i saradnici, 2015)  

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

0,0339 0,56 

 

0,0082 2,32 

 

0,0263 0,72 

 

0,00699 2,72 

 

0,00513 3,7 

 

0,00348 5,46 

 

0,00106 17,92 

 

0,0011 17,27 

 

0,00172 11,05 

 

0,00426 4,46 

 

0,0014 13,57 

 

0,00395 4,81 
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0,00087 21,84 

 

0,00552 3,44 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,019 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Villhauer i saradnici su sintetisali i ispitali inhibitorni potencijal 2-cijano-pirolidin 

derivata (Tabela 9). Ispitan je uticaj lipofilnih ciklusa različite veličine, linearnih acikličnih 

supstituenata različite dužine, bicikličnih i tricikličnih fragmenata na aktivnost (Villhauer i 

saradnici, 2003). 

 

Tabela 9. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-cijano-pirolidina sa cikličnim i 

acikličnim supstituentima različitih veličina (Villhauer i saradnici, 2003) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

 
0,444 

0,05b 

0,01c  
0,218 

0,1b 

0,02c 

 
0,475 

0,05b 

0,01c 

 

0,372 
0,06b 

0,01c 

 
0,261 

0,08b 

0,01c 

 

10,9 
0,002b 

0,0003c 

 
0,266 

0,08b 

0,01c 

 

0,988 
0,02b 

0,004c 

 
0,282 

0,08b 

0,01c 

 

0,436 
0,05b 

0,01c 

 
0,291 

0,08b 

0,01c 

 

0,305 
0,07b 

0,01c 
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0,346 

0,06b 

0,01c 

 

0,024 
0,92b 

0,15c 

 

0,466 
0,05b 

0,01c 

 

0,377 
0,06b 

0,01c 

 

0,398 
0,06b 

0,01c 
 

0,133 
0,17b 

0,03c 

 

0,256 
0,09b 

0,01c 

 

0,015 
1,47b 

0,23c 

 

10,9 
0,002b 

0,0003c 

 

0,016 
1,38b 

0,22c 

 

0,035 
0,63b 

0,1c 

 

0,598 
0,04b 

0,01c 

 

0,105 
0,21b 

0,03c 

 

0,242 
0,09b 

0,01c 

 

0,123 
0,18b 

0,03c 
  

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Wright i saradnici su ispitivali inhibitorni potencijal cis-2,5-dicijanopirolidin α-amino 

amida na DPP-4 (Tabela 10). 1-({[1-(Hidroksimetil)ciklopentil]amino}acetil)pirolidin-2,5-

cis-dikarbonitril je izdvojen zbog dobre oralne bioraspoloživosti i in vivo efektivnosti 

dokazane na miševima. Analizom odnosa struktura-aktivnost determinisana je kovalentna 
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interakcija jedne nitril grupe i Ser630, dok druga nitril grupa formira vodoničnu vezu sa 

Tyr666. Pirolidin prsten je lokalizovan u S1 domenu proteaze. Sekundarna amino grupa 

interaguje sa Glu205, Glu206, Asn710 i Tyr662 (Wright i saradnici, 2006). 

 

Tabela 10. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima cis-2,5-dicijanopirolidin α-amino 

amida (Wright i saradnici, 2006) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

0,072 1388,89 
 

1,11 90,09 

 

0,074 1351,35 

 

1,16 86,21 

 
0,104 961,54 

 
0,064 1562,5 

 

0,106 943,4 

 
0,084 1190,48 

 

0,164 609,76 

 

0,091 1098,9 

 
0,208 480,77 

 

0,123 813,01 

 

0,237 421,94 
 

0,201 497,51 

 

0,261 383,14 

 

0,454 220,26 
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0,651 153,61 

 

0,702 142,45 

 
0,663 150,83 

 

0,955 104,71 

 

0,687 145,56 

 

1,86 53,76 

 

0,689 145,14    

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: diprotin A, IC50 = 100 μM) 

bRIPd = IC50 diprotina A / IC50 jedinjenja 

 

Villhauer i saradnici su sintetisali i ispitali inhibitorni potencijal i derivata 2-cijano-

pirolidina sa adamantil grupom (Villhauer i saradnici, 2003) (Slika 8, Tabela 11). 

 

Slika 8. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatom 2-cijano-pirolidina sa adamantil grupom 

(Villhauer i saradnici, 2003)  

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 
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Tabela 11. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-cijano-pirolidina sa adamantil 

grupom (Villhauer i saradnici, 2003) 

 

n R1 R2 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP n R1 R2 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP 

1 CN H H 0,003 
7,33b 

1,17c 
1 CN 

 

H 0,022 
1b 

0,16c 

1 H H H 7 
0,003b 

0,0005c 
1 CN 

 

H 0,149 
0,15b 

0,02c 

0 H H H 24,2 
0,001b 

0,0001c 
1 CN 

 

H 0,062 
0,35b 

0,06c 

2 H H H 52,6 
0,0004b 

0,0001c 
1 CN 

 

H 0,183 
0,12b 

0,02c 

1 CN C2H5 H 0,007 
3,14b 

0,5c 
1 CN 

 

H 0,064 
0,34b 

0,05c 

1 CN CH3 CH3 0,017 
1,29b 

0,21c 
1 CN 

 
H 0,07 

0,31b 

0,05c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

1-(γ-Supstituisani prolil)-2-cijanopirolidini su dizajnirani i sintetisani na osnovu 

mehanizma vezivanja referentnog inhibitora NVP-DPP728 (Tabela 12). Razmatran je uticaj 

elektron donor i akceptor supstituenata fenil ostatka γ supstituenta i dužine fragmenta između 

benzena i pirolidina. Modifikacije γ supstituenata su vršene sa ciljem komplementarnijeg 

vezivanja ovog dela strukture u S2 domenu proteaze. (S)-stereoizomeri su pokazali veću 
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efikasnost u odnosu na antipode. Od ovih jedinjenja, (3,4-dicijanofenil)amino- i (3-hloro-4-

cijanofenil)amino- derivati pokazali su najveći inhibitorni potencijal (Sakashita i saradnici, 

2005). 

 

Tabela 12. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-(γ-supstituisanih prolil)-2-

cijanopirolidina (Sakashita i saradnici, 2005) 

 

R1 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb R1 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

NH2 H 0,0097 0,14 

 

H 0,00033 4,24 

 

H 0,003 0,47 

 

H 0,00028 5 

 

H 0,00053 2,64 

 

H 0,00019 7,37 

 

H 0,0046 0,3 

 

H 0,00018 7,78 

 

H 0,0019 0,74 

 

H 0,00013 10,77 

 

H 0,0055 0,25 

 

H 0,00013 10,77 



33 

 

 

H 0,0015 0,93 

 

H 0,00025 5,6 

 

H 0,0067 0,21 H 

 

0,0066 0,21 

  H H 0,0029 0,48 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,0014 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja 

 

Wang i saradnici su sintetisali 2-cijanopirolidin derivate sa imidazolidinom kao 

supstituentom (Tabela 13). Najveći inhibitorni potencijal je pokazao (S)-1-(2-(2-(3-(3,4-

dimetoksifenil)-2-oksoimidazolidin-1-il)etil-amino)-acetil)pirolidin-2-karbonitril. Zamenom 

fenil grupe kao supstituenta imidazolidina cikloheksil, terc-butil, n-butil i izopropil grupom, 

efikasnost je smanjena (Wang i saradnici, 2009).  

 

Tabela 13. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 2-cijanopirolidina sa imidazolidinom 

kao supstituentom (Wang i saradnici, 2009) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

(CH2)3CH3 0,0535 0,31 

 

0,0258 0,64 

C(CH3)3 0,0681 0,24 

 

0,0445 0,37 

CH(CH3)2 0,0478 0,35 

 

0,0601 0,28 

 

0,0686 0,24 

 

0,1336 0,12 
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0,0348 0,48 

 

0,0204 0,81 

 

0,0293 0,57 

 

0,002 8,3 

 

0,0824 0,2 

 

0,1656 0,1 

 

0,0651 0,25   

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,0166 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Sintetisani su 2-cijano-pirolidin derivati sa 2-aril-ciklopropilamin fragmentom i 

ispitan je njihov inhibitorni potencijal na DPP-4 (Tabela 14). Jedinjenje koje je pokazalo 

najveći stepen inhibicije in vitro, 3-({2-[(2S,4S)-2-cijano-4-fluoropirolidin-1-il]-2-

oksoetil}amino)-3-metil-N-[(1S,2R)-2-(3-hlorofenil)ciklopropil]butanamid, pokazalo je i 

hipoglikemijski efekat in vivo na miševima. Supstituisani 2-fenil-ciklopropilamin derivati su 

pokazali veću efektivnost u poređenju sa nesupstituisanim fenil analogom, sa sličnom 

efikasnošću diastereoizomera međusobno (Tsai i saradnici, 2009). 
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Tabela 14. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 2-cijano-pirolidin derivatima sa 2-aril-

ciklopropilamin fragmentom (Tsai i saradnici, 2009) 

 

R1 R2 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP R1 R2 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP 

 

H H 0,085 
0,35b 

0,6c 

 

H H 
0,056 

(1R,2S) 

0,54b 

0,91c 

 

H H 0,054 
0,56b 

0,94c 

 

H H 
0,047 

(1S,2R) 

0,64b 

1,09c 

 

H H 0,064 
0,47b 

0,8c 

 

F H 
0,027 

(1R,2S) 

1,11b 

1,89c 

 

H H 0,084 
0,36b 

0,61c 

 

F H 
0,015 

(1S,2R) 

2b 

3,4c 

 

H H 0,075 
0,4b 

0,68c 

 

F H 
0,019 

(1S,2R) 

1,58b 

2,68c 

 

H H 0,062 
0,48b 

0,82c 

 

F H 
0,021 

(1S,2R) 

1,43b 

2,43c 

 

H H 0,085 
0,35b 

0,6c 

 

F H 
0,022 

(1S,2R) 

1,36b 

2,32c 
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H H 0,06 
0,5b 

0,85c 

 

F H 
0,026 

(1S,2R) 

1,15b 

1,96c 

 

H H 0,073 
0,41b 

0,7c 

 

F H 
0,017 

(1S,2R) 

1,76b 

3c 

 

H H 0,086 
0,35b 

0,59c 

 

F H 
0,02 

(1S,2R) 

1,5b 

2,55c 

 

H H 0,042 
0,71b 

1,21c 

 

F H 0,024 
1,25b 

2,12c 

 

H H 0,068 
0,44b 

0,75c 

 

F H 0,016 
1,88b 

3,19c 

 

H H 0,101 
0,3b 

0,5c 

 

F F 
0,026 

(1S,2R) 

1,15b 

1,96c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,03 μM, vildagliptin, IC50 = 0,051 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Singh i saradnici su sintetisali novi kompetitivni DPP-4 inhibitor (2S,4S)-4-fluoro-1-

(N-{(1R,5S,6S)-3-[(4-fluorofenil)karbonil]-3-azabiciklo[3.1.0]heks-6-il}glicil)pirolidin-2-

karbonitril (Slika 9). Ovo jedinjenje je pokazalo i hipoglikemijski efekat na miševima in vivo 

(Singh i saradnici, 2011).   
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Slika 9. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 azabiciklo[3.1.0]heksan derivatom pirolidin-2-

karbonitrila (Singh i saradnici, 2011) 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,012 μM; vildagliptin, IC50 = 0,003 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Serija azabiciklo[3.3.0]oktan derivata pirolidin-2-karbonitrila je sintetisana i ispitana 

u testu inhibicije DPP-4 (Tabela 15). Jedinjenje sa dimetilamino grupom kao R1 

supstituentom i β konfiguracijom u položaju 5 azabiciklo[3.3.0]oktan osnove je pokazalo 

najveći inhibitorni potencijal. Farmakokinetičkim studijama na pacovima pokazano da 

jedinjenje sa 5α-metil grupom pokazuje najbolji farmakokinetički profil. Na majmunima je 

pokazano da je veći procenat inhibicije aktivnosti DPP-4 u serumu postignut 5β-metil 

derivatom (Cho i saradnici, 2010b).   

 

Tabela 15. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 azabiciklo[3.3.0]oktan derivatima pirolidin-2-

karbonitrila (Cho i saradnici, 2010b) 

 

R1
 R2 IC50 (μM)a RIPb R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 

N(CH3)2 H(α) 0,009 1 OCH3 H(α) 0,024 0,38 

NHCH(CH3)2 H(α) 0,12 0,08 CH2OH H(α) 0,014 0,64 

N(CH2)4 H(α) 0,039 0,23 N(CH3)2 H(β) 0,083 0,11 
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N(CH2)5 H(α) 0,069 0,13 N(CH3)2 CH3(α) 0,013 0,69 

N(CH2CH2)2O H(α) 0,05 0,18 N(CH3)2 CH3(β) 0,013 0,69 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,009 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Derivati 2-[3-[[2-[2-cijano-1-pirolidinil]-2-oksoetil]amino]-1-oksopropil]-1,2,3,4-

tetrahidroizohinolina ispitani su u testu inhibicije DPP-4 (Tabela 16). Razmatran je efekat 

promene dužine alkil niza između amino i karboksilnog fragmenta, pri čemu je i skraćenje i 

produžavanje niza početnog 2-[3-[[2-[2-cijano-(S)-pirolidin-1-il]-2-oksoetil]amino]-1-

oksopropil]-1,2,3,4-tetrahidroizohinolina smanjilo ihibitorni potencijal. Gem-dimetil derivati 

sa 6-fluoro i 6,8-difluoro supstituisanom fenil grupom su pokazali veći stepen inhibicije. 

Razmatran je i uticaj izmene izohinolina fenil fragmentom, piperazinom, izoindolom, pri 

čemu je gem-dimetil derivat sa izoindolom pokazao visoku efikasnost (Tsu i saradnici, 2006).  

 

Tabela 16. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 2-[3-[[2-[2-cijano-1-pirolidinil]-2-

oksoetil]amino]-1-oksopropil]-1,2,3,4-tetrahidroizohinolin derivatima (Tsu i saradnici, 2006) 

 

n R1 R2 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP n R1 R2 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP 

0 H H 

 

3,236 
0,02b 

0,02c 
1 H H 

 

0,784 
0,07b 

0,07c 

1 H H 

 

0,116 
0,46b 

0,44c 
1 H H 

 

0,119 
0,45b 

0,43c 

1 H H 

 

0,651 
0,08b 

0,08c 
1 H H 

 

0,564 
0,09b 

0,09c 
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1 H H 

 

0,083 
0,64b 

0,61c 
1 H H 

 

0,298 
0,18b 

0,17c 

1 H H 

 

0,132 
0,4b 

0,39c 
2 H H 

 

0,428 
0,12b 

0,12c 

1 H H 

 

0,676 
0,08b 

0,08c 
1 CH3 H 

 

0,054 
0,98b 

0,94c 

1 H H 

 

1,418 
0,04b 

0,04c 
1 

 

H 

 

0,811 
0,07b 

0,06c 

1 H H 

 

0,452 
0,12b 

0,11c 
1 CH3 CH3 

 

0,049 
1,08b 

1,04c 

1 H H 

 

0,317 
0,17b 

0,16c 
1 CH3 CH3 

 

0,03 
1,77b 

1,7c 

1 H H 

 

0,447 
0,12b 

0,11c 
1 CH3 CH3 

 

0,022 
2,41b 

2,32c 

1 H H 

 

0,369 
0,14b 

0,14c 
1 CH3 CH3 

 

0,015 
3,53b 

3,4c 
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      1 CH3 CH3 

 

1,108 
0,05b 

0,05c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,053 μM; vildagliptin, IC50 = 0,051 μM)  

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Ammirati i saradnici su sintetisali derivate [4-(piperazin-1-il)-pirolidin-2-il]-metanona 

i ispitali ih u testu inhibicije DPP-4, u poređenju sa strukturno sličnim gosogliptinom 

(Ammirati i saradnici, 2009) (Tabela 17).  

 

Tabela 17. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima [4-(piperazin-1-il)-pirolidin-2-il]-

metanona (Ammirati i saradnici, 2009) 

 

R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

  

0,0087 1,48 

  

0,051 0,25 

  

0,0082 1,57 

  

0,031 0,42 

  

0,0074 1,74 

  

0,013 0,99 

  

0,0058 2,22 

  

0,309 0,04 

  

0,0056 2,3 

 

0,025 0,52 
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0,0052 2,48 

  

0,309 0,04 

 
 

0,0048 2,69 

  

0,041 0,31 

  

0,0052 2,48 

  

0,134 0,1 

  

0,031 0,42 

  

0,338 

(2S,4R) 
0,04 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: gosogliptin, IC50 = 0,0129 μM) 

bRIPg = IC50 gosogliptina / IC50 jedinjenja 

 

1.6.2. Derivati pirazola 

 

Sagar i saradnici su uz dizajn i sintezu pirazolo[3,4-d]pirimidinona sintetisali i 

derivate pirazola kao DPP-4 inhibitore (Slika 10). Aktivan derivat pirazol-4-karboksamida 

reaguje sa enzimom posredstvom interakcija NH grupe sa Glu205, i trifluorometil grupe sa 

Tyr547 i Arg358 (Sagar i saradnici, 2015). 

 

Slika 10. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 pirazol-4-karboksamidom (Sagar i saradnici, 2015) 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 
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Wu i saradnici su ispitali uticaj derivata pirazol-3-karbohidrazona na aktivnost DPP-4 

(Tabela 18). Derivati sa naftalenom u strukturi su pokazali dobar inhibitorni potencijal. 

Odnos struktura-aktivnost je analiziran za tri najefikasniji predstavnika. 4,5,6,7-Tetrahidro-

indazol se vezuje u hidrofobnom S1 domenu proteaze, amino grupa karbohidrazona gradi 

vodoničnu vezu sa Glu205, 2-hidroksi grupa naftalena sa Glu206 i Arg669, dok naftalen 

formira hidrofobne interakcije sa Phe357 (Wu i saradnici, 2012).  

 

Tabela 18. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirazol-3-karbohidrazona (Wu i 

saradnici, 2012) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

-(CH2)4- 

 

H 2,12 0,07 -(CH2)3- 

 

H 43,65 0,003 

-(CH2)4- 

 

CH3 70,8 0,002 -(CH2)5- 

 

H 19,5 0,01 

-(CH2)4- 

 

H 52,48 0,003 

  

H 16,59 0,01 

-(CH2)4- 

 

H 3,44 0,04 

  

H 35,62 0,004 

-(CH2)4- 

 

H 18,2 0,01 

  

H 18,61 0,01 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: P32/98, IC50 = 0,14 μM) 

bRIPp = IC50 P32/98 / IC50 jedinjenja 
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Uticaj analoga pirazolina sa β-amino-acil grupom na aktivnost DPP-4 su ispitali Jun i 

saradnici (Tabela 19). Para supstituisani fenil analozi su pokazali veći inhibitorni potencijal 

in vitro, u odnosu na derivate sa supstitucijom u orto i meta položaju (Jun i saradnici, 2008). 

 

Tabela 19. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirazolina sa β-amino-acil grupom 

(Jun i saradnici, 2008) 

 

R 
IC50 

(μM)a 
RIPb R 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

OH 1,4 0,08 

 

1,6 0,07 

 

0,71 0,15 

 

9,1 0,01 

 

2,7 0,04 

 

8,9 0,01 

 

2,2 0,05 

 

0,69 0,16 

 

1,6 0,07 

 

1,9 0,06 

 

1,9 0,06 

 

4,8 0,02 
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NH2 5,6 0,02 

 

2,6 0,04 

 

1,6 0,07 

 

3,6 0,03 

 

3 0,04 

 

1,4 0,08 

 

1,6 0,07 

 

5,9 0,02 

 

0,77 0,14 

 

2,5 0,04 

 

7,4 0,01 

 

2,8 0,04 

 

3,7 0,03 

 

0,51 0,22 

 

1,3 0,08 

 

4,3 0,03 

 

3,1 0,04 

 

8,5 0,01 

 

2,1 0,05 

 

2,7 0,04 
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2 0,06 

 

2,2 0,05 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,11 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

1.6.3. Derivati tiazolidina 

 

Villhauer i saradnici su sintetisali i ispitali inhibitorni potencijal pirolidin i tiazolidin 

derivata, modifikacijama počev od supstituisanog glicin-2-cijano-pirolidina (Villhauer i 

saradnici, 2003) (Tabela 20). 

 

Tabela 20. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirolidina i tiazolidina sintetisanih 

modifikacijama supstituisanog glicin-2-cijano-pirolidina (Villhauer i saradnici, 2003) 

 

X R1 n R2 
IC50 

(μM)a 
RIP X R1 n R2 

IC50 

(μM)a 
RIP 

CH2 CN 1 

 

0,008 
2,75b 

0,44c 
CH2 CN 1 

 
0,635 

0,03b 

0,01c 

CH2 CN 1 

 

0,036 
0,61b 

0,1c 
CH2 CN 1 

 
0,491 

0,04b 

0,01c 

CH2 CN 1 

 

0,163 
0,13b 

0,02c 
CH2 

(R)

CN 
1 

 

1,17 
0,02b 

0,003c 

CH2 CN 1 

 

0,083 
0,27b 

0,04c 
CH2 H 1 

 

7,4 
0,003b 

0,0005c 

CH2 CN 1 

 

0,989 
0,02b 

0,004c 
S H 1 

 

3 
0,007b 

0,001c 



46 

 

CH2 CN 1 

 

0,033 
0,67b 

0,11c 
CH2 CN 1 

 

0,102 
0,22b 

0,03c 

CH2 CN 1 
 

0,298 
0,07b 

0,01c 
CH2 CN 2 

 

18,7 
0,001b 

0,0002c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Park i saradnici su sintetisali seriju β-aminoacil tiazolidina i ispitali uticaj ovih 

struktura na aktivnost DPP-4 (Tabele 21 i 22). Derivati sa para supstituisanim benzil 

ostatkom su pokazali veći inhibitorni potencijal u poređenju sa meta supstituisanim 

derivatima (Park i saradnici, 2011). 

 

Tabela 21. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima β-aminoacil tiazolidina (Park i 

saradnici, 2011) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

OH 0,601 0,03 

 

0,112 0,18 

OCH3 0,204 0,1 

 

0,192 0,1 

NHCH2COOH 0,212 0,09 

 

0,064 0,31 

NHCH2COOC2H5 0,101 0,2 

 

0,064 0,31 
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N(CH3)2 1,7 0,01 

 

0,216 0,09 

 

0,807 0,02 

 

0,056 0,36 

 

0,68 0,03 

 

0,028 0,71 

 

0,088 0,23 

 

0,006 3,33 

 

0,077 0,26 

 

0,077 0,26 

 

0,357 0,06 

 

0,08 0,25 

 

0,328 0,06 

 

0,08 0,25 

 

0,229 0,09 

 

0,013 1,54 

 

0,041 0,49 

 

0,068 0,29 
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0,051 0,39 

 

0,003 6,67 

 

0,095 0,21 

 

0,05 0,4 

 

0,102 0,2   

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Tabela 22. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 diastereoizomerima β-aminoacil tiazolidin 

derivata (Park i saradnici, 2011) 

 

I/II R 
IC50 

(μM)a 
RIPb I/II R 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

I 

 

0,001 20 I 

 

0,0012 16,67 

II 

 

0,01 2 II 

 

0,013 1,54 
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I 

 

0,017 1,18 I 

 

0,025 0,8 

II 

 

0,175 0,11 II 

 

0,309 0,06 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Sakashita i saradnici su sintetisali derivate [γ-(arilamino)prolil]tiazolidina, kao 

tiazolidin analoge [γ-(arilamino)prolil]-2-cijanopirolidina, sa optimizovanim γ-supstituentom 

u cilju povećanja kompatibilnosti sa S2 domenom proteaze (Tabela 23). 3-[(2S,4S)-4-(5-

Metoksi-1-indolinil)-2-pirolidinilkarbonil]-1,3-tiazolidin dihidrohlorid je pokazao najveći 

inhibitorni potencijal. Indolin supstituent u γ položaju je pokazao veću efektivnost u 

poređenju sa derivatima sa fenilamino supstituentom. Aromatičan sistem indolinil i 

fenilamino grupe gradi π-π interakcije sa Phe357. Smanjenje efikasnosti uklanjanjem 

elektrofilne nitril grupe može biti kompenzovano uvođenjem indolina u γ položaj pirolidina 

(Sakashita i saradnici, 2006; Sakashita i saradnici, 2007). 

 

Tabela 23. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima [γ-(arilamino)prolil]tiazolidina 

(Sakashita i saradnici, 2006; Sakashita i saradnici, 2007) 

 

R 
IC50 

(μM)a 
RIPb R 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

H 0,558 0,003 

 

0,011 0,13 

 

0,0254 0,06 

 

0,0079 0,18 
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0,181 0,01 

 

0,0048 0,29 

 

0,034 0,04 

 

0,0058 0,24 

 

0,0372 0,04 

 

0,007 0,2 

 

0,154 0,01 

 

0,0065 0,22 

 

0,0859 0,02 

 

0,147 0,01 

 

0,0096 0,15 

 

0,0241 0,06 

 

0,0071 0,2 

 

0,0252 0,06 

 

0,0091 0,15 

 

0,0192 0,07 

 

0,0064 0,22 

 

0,0523 0,03 

 

0,0136 0,1 

 

0,0454 0,03 

 

0,0139 0,1 

 

0,0515 0,03 
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0,0168 0,08 

 

0,105 0,01 

 

0,017 0,08 

 

0,029 0,05 

 

0,228 0,01 

 

0,0199 0,07 

 
0,0264 0,05 

 

0,0182 0,08 

 

0,112 0,01 

 

0,0111 0,13 

   

 

0,0084 0,17 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,0014 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja 

 

Yoshida i saradnici su radili na razvoju novih DPP-4 inhibitora bez elektrofilne nitril 

grupe, u težnji za povećanjem hemijske stabilnosti, fokusirajući se na supstituciju γ položaja 

prolina prolil-tiazolidin osnove u cilju povećanja afiniteta za S2 domen proteaze (Tabela 24). 

Modifikacijama arilpiperazina 3-[[4-(piperazin-1-il)-pirolidin-2-il]karbonil]tiazolidina 

dobijeni su efikasni inhibitori DPP-4, i primećeno je da aril supstituent interaguje sa S2 i 

proširenim S2 domenom proteaze (Yoshida i saradnici, 2012).  
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Tabela 24. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 3-[[4-(piperazin-1-il)-pirolidin-2-

il]karbonil]tiazolidina (Yoshida i saradnici, 2012) 

 

X R IC50 (μM)a RIPb X R IC50 (μM)a RIPb 

N 

 

0,0027 0,14 N 

 

0,00032 1,16 

N 

 

0,0031 0,12 CH 

 

0,0056 0,07 

N 

 

0,0016 0,23 N 

 

0,0029 0,13 

N 

 

0,0016 0,23 N 

 

0,0003 1,23 

N 

 

0,0022 0,17 N 

 

0,00085 0,44 

N 

 

0,00095 0,39 N 

 

0,0034 0,11 
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N 

 

0,0045 0,08 N 

 

0,012 0,03 

N 

 

0,00026 1,42 N 

 

0,005 0,07 

N 

 

0,0002 1,85 N 

 

0,00062 0,6 

CH 

 

0,004 0,09 N 

 

0,00063 0,59 

N 

 

0,0043 0,09 N 

 

0,015 0,02 

N 

 

0,00094 0,39 N 

 

0,0063 

(2S,4R) 
0,06 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: teneligliptin, IC50 = 0,00037 μM) 

bRIPt = IC50 teneligliptina / IC50 jedinjenja 

 

Derivati tetrahidrotriazina pokazuju hipoglikemijski efekat delovanjem na 

mitohondrije, učestvujući u očuvanju mase i funkcije beta ćelija pankreasa. Među derivatima 

tiazolidin-2,4-diona ima onih koji pokazuju povoljan anti-hiperglikemijski efekat 

suprimirajući inslulinsku rezistenciju. Novi hibrid derivati 3-(1,3,5-triazin-2-il)tiazolidin-2,4-

diona su sintetisani i ispitan je njihov inhibitorni potencijal na DPP-4 (Tabela 25). Lipofilni 

tiazolidin-2,4-dion fragment najaktivnijeg derivata, 3-(4,6-dihidrazinil-1,3,5-triazin-2-

il)tiazolidin-2,4-diona, biva smešten u hidrofobnom S1 domenu proteaze. Jedna od amino 
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grupa gradi vodoničnu vezu sa Glu205, dok druga amino grupa interaguje sa Ser630 i 

Tyr631, uz  formiranje vodonične veze sa Tyr547. π-Katjon interakcije bivaju formirane 

između 1,3,5-triazina i Arg125 (Srivastava i saradnici, 2015).  

 

Tabela 25. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 3-(1,3,5-triazin-2-il)tiazolidin-2,4-

diona (Srivastava i saradnici, 2015) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

NHNH2 6,35 0,39 

 

27,32 0,09 

 

12,11 0,21 

 

23,25 0,11 

 

10,76 0,23 

 

29,53 0,08 

 

14,64 0,17 

 

38,37 0,07 

 

15,38 0,16 

 

49,21 0,05 

 

17,85 0,14    

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: P32/98, IC50 = 2,5 μM) 

bRIPp = IC50 P32/98 / IC50 jedinjenja 
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1.6.4. Derivati piridina 

 

Uticaj derivata 3-aminometil-2-(2,4-dihlorofenil)-4-[(1,2,4-triazol-1-il)metil]piridina 

na aktivnost DPP-4 su ispitali Zhu i saradnici (Tabela 26). Uvođenje supstituenata na metilen 

grupu između piridina i triazola vodi smanjenju inhibitornog potencijala i manjoj 

kompatibilnosti sa S2 domenom proteaze. Razmatran je uticaj supstituenata u položaju 6 

piridina, pri čemu je dokazano da derivat sa karboksilnom grupom pokazuje najveći stepen 

inhibicije, uz efikasnost estarskih i amidnih derivata. 2,4-Dihlorofenil fragment se vezuje u 

hidrofobnom S1 domenu enzima. Primarna amino grupa u položaju 3 piridina biva 

lokalizovana u blizini Glu205, Glu206 i Tyr662. Karboksilna grupa u položaju 6 piridina 

gradi vodonične veze sa Arg125, dok 1,2,4-triazol formira π–π interakcije sa Tyr547 (Zhu i 

saradnici, 2017). 

 

Tabela 26. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 3-aminometil-2-(2,4-dihlorofenil)-4-

[(1,2,4-triazol-1-il)metil]piridina (Zhu i saradnici, 2017) 

 

R1 R2 IC50 (μM)a RIPb R1 R2 IC50 (μM)a RIPb 

H CH3 0,0025 6 H H 0,0026 5,77 

CH3 CH3 0,0054 2,78 H COOC2H5 0,002 7,5 

C2H5 CH3 0,0043 3,49 H COOH 0,00057 26,32 

 
CH3 0,028 0,54 H CONHCH3 0,0085 1,76 

 
CH3 0,0129 1,16 H CONH2 0,0065 2,31 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,015 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Dizajnirana je serija 5-(aminometil)-piperidin-2-on derivata, i ispitan inhibitorni 

potencijal ovih struktura na DPP-4 (Tabela 27). (4S,5S)-5-(Aminometil)-1-(2-

(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)etil)-4-(2,5-difluorofenil)piperidin-2-on je pokazao najveći stepen 
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inhibicije u in vitro testu, i hipoglikemijski efekat in vivo na miševima. Difluorofenil grupa 

interaguje sa S1 domenom proteaze. U S2 domenu aminometil grupa piperidona gradi 

vodoničnu vezu sa Glu205 i Glu206 (Jadav i saradnici, 2014). 

 

Tabela 27. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 5-(aminometil)-piperidin-2-ona 

(Jadav i saradnici, 2014) 

 

R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

 

 

1,436 0,01 

 

 

0,084 0,21 

 

 

0,378 0,05 

 
 

0,0776 0,23 

 

 

0,382 0,05 

 
 

0,122 0,15 

 
 

0,342 0,05 

 
 

0,079 0,23 

 
 

0,217 0,08 

 
 

0,074 0,24 



57 

 

 
 

0,193 0,09 

 
 

0,0085 2,12 

 

 

1,388 0,01 

 

 

0,157 0,11 

 
 

0,452 0,04 

 
 

0,119 0,15 

 
 

0,443 0,04 

 
 

0,125 0,14 

 

 

0,404 0,04 

 

 

0,111 0,16 

 

 

0,885 0,02 

 

 

0,019 0,95 

 
 

0,91 0,02 

 
 

0,197 0,09 

 

 

1,034 0,02 

  

0,148 0,12 
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1,023 0,02 

 
 

0,134 0,13 

  

0,997 0,02 

 
 

0,137 0,13 

 

 

0,119 0,15 

 
 

0,043 0,42 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

1.6.5. Derivati pirimidina 

 

Li i saradnici su ispitivali uticaj derivata 1-(2-cijano-5-fluoro-benzil)-6-(3-

aminopiperidin-1-il)-pirimidin-2,4-diona na aktivnost DPP-4 (Tabela 28). Najaktivnije 

jedinjenje je pokazalo i hipoglikemijski efekat in vivo na miševima. Pokazano je da 

fluorocijanobenzil supstituent značajno doprinosi inhibitornom potencijalu, gradeći 

vodoničnu vezu sa Arg125 (Li i saradnici, 2018b).  

 

Tabela 28. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-(2-cijano-5-fluoro-benzil)-6-(3-

aminopiperidin-1-il)-pirimidin-2,4-diona (Li i saradnici, 2018b) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

0,06447 0,59 

 

0,06536 0,58 
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0,1887 0,2    

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,03796 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

U cilju povećanja površine koja se vezuje u S2′ domenu DPP-4 i ostvarenja interakcija 

sa Trp629 i Lys554 u ovom domenu, novi 2-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-

diokso-pirimidin-3-il)metil) derivati benzoeve kiseline su dizajnirani (Tabela 29). Fenil grupa 

obrazuje π-π interakcije sa Trp629, dok karboksilna grupa interaguje sa primarnom amino 

grupom Lys554. (R)-2-((6-(3-Aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-diokso-pirimidin-3-

il)metil)-6-fluorobenzoeva kiselina je pokazala najveći inhibitorni potencijal na enzimu in 

vitro i hipoglikemijski efekat na miševima (Huang i saradnici, 2019).  

 

Tabela 29. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 2-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-

2,4-diokso-pirimidin-3-il)metil) derivatima benzoeve kiseline (Huang i saradnici, 2019) 

 

R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIP R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIP 

H 
 

0,0746 
0,04b 

0,09c 
5-Br 

 
0,0046 

0,59b 

1,5c 

H 

 

0,0566 
0,05b 

0,12c 
4-Br 

 
0,0025 

1,08b 

2,76c 

H 
 

0,0075 
0,36b 

0,92c 
4-OCH3 

 
0,004 

0,68b 

1,72c 

H 

 

0,0898 
0,03b 

0,08c 
4-CN 

 
0,0035 

0,77b 

1,97c 

5-F 
 

0,0076 0,36b 6-F 
 

0,0932 0,03b 
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0,91c 0,07c 

6-F 
 

0,0017 
1,59b 

4,06c 
4-Br 

 
0,395 

0,01b 

0,02c 

5-Cl 
 

0,0039 
0,69b 

1,77c 

    

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,0027 μM; sitagliptin, IC50 = 0,0069 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Alogliptin i linagliptin pokazuju slične interakcije u S1, S2 i S1′ domenu proteaze. 

Novi 3-((1,2,3-triazol-4-il)metil)-pirimidin-2,4-dion derivati su dizajnirani na osnovu analize 

odnosa struktura-aktivnost dva navedena gliptina. 1,2,3-Triazol formira π-π interakcije sa 

Trp629. Ispitan je uticaj supstituenata u N1 položaju triazola, pri čemu se derivat sa 2-fluoro-

fenil supstituentom pokazao kao najefikasniji inhibitor (Li i saradnici, 2016a) (Tabela 30).   

 

Tabela 30. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 3-((1,2,3-triazol-4-il)metil)pirimidin-2,4-dion 

derivatima (Li i saradnici, 2016a) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

H 0,18524 
0,04b 

0,01c 
3-Cl 0,16863 

0,04b 

0,01c 

2-F 0,06405 
0,11b 

0,02c 
2-OCH3 0,21942 

0,03b 

0,01c 

4-F 0,13545 
0,05b 

0,01c 
3-OCH3 0,08853 

0,08b 

0,01c 

2,4-di-F 0,24367 
0,03b 

0,01c 

   

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,00685 μM; linagliptin, IC50 = 0,00125 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 



61 

 

 

Od novosintetisanih derivata (4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-

diokso-pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il) karboksilnih kiselina, hidrohlorid (R)-3-(4-((6-

(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-diokso-pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il)-

propanske kiseline gradi vodonične veze između karboksilne grupe i Arg125 u S2 domenu 

proteaze. Produžavanjem ugljovodoničnog niza karboksilne kiseline formiraju se nove 

konformacije u S2′ domenu enzima, i karboksilna grupa interaguje sa Tyr752 vodoničnim 

vezama, dok višestruka veza nezasićenog ugljovodoničnog niza kiseline interaguje sa 

Trp629. Hidrohlorid (R,E)-4-(4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-diokso-

pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il)-but-2-enske kiseline je najaktivniji derivat usled 

formiranja više vodoničnih veza i hidrofobnih interakcija u S2′ domenu proteaze. 

Modifikovanje supstituenata koji interaguju sa S2′ domenom može biti efikasno za povećanje 

potencijala inhibicije DPP-4. Metil estar propanske kiseline je pokazao veći hipoglikemijski 

efekat in vivo na miševima u poređenju sa propanskom kiselinom. Pretpostavlja se da je 

razlog veće efikasnosti estra manja membranska permeabilnost kiseline usled formiranja 

cviter jona, dok je estar lipofilniji i može biti i prolek kiseline. But-2-enska kiselina i njen etil 

estar su in vivo pokazali sličnu efektivnost, pri čemu je metil estar propanske kiseline 

pokazao veću efikasnost u poređenju sa etil estrom but-2-enske kiseline (Li i saradnici, 

2016a) (Tabela 31).   

 

Tabela 31. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima (4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-

2-in-1-il)-2,4-diokso-pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il) karboksilnih kiselina (Li i 

saradnici, 2016a) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

 

0,34532 
0,03b 

0,004c 
 

0,06431 
0,14b 

0,02c 
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0,17253 
0,05b 

0,01c 
 

0,02681 
0,33b 

0,05c 

 

0,06563 
0,13b 

0,02c 

 

0,07162 
0,12b 

0,02c 

 
0,08472 

0,1b 

0,02c 
 

0,00956 
0,93b 

0,15c 

 
0,01245 

0,71b 

0,12c 
 

0,10556 
0,08b 

0,01c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,00885 μM; linagliptin, IC50 = 0,00147 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Nakon sinteze derivata (4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-diokso-

pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il) karboksilnih kiselina, koji su pokazali dobar 

inhibitorni potencijal na DPP-4 in vitro, ali slabiji hipoglikemijski efekat in vivo, amidovanje 

ostataka karboksilnih kiselina je izvršeno u cilju poboljšanja in vivo efektivnosti, 

sprečavanjem formiranja cviter jona kojim je permeabilnst kroz membranu bila smanjena. Od 

amida, (R)-2-(4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-2,4-diokso-pirimidin-3-il)metil)-

1H-1,2,3-triazol-1-il)-N,N-dimetilacetamid hidrohlorid je pokazao najveću hipoglikemijsku 

aktivnost na miševima obolelim od dijabetesa (Tabela 32). Dimetil amid acetatne kiseline 

pored π-π interakcija uracila i Tyr547, formira π-katjon interakcije sa Arg125. 2-Butinil 

grupa ovog amida gradi hidrofobne interakcije u S1 domenu enzima, amino grupa (3R)-

aminopiperidina gradi vodonične veze sa Glu205, Glu206 i Tyr662, dok triazol formira π-π 

interakcije sa Trp629. Dimetil amid propanske kiseline ne gradi vodonične veze sa Arg125, 

kojih je bilo kod karboksilne grupe, što se pretpostavlja da je jedan od razloga smanjenja 

efikasnosti amida u odnosu na kiselinu (Deng i saradnici, 2017).    
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Tabela 32. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 amidima (4-((6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-

in-1-il)-2,4-diokso-pirimidin-3-il)metil)-1,2,3-triazol-1-il) karboksilnih kiselina (Deng i 

saradnici, 2017) 

 

n R IC50 (μM)a RIP n R IC50 (μM)a RIP 

2 NH2 0,17523 
0,04b 

0,01c 
1 NH2 0,11831 

0,06b 

0,01c 

2 
 

0,20534 
0,03b 

0,01c 
1 

 
0,02862 

0,24b 

0,04c 

2 
 

0,18248 
0,04b 

0,01c 
1 

 

0,08043 
0,09b 

0,02c 

2 

 

0,19481 
0,04b 

0,01c 
1 

 

0,13272 
0,05b 

0,01c 

2 

 

0,16532 
0,04b 

0,01c 
    

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,00685 μM; linagliptin, IC50 = 0,00127 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Lai i saradnici su dizajnirali i sintetisali hibrid jedinjenja linagliptina i alogliptina 

(Tabela 33). (R)-6-(3-Aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-inil)-3-[(4-metilhinazolin-2-

il)metil]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion je pokazao najveći inhibitorni potencijal u in vitro testu i 

značajan hipoglikemijski efekat in vivo na miševima obolelim od dijabetesa. Pored 

vodoničnih veza sa Glu205 i Glu206 i π-π interakcija sa Tyr547, ovo jedinjenje gradi i π-π 

interakcije sa Trp629 (Lai i saradnici, 2014). 
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Tabela 33. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirimidin-2,4-diona sa (hinazolin-2-

il)metil i benzil supstituentom u položaju 3 (Lai i saradnici, 2014) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP 

   
0,00031 

2,48b

8,48c 

   
0,0076 

0,1b 

0,35c 

   
0,00035 

2,2b 

7,51c 

   

0,0664 
0,01b 

0,04c 

   

0,0127 
0,06b

0,21c 

   

0,0308 
0,02b 

0,09c 

   
0,0036 

0,21b

0,73c 

 
  

0,0025 
0,31b 

1,05c 

 
 

 

0,0659 
0,01b

0,04c 
   

0,0114 
0,07b 

0,23c 

     

   
0,0038 

0,2b 

0,69c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,00077 μM; alogliptin, IC50 = 0,00263 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 

 

Strukturnim modifikacijama alogliptina, počev od zamene cijanobenzil grupe butinil 

grupom (koje ima u strukturi linagliptina), sintetisana je nova grupa derivata pirimidin-2,4-

diona sa bi- i tricikličnim supstituentima u položaju 3 i ispitana u testu inhibicije DPP-4 

(Tabela 34). Najaktivnije jedinjenje, (R)-6-(3-aminopiperidin-1-il)-1-(but-2-in-1-il)-3-((7-

hlorohinolin-2-il)metil)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion, interaguje sa Ser630, Glu205 i Glu206 

proteaze (Xie i saradnici, 2013). 
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Tabela 34. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirimidin-2,4-diona sa bi- i 

tricikličnim supstituentima u položaju 3 (Xie i saradnici, 2013) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

2,1775 0,001 

 

0,0066 0,23 

 

0,0034 0,44 

 

0,002 0,75 

 

0,022 0,07 

 

0,0091 0,16 

 

0,0031 0,48 

 

0,0019 0,79 

 

0,0313 0,05 

 

0,0004 3,75 

 

0,0108 0,14 

 

0,0007 2,14 

   

 

0,0012 1,25 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,0015 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 
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1.6.6. Biciklični derivati 

 

Ji i saradnici su dizajnirali i sintetisali 1-butanoil-β-amino-ciklopenta[b]pirol-2-

karbonitril derivate (Tabela 35). Derivat sa 2,4,5-trifluoro-fenil fragmentom je pokazao 

najveći inhibitorni potencijal in vitro i hipoglikemijski efekat in vivo na miševima. 2,4,5-

Trifluorofenil fragment se vezuje u S1 hidrofobinom domenu enzima, dok se 

ciklopenta[b]pirol-2-karbonitril vezuje u S2 domenu (Ji i saradnici, 2014b). 

 

Tabela 35. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 1-butanoil-β-amino-

ciklopenta[b]pirol-2-karbonitrila (Ji i saradnici, 2014b) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

H 0,44 
0,05b 

0,16c 
4-CF3 1,98 

0,01b 

0,04c 

2-Cl 0,07 
0,29b 

1c 
2,4-di-Cl 0,07 

0,29b 

1c 

2-CH3 0,36 
0,06b 

0,19c 
3,4-di-Cl 47,44 

0,0004b 

0,001c 

3-F 0,13 
0,15b 

0,54c 
3,5-di-F 9,65 

0,002b 

0,01c 

4-F 0,27 
0,07b 

0,26c 
2,4,5-tri-F 0,01 

2b 

7c 

4-I 8,8 
0,002b 

0,01c 

   

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM; vildagliptin, IC50 = 0,07 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Serija 3-amino-1-(indol-1-il)-4-(2,4,5-trifluorofenil)-butan-1-on derivata je pokazala 

dobar inhibitorni potencijal na DPP-4 (Wang i saradnici, 2014) (Tabela 36). 
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Tabela 36. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 3-amino-1-(indol-1-il)-4-(2,4,5-

trifluorofenil)-butan-1-ona (Wang i saradnici, 2014) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

5,81 0,003 

 

0,32 0,06 

 

0,34 0,06  0,51 0,04 

 

0,38 0,05 

 

0,29 0,07 

 

0,76 0,03 

 

0,54 0,04 

 
0,07 0,29 

 

0,33 0,06 

 
3,66 0,01 

 

0,43 0,05 

 
0,07 0,29 

 

0,61 0,03 

 

0,08 0,25 

 

0,14 0,14 

 

0,07 0,29 

 

0,43 0,05 
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0,18 0,11 

 

0,17 0,12 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,02 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Inhibitorni potencijal supstituisanih pirolo[3,4-c]pirazol derivata je ispitan na DPP-4 u 

poređenju sa omarigliptinom (Tabela 37). Uvođenje sulfonil grupe u položaj 1 ili 2 pirazola 

daje efektivne inhibitore DPP-4. Među alkilsulfonamid analozima, izopropil analog je 

pokazao najveći inhibitorni potencijal, dok je n-propilsulfonamid najmanje efektivan. Izomeri 

ciklopropilsulfonamida pokazuju podjednaku efikasnost. Analozi sa amid, sulfonamid i 

sulfonskom grupom u položaju 3 pirazola pokazuju stepen inhibicije sličan prethodno 

navedenim derivatima sa supstituentima u položaju 1 i 2. Od sulfonamid derivata, imidazol-

sulfonamid je pokazao značajno veći stepen inhibicije u odnosu na metilsulfonamid derivat 

(Chen i saradnici, 2015).        

 

Tabela 37. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 supstituisanim pirolo[3,4-c]pirazol derivatima 

(Chen i saradnici, 2015) 

 

R Izomer 
IC50 

(μM)a 
RIPb R Izomer 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

CF3SO2 B 0,0023 1,13 C2H5CONH C 0,0014 1,86 

C2H5SO2 B 0,0018 1,44 

 

C 0,0016 1,62 

CH3(CH2)2SO2 B 0,0057 0,46 

 

C 0,0043 0,6 
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(CH3)2CHSO2 B 0,0007 3,71 

 

C 0,0037 0,7 

 

A 0,0016 1,62 CH3SO2NH C 0,0032 0,81 

 

B 0,0016 1,62 C2H5SO2NH C 0,0011 2,36 

 
A 0,0026 1 CF3CH2SO2NH C 0,0013 2 

 
B 0,0016 1,62 

 

C 0,0018 1,44 

 

A 0,0049 0,53 

 

C 0,0018 1,44 

 

B 0,0019 1,37 

 

C 0,0003 8,67 

 

B 0,0023 1,13 CH3SO2 C 0,0017 1,53 

 

B 0,0019 1,37 (CH3)2CHSO2 C 0,0017 1,53 

    

 

C 0,0004 6,5 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: omarigliptin, IC50 = 0,0026 μM) 

bRIPo = IC50 omarigliptina / IC50 jedinjenja 

 

Supstituisani pirolo[2,1-b]tiazol derivati su pokazali umeren do izraženiji potencijal 

inhibicije DPP-4, sa najefikasnijim predstavnikom sa fenil grupom kao supstituentom. 

Uvođenje halogena kao supstituenta fenil ostatka pokazuje nepovoljan uticaj (Betancort i 

saradnici, 2009) (Tabela 38).  
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Tabela 38. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 supstituisanim pirolo[2,1-b]tiazol derivatima 

(Betancort i saradnici, 2009) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

H 0,105 0,03 
 

0,109 0,03 

 

0,026 0,12 
 

0,089 0,03 

C2H5 0,056 0,05 

 

0,059 0,05 

(CH3)2CH 0,033 0,09 

 

0,205 0,01 

CH2CH(CH3)2 0,063 0,05 

 
0,118 0,03 

(S)-CH(CH3)CH2CH3 0,053 0,06 

 

0,152 0,02 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: vildagliptin, IC50 = 0,003 μM; saksagliptin, IC50 = 0,003 μM) 

bRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja; RIPs = IC50 saksagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Od ispitivanih derivata pirido[2,3-d]imidazolona, jedinjenje sa IC50 vrednošću 0,008 

μM je pokazalo značajnu efikasnost in vitro i in vivo (Tabela 39). Pirido[2,3-d]imidazolon je 

postavljen u blizini hidrofobnih Phe357 i Tyr574, i gradi π-π interakcije sa proteazom. 

Karbonilni kiseonik imidazolona gradi vodoničnu vezu sa Tyr631, benzil grupa π-π 

interakcije sa Trp659 i Tyr666, azot benzil cijano grupe gradi vodoničnu vezu sa Arg125, dok 

amino grupa piperidina biva protonovana na fiziološkoj pH vrednosti i interaguje sa Glu205 i 

Glu206 (Shu i saradnici, 2014). 
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Tabela 39. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirido[2,3-d]imidazolona (Shu i 

saradnici, 2014) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP 

  

H 0,013 
2,23b 

0,54c 

 
 

H 0,43 
0,07b 

0,02c 

  

H 88 
0,0003b

0,0001c 

 
 

OCH3 0,032 
0,91b 

0,22c 

  

H 0,11 
0,26b 

0,06c 

  

CH3 0,009 
3,22b 

0,78c 

  

H 2,5 
0,01b 

0,003c 

 
 

C2H5 0,019 
1,53b 

0,37c 

  

H 16 
0,002b 

0,0004c 

  

CF3 0,013 
2,23b 

0,54c 

 

 

H 20 
0,001b 

0,0004c 

  

CH2OH 0,016 
1,81b 

0,44c 

  

H 0,022 
1,32b 

0,32c 

  

CONH2 0,01 
2,9b 

0,7c 

  

H 0,53 
0,05b 

0,01c 

 

COOH 0,008 
3,62b 

0,88c 
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H 23 
0,001b 

0,0003c 

  
 

0,037 
0,78b 

0,19c 

  

H 5,2 
0,006b 

0,001c 

   

0,019 
1,53b 

0,37c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,029 μM; alogliptin, IC50 = 0,007 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 

 

Villhauer i saradnici su sintetisali i ispitali inhibitorni potencijal derivata pirolo[1,2-

a]pirazina na DPP-4 (Villhauer i saradnici, 2003) (Slika 11). 

 

Slika 11. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatom pirolo[1,2-a]pirazina (Villhauer i 

saradnici, 2003) 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Nishio i saradnici su od derivata pirolo[3,2-d]pirimidina izdvojili 2-({6-[(3R)-3-

amino-3-metilpiperidin-1-il]-1,3-dimetil-2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidro-5H-pirolo[3,2-

d]pirimidin-5-il}metil)-4-fluorobenzonitril kao dobar DPP-4 inhibitor sa in vivo efikasnošću 

dokazanom na pacovima (Nishio i saradnici, 2011) (Tabela 40).  
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Tabela 40. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirolo[3,2-d]pirimidina (Nishio i 

saradnici, 2011) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

H 0,00034 

10,29b 

1,71c 

2,94d 

CH3 0,0011 

3,18b 

0,53c 

0,91d 

   C2H5 0,026 

0,13b 

0,02c 

0,04d 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,0035 μM; vildagliptin, IC50 = 0,00058 μM; 

alogliptin, IC50 = 0,001 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja  

dRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 

 

Deaza(hipo)ksantin DPP-4 inhibitore su sintetisali Sutton i saradnici (Tabele 41 i 42). 

Zamenom piperazina, kao supstituenta deazahipoksantina, 3-aminopiperidinom postignuto je 

povećanje inhibitornog potencijala. (S)-aminopiperidin derivati 7-cijanodeazahipoksantina su 

efikasniji u odnosu na (R) enantiomere. Deazahipoksantin formira π interakcije sa Tyr547. 

Karbonilni kiseonik deazahipoksantina gradi vodoničnu vezu sa Tyr631. Poređenjem 

inhibitornog potencijala derivata deazahipoksantina i deazaksantina sa (S)-aminopiperidin 

supstituentom, pokazano je da su derivati deazaksantina sa istim R1/R2 supstituentima 

efektivniji. (R)-enantiomeri but-2-inil derivata 7-cijanodeazaksantina su efikasniji od (S)-

enantiomera. Dodavanje cijano grupe R2 supstituentu omogućava uspostavljanje vodonične 

veze sa Lys554, bez značajnog uticaja na aktivnost (Sutton i saradnici, 2012). 
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Tabela 41. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 7-cijanodeazahipoksantina (Sutton i 

saradnici, 2012) 

 

X/Y R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb X/Y R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

NH/H 
 

CH3 2,1 0,00005 
CH2/ 

(R)-NH2 
  

0,004 0,02 

NH/H 
  

0,4 0,0002 
CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,001 0,1 

NH/H 

  
0,023 0,004 

CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,004 0,02 

NH/H 

  
0,01 0,01 

CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,0005 0,2 

CH2/ 

(S)-NH2  
CH3 0,02 0,005 

CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,003 0,03 

CH2/ 

(R)-NH2   
0,025 0,004 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

 
0,008 0,01 

CH2/ 

(S)-NH2   
0,004 0,02 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

CH3 0,009 0,01 

CH2/ 

(S)-NH2  
 

0,017 0,01 
CH2NH/

H  
 

0,06 0,002 

CH2/ 

(R)-NH2  
 

0,06 0,002 
CH2NH/

H 
  

0,007 0,01 
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CH2/ 

(S)-NH2   
0,015 0,01 

CH2NH/

H   

0,006 0,02 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

 

0,01 0,01 
CH2NH/

H 
  

0,009 0,01 

CH2/ 

(S)-NH2  
 

0,005 0,02 
CH2NH/

H   
0,045 0,002 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,0001 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Tabela 42. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 7-cijanodeazaksantina (Sutton i 

saradnici, 2012) 

 

X/Y R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb X/Y R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

CH2/ 

(S)-NH2   

0,0015 0,07 
CH2/ 

(S)-NH2   
0,25 0,0004 

CH2/ 

(S)-NH2  
 

0,004 0,02 
CH2NH/

H 
  

0,002 0,05 

CH2/ 

(S)-NH2  
CH3 0,01 0,01 

CH2NH/

H 
  

0,003 0,03 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

 

0,0005 0,2 
CH2NH/

H 
  

0,002 0,05 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

0,001 0,1 
CH2NH/

H 
 

 
0,01 0,01 
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CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,002 0,05 
CH2NH/

H 
  

0,001 0,1 

CH2/ 

(S)-NH2 
  

0,009 0,01 
CH2NH/

H 
  

0,0055 0,02 

CH2/ 

(S)-NH2 
 

 
0,025 0,004 

CH2NH/

H   

0,005 0,02 

CH2/ 

(S)-NH2   

0,002 0,05 
CH2NH/

H   

0,0075 0,01 

CH2/ 

(S)-NH2   

0,004 0,02 
CH2NH/

H   

0,001 0,1 

CH2/ 

(R)-NH2   
0,02 0,005 

CH2NH/

H  
 

0,002 0,05 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,0001 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Po modelu strukture alogliptina, sintetisani su derivati tieno[2,3-d]pirimidina i 

tieno[3,2-d]pirimidina, od kojih ima struktura aktivnijih od alogliptina u testu inhibicije DPP-

4. Jedinjenje bez supstituenata na tiofenu je pokazalo visoku efikasnost, dok je dodavanje 

metil grupe u položaj 3 tiofena uzrokovalo smanjenje stepena inhibicije. Trifluorometil grupa 

umesto metil grupe je dodatno smanjila efektivnost. Pokazano je da orijentacija tiofenil 

osnove ne utiče značajno na aktivnost, dok supstituenti pokazuju uticaj (Tabela 43). (R)-2-

((2-(3-aminopiperidin-1-il)-4-oksotieno[3,2-d]pirimidin-3(4H)-il)metil)benzonitril, kao 

najefikasniji od ispitivanih struktura, je i in vivo na pacovima pokazao hipoglikemijski efekat 

(Deng i saradnici, 2011). 
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Tabela 43. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima tieno[2,3-d]pirimidina i tieno[3,2-

d]pirimidina (Deng i saradnici, 2011) 

 

X Y IC50 (μM)a RIPb  X Y IC50 (μM)a RIPb 

S CH 0,00087 3,91  CH S 0,00033 10,3 

S CCH3 0,00132 2,58  CCH3 S 0,00172 1,98 

S CCF3 0,08882 0,04      

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,0034 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 

 

Tiazolo[4,5-d]pirimidin derivati  su ispitani in vitro u testu inhibicije DPP-4 (Tabela 

44). Derivati sa acetamidom povezanim piperazinom su pokazali najveću efektivnost in vitro 

i hipoglikemijsku aktivnost na pacovima obolelim od dijabetesa. Aril ostatak najefikasnijih 

jedinjenja se vezuje u S2 domenu i interaguje sa Tyr662 i Tyr666 proteaze π-π interakcijama 

(Sharma i saradnici, 2012). 

 

Tabela 44. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima tiazolo[4,5-d]pirimidina (Sharma i 

saradnici, 2012) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

H 11,87 0,21 

 

38,27 0,07 

 

0,98 2,55 

 

91,18 0,03 
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0,489 5,11 
 

34,61 0,07 

 

0,329 7,6 

 

32,69 0,08 

 

1,49 1,68 

 

67,21 0,04 

   

 

2,42 1,03 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: P32/98, IC50 = 2,5 μM) 

bRIPp = IC50 P32/98 / IC50 jedinjenja 

 

Lai i saradnici su dizajnirali i sintetisali hibrid jedinjenja linagliptina i alogliptina, 

derivate purina, i ispitali njihov inhibitorni potencijal na DPP-4 (Lai i saradnici, 2014) 

(Tabela 45). 

 

Tabela 45. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima purina (Lai i saradnici, 2014) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

 

0,00133 
0,58b 

1,98c 
 

0,00377 
0,2b 

0,7c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,00077 μM; alogliptin, IC50 = 0,00263 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 
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Sagar i saradnici su dizajnirali, sintetisali i ispitali uticaj derivata pirazolo[3,4-

d]pirimidinona na aktivnost DPP-4 (Tabela 46). 6-Metil-5-(4-metilpiridin-2-il)-1-fenil-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-on je pokazao najveću efikasnost inhibicije in vitro, i 

hipoglikemijski efekat in vivo na pacovima. Azot pirimidinona gradi vodoničnu vezu sa 

Arg125, dok prsten učestvuje u π-π interakcijama u S2 domenu proteaze. Karbonilna grupa se 

vezuje u S1 domenu. Slobodan azot pirazola interaguje sa His740. Fenil supstituent pirazola 

se vezuje u hidrofobnom S1 domenu proteaze. 4-Metilpiridin grupa vodoničnim vezama 

interaguje sa Asn710. Na osnovu analize odnosa struktura-aktivnost, u cilju povećanja 

inhibitornog potencijala, supstituenti koji se vezuju u S2 domenu predstavjaju predmet 

modifikacija (Sagar i saradnici, 2015). 

 

Tabela 46. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirazolo[3,4-d]pirimidinona (Sagar i 

saradnici, 2015) 

 

R1 R2 IC50 (μM)a RIPb R1 R2 IC50 (μM)a RIPb 

 
 

1,32 0,01 

 
 

1,06 0,02 

  

4 0,004 

  

11 0,002 

  

24 0,001 

  

2,23 0,01 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

DPP-4 inhibitora ima i među pirazolo[1,5-a]pirimidinon derivatima (Tabela 47). 

Supstitucija osnove u položaju 4 benzil grupom omogućava interakcije u S1 domenu enzima. 

Cijano grupa u orto položaju benzil supstituenta formira vodoničnu vezu sa Arg125 i 

povećava stepen inhibicije. Uvođenjem (3-aminopiperidin-1-il) ili piperazin-1-il supstituenta 
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u položaj 5 osnove pokazano je da derivati sa piperazin-1-il grupom daju veću efikasnost. 2-

((7-Okso-5-(piperazin-1-il)pirazolo[1,5-a]pirimidin-4(7H)-il)metil)benzonitril, najefikasniji 

derivat, obrazuje vodonične veze sa Glu205 i Glu206, π-katjon interakcije sa Arg125, i 

pokazuje povoljan efekat na toleranciju na glukozu in vivo na miševima obolelim od 

dijabetesa (Deng i saradnici, 2018).  

 

Tabela 47. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirazolo[1,5-a]pirimidinona (Deng i 

saradnici, 2018) 

 

R1
 R2 IC50 (μM)a RIPb R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 

 

2-CN 1,3 0,003 

 

4-NO2 11,5 0,0003 

 

2-CN 0,08 0,05 

 

4-NO2 17,2 0,0002 

 

H 46,5 0,0001 

 

4-COOC2H5 10,4 0,0004 

 

H 2,5 0,002 

 

4-COOH 59,9 0,0001 

 

4-CH3 2 0,002 

 

2-F 21,5 0,0002 

 

4-CH3 0,4 0,01 

 

2-NO2 1,2 0,003 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,004 μM) 

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 
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Derivati imidazo[1,5-a]pirazinona su ispitani na DPP-4 in vitro (Tabela 48). (2R)-4-

Okso-4-[2-(3-karbamoilbenzil)-heksahidro-3-oksoimidazo[1,5-a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-

trifluorofenil)butan-2-amin je pokazao najveći inhibitorni potencijal. 2,4,5-Trifluorofenil 

fragment se vezuje u S1 hidrofobnom domenu enzima i interaguje sa Tyr662 π-π 

interakcijama. (3R)-β-amino grupa gradi vodonične veze sa Glu205 i Tyr662. Karbonilna 

grupa imidazopirazinona interaguje sa Ser209 vodoničnom vezom. Vodonične veze 

uspostavljaju se i sa Tyr585 (Zhu i saradnici, 2010). 

 

Tabela 48. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima imidazo[1,5-a]pirazinona (Zhu i 

saradnici, 2010) 

 

X R IC50 (μM)a RIPb X R IC50 (μM)a RIPb 

O - 2,3 0,005 N 
 

1,236 0,01 

N H 1,06 0,01 N 
 

0,36 0,03 

N CH3 1,24 0,01 N 

 

0,101 0,11 

N C2H5 0,46 0,02 N 

 

0,124 0,09 

N 
 

0,3 0,04 N 

 

0,114 0,1 

    N 

 

0,078 0,14 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,011 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 
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Difluorofenil analog sitagliptina pokazao je manji inhibitorni potencijal. Zamena 

triazolopiperazina  imidazolonom i piperazinom nepovoljno je uticala na efektivnost, dok je 

uvođenje diazepanona dalo veću efikasnost. Trifluorofenil diazepanon je pokazao veći stepen 

inhibicije od difluorofenil analoga. Nesupstituisani diazepanon je pokazao manju efektivnost 

u odnosu na supstituisane. (3R)-4-[(3R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorofenil)butanoil]-3-(2,2,2-

trifluoroetil)-1,4-diazepan-2-on je pokazao efikasnost i u testu tolerancije na glukozu na 

miševima. Amino grupa gradi vodoničnu vezu sa Glu205 i Glu206 proteaze. 2-F atom gradi 

vodoničnu vezu sa Asn710, dok karbonilna grupa interaguje sa hidroksilnom grupom Tyr547 

enzima. Sedmočlani prsten biva smešten u hidrofobnom domenu iznad Phe357 proteaze 

(Biftu i saradnici, 2007a) (Tabela 49). 

 

Tabela 49. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima triazolopiperazina, imidazolona, 

piperazina i diazepanona (Biftu i saradnici, 2007a) 

 

R1
 R2 IC50 (μM)a RIPb R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 

H 

 

0,027 0,67 F 

 

0,14 0,13 

H 

 

0,0072 2,5 F 

 

0,016 1,12 

H 

 

0,16 0,11 F 

 

0,0026 6,92 

H 

 

0,089 0,2 F 

 

0,00091 19,78 
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H 

 

0,014 1,29 F 

 

0,00049 36,73 

F 

 

0,0066 2,73 F 

 

0,00029 62,07 

        

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Analizom odnosa struktura-aktivnost β-amino-amid derivata triazolo[4,3-a]pirazina 

dizajnirani su i sintetisani analozi sitagliptina. Pored ispitivanja uticaja halogena kao 

supstituenata na benzenovom prstenu β-amino-amida, uticaj supstituenata na triazolo[4,3-

a]pirazinu je ispitan u cilju povećanja efektivnosti i poboljšanja farmakokinetičkih 

karakteristika, pri čemu su se aril i heteroaril supstituenti pokazali efikasnim kao alkil ili 

perfluoroalkil supstituenti (Kim i saradnici, 2007) (Tabela 50). 

 

Tabela 50. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 β-amino-amid triazolo[4,3-a]pirazin derivatima 

sa alikl i aril supstituisanim triazolom (Kim i saradnici, 2007) 

 

R1
 R2 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1

 R2 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

2-F CF3 0,098 0,18 3,4-di-Cl CF3 1,58 0,01 

3-F CF3 0,135 0,13 2,4-di-Cl CF3 0,023 0,78 

4-F CF3 0,272 0,07 2,5-di-Cl CF3 0,18 0,1 

3,4-di-F CF3 0,128 0,14 2-F, 5-Cl CF3 0,021 0,86 

2,4-di-F CF3 0,082 0,22 2,5-di-F, 4-Cl CF3 0,076 0,24 
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2,5-di-F CF3 0,027 0,67 2-Cl, 4,5-di-F CF3 0,084 0,21 

2,3,5-tri-F CF3 0,805 0,02 2,5-di-F 

 

0,06 0,3 

2,3,6-tri-F CF3 0,151 0,12 2,5-di-F 

 

0,03 0,6 

2,4,6-tri-F CF3 0,087 0,21 2,5-di-F 

 

0,065 0,28 

2,3,4,5,6-penta-F CF3 1,018 0,02 2,5-di-F 
 

0,19 0,09 

2-CF3 CF3 0,486 0,04 2,5-di-F CH2OH 0,069 0,26 

3-CF3 CF3 0,366 0,05 2,4,5-tri-F C2H5 0,037 0,49 

4-CF3 CF3 0,511 0,04 2,4,5-tri-F 
 

0,03 0,6 

2-Cl CF3 0,145 0,12 2,4,5-tri-F 
 

0,029 0,62 

3-Cl CF3 0,059 0,31 2,4,5-tri-F 
 

0,219 0,08 

4-Cl CF3 0,264 0,07 2,4,5-tri-F 

 

0,234 0,08 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Od β-amino-amid triazolo[4,3-a]pirazin derivata sa supstituisanim pirazinom, 4-

fluorobenzil-supstituisan pirazin derivat je pokazao najveći potencijal inhibicije (Tabela 51). 

2,4,5-Trifluorofenil grupa se vezuje u S1 hidrofobnom domenu proteaze, dok (R)-β-amino 

grupa gradi vodonične veze sa Tyr662, Glu205 i Glu206. Karbonilni kiseonik interaguje sa 

Tyr547, triazolo[4,3-a]pirazin je postavljen naspram Phe357, trifluorometil grupa interaguje 

sa Arg358 i Ser209, dok (R)-4-fluorobenzil-grupa interaguje sa Tyr547, Arg125 i Ser630 

proteaze (Kim i saradnici, 2008). 
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Tabela 51. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 β-amino-amid triazolo[4,3-a]pirazin derivatima 

sa supstituisanim pirazinom (Kim i saradnici, 2008) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

(S)-CH3 H H 0,023 0,78 H H (R)-CH3 0,0043 4,19 

(R)-CH3 H H 0,014 1,29 di-CH3 H H 0,092 0,2 

H (S)-CH3 H 0,091 0,2 H H di-CH3 0,175 0,1 

H (R)-CH3 H 0,042 0,43 H H 

 

0,00018 100 

H H (S)-CH3 0,088 0,2      

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Disfunkcija azot monoksida je značajan faktor u razvoju i progresiji vaskularnih 

komplikacija dijabetesa. Multifunkcionalna jedinjenja sa hipoglikemijskim i vaskularno 

protektivnim efektom su od značaja u terapiji dijabetesa i komplikacija. Novi NO donor 

derivati sitagliptina, β-amino-amid triazolo[4,3-a]pirazin derivati sa supstituisanom β-amino 

grupom, su sintetisani i ispitani kao potencijalni multifunkcionalni hipoglikemijski agensi 

(Tabela 52). Sva sintetisana jedinjenja su pokazala dobar potencijal inhibicije DPP-4 in vitro i 

hipoglikemijski efekat in vivo na miševima sa dijabetesom, uz antioksidativne efekte, 

povećanje nivoa NO i suprimiranje agregacije trombocita. 2,4,5-Trifluorofenil fragment 

najefikasnijeg DPP-4 ihhibitora vezuje se u S1 domenu proteaze. Fluor u položaju 5 

trifluorofenil ostatka interaguje sa Arg125 vodoničnim vezama. 3-(R)-amid grupa interaguje 

sa Glu206, dok triazolo[4,3-a]pirazin prsten interaguje sa Tyr547 π-π interakcijama. Duži 

alkil niz između fragmenta sitagliptina i nitrata daje derivate sa povoljnijim efektom na 

produkciju NO. Sva jedinjenja, i nitro estri i alkoholi, su pokazala sličan hipoglikemijski 

efekat (Xie i saradnici, 2018). 
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Tabela 52. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 β-amino-amid triazolo[4,3-a]pirazin derivatima 

sa supstituisanom β-amino grupom (Xie i saradnici, 2018) 

 

n R IC50 (μM)a RIPb n R IC50 (μM)a RIPb 

1 NO2 0,19 0,63 1 H 0,217 0,55 

3 NO2 0,197 0,61 3 H 0,208 0,58 

4 NO2 0,17 0,71 4 H 0,226 0,53 

5 NO2 0,06 2 5 H 0,223 0,54 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,12 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

U strukturi sitagliptina trifluorofenil grupa je β-amino-butanoil grupom povezana sa 

triazolo[4,3-a]pirazinom. Zamenom β-amino-butanoil grupe rigidnim analogom, 

ciklohesilaminom, dobijen je novi DPP-4 inhibitor slične efikasnosti kao sitagliptin (Slika 

12). Azot cikloheksilamina formira vodoničnu vezu sa Glu205, Glu206 i Tyr662. 

Triazolo[4,3-a]pirazin je postavljen iznad Phe357, trifluorometil grupa interaguje sa Arg358 i 

Ser209. Jedan od azota triazola vodoničnim vezama interaguje sa His126 i Glu205. Efikasniji 

konformer novog DPP-4 inhibitora je pokazao značajan dozno-zavistan hipoglikemijski 

efekat na miševima (Biftu i saradnici, 2007b).   

      

 

Slika 12. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatom triazolo[4,3-a]pirazina povezanim 

ciklohesilaminom sa trifluorofenil fragmentom (Biftu i saradnici, 2007b) 
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aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Shan i saradnici su sintetisali [1,2,3]triazolo[1,5-a]pirazin derivate i ispitali ih u testu 

inhibicije DPP-4. 4-Nesupstituisani derivat je pokazao najmanji stepen inhibicije. Uvođenje 

metoksikarbonil grupe u položaj 4 [1,2,3]triazola dalo je derivate efektivnije od onih sa alkil 

grupama. Ispitan je inhibitorni potencijal derivata sa supstituisanim fenil grupama i heteroaril 

supstituentima (Shan i saradnici, 2011) (Tabela 53). 

 

Tabela 53. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 [1,2,3]triazolo[1,5-a]pirazin derivatima (Shan i 

saradnici, 2011) 

 

R HX 
IC50 

(μM)a 
RIPb R HX 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

H 

 

0,0895 0,22 

 

HCl 0,04661 0,42 

CH3 HCl 0,07706 0,25 

 

HCl 0,03643 0,53 

CF2H HCl 0,02253 0,86 

 

HCl 0,02664 0,73 

CF3 

 

0,05066 0,38 

 

H3PO4 0,0124 1,56 

COOCH3 HCl 0,01509 1,29 

 

HCl 0,03378 0,57 
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COONH2 HCl 0,02992 0,65 

 

HCl 0,03317 0,58 

COON(CH3)2 HCl 0,05234 0,37 
 

HCl 0,0286 0,68 

 
H3PO4 0,03754 0,52 

  

0,03325 0,58 

 

H3PO4 0,0452 0,43 
 

HCl 0,0158 1,23 

 

HCl 0,04689 0,41 

  

0,02617 0,74 

 

HCl 0,07535 0,26 
 

HCl 0,02276 0,85 

 

HCl 0,03003 0,65 

  

0,04727 0,41 

    
  

0,01783 1,09 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,0194 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptin / IC50 jedinjenja 

 

Sintetisana je serija 6-(piperazin-1-il)-3-(3-metil-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-

b]piridazina i ispitan njihov inhibitorni potencijal na DPP-4. Trp215 i Ser212 proteaze 

učestvuju u interakcijama ovih struktura sa enzimom vodoničnim vezama. Četiri efikasna 

DPP-4 inhibitora od sintetisanih derivata pokazala su i dobru insulinotropnu aktivnost na 

INS-1 ćelijama (Bindu i saradnici, 2020) (Tabela 54). 
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Tabela 54. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 6-(piperazin-1-il)-3-(3-metil-fenil)-

[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina (Bindu i saradnici, 2020) 

 

R IC50 (μM)a RIPb R IC50 (μM)a RIPb 

 

0,00075 1,67 

 

0,002 0,62 

 

0,00225 0,56 

 

0,00175 0,71 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,00125 μM)  

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Na osnovu analize heterocikičnih osnova ranije otkrivenih DPP-4 inhibitora Patel i 

saradnici su dizajnirali i sintetisali [1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazin derivate i ispitali njihov 

uticaj na aktivnost DPP-4 in vitro. Značajno na inhibitorni potencijal utiče veličina 

aromatičnog ciklusa kao P1 fragmenta u položaju 3 [1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazina. Usled 

nedovoljno interakcija fenil ostatka u S1 domenu proteaze, veća efektivnost je postignuta 

uvođenjem benzofurana. Najefikasniji derivat je 3-(benzofuran-2-il)-7-bromo-1,4-dihidro-

[1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazin, koji je pokazao i hipoglikemijski efekat in vivo na 

pacovima (Patel i saradnici, 2017) (Slika 13). 

 

Slika 13. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatom [1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazina 

(Patel i saradnici, 2017) 
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aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,018 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Na osnovu farmakofornog modela, derivati izohinolina su sintetisani i ispitan je 

njihov uticaj na aktivnost DPP-4 (Tabela 55). Rezultati ukazuju da acilovanje azota 

tetrahidroizohinolina pokazuje povoljan uticaj na stepen inhibicije. Derivat sa metil grupom u 

meta položaju acilovanih derivata je pokazao najveću efikasnost in vitro i hipoglikemijski 

efekat in vivo na miševima (Xing i saradnici, 2014).  

 

Tabela 55. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima izohinolina (Xing i saradnici, 2014) 

  

I/II R 
IC50 

(μM)a 
RIPb I/II R 

IC50 

(μM)a 
RIPb 

I H 0,271 0,08 II H 0,148 0,15 

I 4-F 0,387 0,06 II 4-F 0,226 0,1 

I 4-Cl 0,267 0,08 II 4-Cl 0,156 0,14 

I 3-Cl-4-F 0,298 0,07 II 3-Cl-4-F 0,245 0,09 

I 4-CN 0,494 0,04 II 4-CN 0,133 0,17 

I 2,4-di-Cl 0,182 0,12 II 2,4-di-Cl 0,092 0,24 

I 3-CH3 0,178 0,12 II 3-CH3 0,078 0,28 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,022 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Villhauer i saradnici su sintetisali i derivat izohinolina sa adamantil fragmentom koji 

je pokazao umereni inhibitorni potencijal na DPP-4 (Villhauer i saradnici, 2003) (Slika 14). 
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Slika 14. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatom izohinolina sa adamantil fragmentom 

(Villhauer i saradnici, 2003) 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: NVP-DPP728, IC50 = 0,022 μM; vildagliptin, IC50 = 0,0035 μM) 

bRIPn = IC50 NVP-DPP728 / IC50 jedinjenja  

cRIPv = IC50 vildagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Ali i saradnici su dizajnirali i sintetisali seriju derivata hinazolin-4-ona, i ispitali 

njihov inhibitorni potencijal na DPP-4 (Tabela 56). (E)-3-(4-Hidroksibenzilidenamino)-6-

metil-2-[(4-metiltiazol-2-ilamino)-metil]-hinazolin-4(3H)-on je najefikasniji od ispitivanih 

struktura, i obrazuje vodoničnu vezu između azota hinazolina i Tyr631 enzima, interaguje sa 

Glu205 i Glu206, i gradi vodonične veze sa Arg125, Hie740 (His740 tautomer), Ser630 i 

Trp629. Ovo jedinjenje pokazuje i hipoglikemijski efekat na pacovima sa dijabetesom (Ali i 

saradnici, 2017a). 

 

Tabela 56. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima hinazolin-4-ona (Ali i saradnici, 

2017a) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIPb R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIPb 

H H 3-NO2 0,0158 0,05 I CH3 4-OH 0,0163 0,05 

H H 4-OH 0,00152 0,5 CH3 H H 0,0302 0,03 
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H CH3 H 0,00149 0,51 CH3 H 2-CN 0,00132 0,58 

H CH3 2-CN 0,00125 0,61 CH3 H 4-OH 0,00168 0,45 

H CH3 3-NO2 0,00154 0,49 CH3 CH3 2-CN 0,00165 0,46 

H CH3 4-OH 0,00145 0,52 CH3 CH3 3-NO2 0,0173 0,04 

I H 4-OH 0,0194 0,04 CH3 CH3 4-OH 0,00112 0,68 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,00076 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Ali i saradnici su dizajnirali i sintetisali i hinazolin-3,4-diamin derivate (Tabela 57). 6-

Jodo-N3-(3-nitrobenziliden)-2-fenil-N4-(tiazol-2-il)-hinazolin-3,4-(4H)-diamin je inhibirao 

aktivnost DPP-4 sa najnižom IC50 vrednošću od svih ispitivanih struktura, sa najznačajnijim 

stepenom smanjenja glikemije kod pacova sa dijabetesom. Najefikasniji inhibitor interaguje 

vodoničnim vezama sa Arg125 i Arg699 enzima, π-interakcijama sa Phe357 i Tyr547, i 

hidrofobnim interakcijama koje bivaju uspostavljene sa Glu205, Tyr662, Tyr631, Asn710, 

Trp659, Ser630, Gly632, Val546, Hie740 i Lys554 (Ali i saradnici, 2017b). 

 

Tabela 57. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima hinazolin-3,4-diamina (Ali i 

saradnici, 2017b) 

 

R1 R2
 R3 IC50 (μM)a RIPb R1 R2

 R3 IC50 (μM)a RIPb 

H H H 0,01367 0,02 H H CH3 0,00817 0,04 

H 3-NO2 H 0,00133 0,24 H 3-NO2 CH3 0,00219 0,15 

H 4-OCH3 H 0,00282 0,11 H 4-OCH3 CH3 0,00242 0,13 

H 4-N(CH3)2 H 0,00864 0,04 H 4-N(CH3)2 CH3 0,00672 0,05 

H 2-OCH3 H 0,00651 0,05 H 2-OCH3 CH3 0,00421 0,08 

I H H 0,01226 0,03 I H CH3 0,00724 0,04 

I 3-NO2 H 0,00076 0,42 I 3-NO2 CH3 0,00122 0,26 

I 4-OCH3 H 0,00162 0,2 I 4-OCH3 CH3 0,00182 0,18 
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I 4-N(CH3)2 H 0,00783 0,04 I 4-N(CH3)2 CH3 0,00653 0,05 

I 2-OCH3 H 0,00348 0,09 I 2-OCH3 CH3 0,00398 0,08 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: linagliptin, IC50 = 0,00032 μM) 

bRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

1.6.7. Triciklični derivati 

 

Shu i saradnici su ispitali inhibitorni potencijal bicikličnih i tricikličnih jedinjenja 

dobijenih modifikacijama pirido[3,2-d]oksazolona (Shu i saradnici, 2014) (Tabela 58). 

 

Tabela 58. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 bicikličnim i tricikličnim jedinjenjima dobijenim 

modifikacijama pirido[3,2-d]oksazolona (Shu i saradnici, 2014) 

 

R IC50 (μM)a RIP R IC50 (μM)a RIP 

 

0,1 
0,29b 

0,07c 

 

38 
0,001b 

0,0002c 

 

3,4 
0,01b 

0,002c 

 

55 
0,001b 

0,0001c 

 

0,045 
0,64b 

0,16c 

 

1,1 
0,03b 

0,01c 

 

0,013 
2,23b 

0,54c 

 

0,01 
2,9b 

0,7c 
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0,48 
0,06b 

0,01c 

 

0,045 
0,64b 

0,16c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,029 μM; alogliptin, IC50 = 0,007 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja 

 

Schwehm i saradnici su sintetisali nove derivate  tricikličnih [1,2,4]triazolo[4,3-

a][1,6]naftiridina. Među ispitanim analozima cis izomeri su pokazali veći inhibitorni 

potencijal u poređenju sa trans izomerima. Odsustvo fluora kao supstituenta fenil fragmenta 

je smanjilo stepen inhibicije (Schwehm i saradnici, 2015) (Tabela 59). 

 

Tabela 59. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima [1,2,4]triazolo[4,3-a][1,6]naftiridina 

(Schwehm i saradnici, 2015) 

  

cis/trans 

izomer 
R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 
cis/trans 

izomer 
R1

 R2 IC50 (μM)a RIPb 

cis CF3 H 0,695 0,03 trans C2H5 F 0,108 0,2 

trans CF3 H 2,801 0,01 cis CF2CF3 F 0,067 0,33 

cis C2H5 F 0,085 0,26 trans CF2CF3 F 0,258 0,09 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,022 μM)  

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Na  osnovu struktura sitagliptina, alogliptina i linagliptina Wu i saradnici su 

dizajnirali i sintetisali nove imidazo[1,2-a]purin derivate i ispitali njihov inhibitorni 

potencijal na DPP-4 (Tabela 60). Najaktivnije jedinjenje je pokazalo hipoglikemijski efekat 

in vivo na miševima. Amino grupa interaguje sa Glu205 i Glu206. Nitril grupa gradi 
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vodoničnu vezu sa Arg125. Tricikličan fragment interaguje sa Tyr547, uz formiranje 

vodoničnih veza sa Tyr631, Trp629 i Lys554 (Wu i saradnici, 2016a). 

 

Tabela 60. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima imidazo[1,2-a]purina (Wu i saradnici, 

2016a) 

 

R1 R2 IC50 (μM)a RIP R1 R2 IC50 (μM)a RIP 

CH3 
 

0,123 
0,06b 

0,001c 
CH3 

 

0,1561 
0,05b 

0,001c 

CH3 

 

0,0106 
0,72b 

0,01c 
C2H5 

 

0,0135 
0,56b 

0,01c 

CH3 

 

0,0017 
4,47b 

0,06c 
C2H5 

 

0,0112 
0,68b 

0,01c 

CH3 

 

0,0274 
0,28b 

0,004c 
C2H5 

 

0,625 
0,01b 

0,0002c 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alogliptin, IC50 = 0,0076 μM; linagliptin, IC50 = 0,0001 μM)  

bRIPa = IC50 alogliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPl = IC50 linagliptina / IC50 jedinjenja 

 

Počevši od izodafnetina, serija novih 2-fenil-benzo[f]hromen-3-amin derivata je 

dizajnirana i sintetisana. Za komplementarnost vezivanja sa proteazom elektron donor 

supstituenti su pogodni u R1 položaju benzo[f]hromena, dok su elektron akceptor grupe 

povoljnije u R2 položaju. Metoksi grupu u R1 položaju, i metoksi/metilsulfonil grupu u R2 

položaju imaju dva najaktivnija derivata. Van der Valsovim interakcijama i vodoničnim 

vezama kiseonik metoksi grupe u R1 položaju interaguje sa Ser209, a kiseonik metilsulfonil 
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grupe gradi vodonične veze sa Trp985 proteaze. Dva najaktivnija jedinjenja pokazuju i 

hipoglikemijski efekat na miševima (Li i saradnici, 2016b) (Tabela 61). 

 

Tabela 61. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 2-fenil-benzo[f]hromen-3-amin derivatima (Li i 

saradnici, 2016b) 

 

R1 R2
 R3 

IC50 

(μM)a 
RIP R1 R2

 R3 
IC50 

(μM)a 
RIP 

H H 
2,4,5-

tri-F 
0,1101d 

0,06b 

0,02c 
H 

 

2,4,5-

tri-F 
0,07042d 

0,09b 

0,03c 

OCH3 H 
2,4,5-

tri-F 
0,06061d 

0,1b 

0,04c 
H 

 

2,4,5-

tri-F 
0,0109d 

0,57b 

0,2c 

OCH3 H 
2,4,5-

tri-F 
0,01495e 

0,42b 

0,15c 
H 

 

2,4,5-

tri-F 
0,00891e 

0,7b 

0,25c 

OCH3 H 
2,4,5-

tri-F 
2,93f 

0,002b 

0,001c 
H 

 

2,4,5-

tri-F 
0,01071d 

0,58b 

0,21c 

Br H 
2,4,5-

tri-F 
0,2162d 

0,03b 

0,01c 
H 

 

2,4,5-

tri-F 
0,0058e 

1,08b 

0,38c 

CN H 
2,4,5-

tri-F 
0,2052d 

0,03b 

0,01c 
OCH3 OCH3 

2,4,5-

tri-F 
0,00206e 

3,03b 

1,08c 

 

H 
2,4,5-

tri-F 
0,0146d 

0,43b 

0,15c 
OCH3 

 

2,4,5-

tri-F 
0,00613e 

1,02b 

0,36c 

H OCH3 
2,4,5-

tri-F 
0,04973d 

0,13b 

0,04c 
OCH3 

 

2,4,5-

tri-F 
0,0019e 

3,28b 

1,17c 

H OCH3 
2,4,5-

tri-F 
0,01964e 

0,32b 

0,11c 
OCH3 H 

2,4- 

di-F 
0,07833d 

0,08b 

0,03c 

H OCH3 
2,4,5-

tri-F 
0,81344f 

0,01b 

0,003c 
OCH3 H 2-F 0,5639d 

0,01b 

0,004c 
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H Br 
2,4,5-

tri-F 
0,0392d 

0,16b 

0,06c 
OCH3 H 

2,5- 

di-F 
0,03264d 

0,19b 

0,07c 

H CN 
2,4,5-

tri-F 
0,00842d 

0,74b 

0,26c 
OCH3 H 3-F 0,12156d 

0,05b 

0,02c 

H CN 
2,4,5-

tri-F 
0,00517e 

1,21b 

0,43c 
OCH3 H 2-Cl 0,3378d 

0,02b 

0,01c 

H COOH 
2,4,5-

tri-F 
0,01765d 

0,35b 

0,13c 

     

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,00624 μM; omarigliptin, IC50 = 0,00222 μM) 

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPo = IC50 omarigliptina / IC50 jedinjenja 

dracemat 

e(2R,3S) 

f(2S,3R) 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje inhibitornog potencijala mono-, bi- i 

tricikličnih derivata imidazola, tiazola, piridina, pirana, pirimidina i morfolina na dipeptidil 

peptidazi-4 in vitro, razjašnjavanje kinetike, mehanizma inhibicije proteaze i odnosa 

struktura-aktivnost najefikasnijih inhibitora. U cilju procene potencijalne toksičnosti, efikasni 

inhibitori su podvrgnuti testu citotoksičnosti na Caco-2 ćelijama. Nakon ispitivanja uticaja 

struktura koje inhibiraju dipeptidil peptidazu-4 na aktivnost i ksantin oksidaze u cilju 

izdvajanja predstavnika potencijalnih dualnih inhibitora, razmatrani su značaj, mehanizmi i 

putevi višestrukih biohemijskih efekata inhibicije dipeptidil peptidaze-4, plejotropni efekti 

postojećih i novih, među kojima i onih pronađenih u ovoj disertaciji, inhibitora ove 

multifunkcionalne proteaze u cilju procene mogućnosti proširenja spektra indikacija. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Ispitivana jedinjenja  

 

Ispitivani mono-, bi- i triciklični derivati imidazola, tiazola, piridina, pirana, 

pirimidina i morfolina (1-117) sintetisani su objavljenim sintetičkim putevima (Šeme 1-23) 

(Mavrova i saradnici, 2015; Anastassova i saradnici, 2018; Mavrova i saradnici, 2006; 

Mavrova i saradnici, 2007; Mavrova i saradnici, 2005; Kolarević i saradnici, 2019; 

Stojanović i saradnici, 2011; Marković i saradnici, 2006; Džambaski i saradnici, 2013; 

Bondžić i saradnici, 2012; Marković i saradnici, 2003; Mavrova i saradnici, 2014; Mavrova i 

saradnici, 2016; Mavrova i saradnici, 2018; Cherneva i saradnici, 2017; Yancheva i saradnici, 

2015; Smelcerovic i saradnici, 2011).  

 

 

Šema 1. Sinteza derivata benzimidazol-2-imina (1-5). Reagensi i uslovi: a) KMnO4, NaOH 

rastvor u vodi, refluks; b) NH4OH, 150 °C; c) tetra-n-butilamonijum bromid, suvi K2CO3, 

halogeni derivat, 25 °C, acetonitril (Mavrova i saradnici, 2015) 
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Šema 2. Sinteza derivata benzimidazol-2-tiona (6-14). Reagensi i uslovi: a) CS2, KOH 

rastvor u etanolu, refluks; b) metil akrilat, dimetilformamid, refluks; c) hidrazin hidrat, 

rastvor u etanolu, refluks (Anastassova i saradnici, 2018) 

 

 

 

Šema 3. Sinteza derivata benzimidazol-2-il-tioacetilpiperazina (15-18). Reagensi i uslovi: a) 

ClCH2COOH, NaOH, etanol; b) (CH3CO)2O/piridin, refluks; c) etanol, refluks (Mavrova i 

saradnici, 2006) 
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Šema 4. Sinteza derivata bis(benzimidazol-2-il)amina (19-25) (Mavrova i saradnici, 2007) 

 

 

 

Šema 5. Sinteza derivata [1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3-ona (26-31) (Mavrova i 

saradnici, 2005) 
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Šema 6. Sinteza derivata 6-(fenilkarbonil)-[1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3-ona (32-35) 

(Mavrova i saradnici, 2015) 

 

 

Šema 7. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (36, 38, 39, 43, 51, 52, 55, 56, 65, 70, 71). 

Reagensi i uslovi: a) K2CO3 (kat.), etanol, refluks; b) CH3I, o‐BrC6H4CH2Br, ili Br(CH2)4Br, 

(1,1‐1,5 ekv.), K2CO3 (1‐1,2 ekv.), dimetilformamid, s.t.; c) C(CH3)3OCH(N(CH3)2)2 (1,5 

ekv.), toluen, 110 °C; d) (i) meta-hloroperoksibenzoeva kiselina (1,2‐2 ekv.), CH2Cl2, 0 °C; 

(ii) SOCl2 (1,1 ekv.), CH2Cl2, -10 °C → s.t.; e) dimetil sulfoksid, 70 °C; f) K2CO3 (0,1 ekv.), 

akrolein (1,2 ekv.), dimetilformamid, s.t. (Kolarević i saradnici, 2019) 
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Šema 8. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (37, 41, 53) (Stojanović i saradnici, 2011) 

 

 

 

Šema 9. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (40, 42, 44) (Marković i saradnici, 2006) 
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Šema 10. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (45-50, 64, 66-69). Reagensi i uslovi: a) K2CO3 

(kat.), etanol, refluks; b) CH3I, C6H4CH2Br, Br(CH2)3Br, ili  BrCH2COOC2H5 (1,1‐1,5 ekv.), 

K2CO3 (1 ekv.), dimetilformamid, s.t. (Džambaski i saradnici, 2013) 

  

 

 

Šema 11. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (54, 62, 63) (Bondžić i saradnici, 2012) 
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Šema 12. Sinteza derivata tiazolidin-4-ona (57-61) (Marković i saradnici, 2003) 

 

 

 

Šema 13. Sinteza derivata 4-oksotiazolidin-S-oksida (72-75). Reagensi i uslovi: a) K2CO3 

(kat.), etanol, refluks; b) CH3I, C6H4CH2Br, Br(CH2)3Br, ili  BrCH2COOC2H5 (1,1‐1,5 ekv.), 

K2CO3 (1 ekv.), dimetilformamid, s.t.; c) meta-hloroperoksibenzoeva kiselina (1,5‐2 ekv.), 

CH2Cl2, 0 °C (Džambaski i saradnici, 2013) 
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Šema 14. Sinteza derivata tiazolo[3,2-a]piridina (76-78) (Bondžić i saradnici, 2012) 

 

 

 

Šema 15. Sinteza derivata pirano[2,3-d]tiazola (79). Reagensi i uslovi: a) K2CO3 (kat.), 

etanol, refluks; b) CH3I, o‐BrC6H4CH2Br, ili Br(CH2)4Br, (1,1‐1,5 ekv.), K2CO3 (1‐1,2 ekv.), 

dimetilformamid, s.t.; c) K2CO3 (0,1 ekv.), akrolein (1,2 ekv.), dimetilformamid, s.t.; d) i) 

NaBH4 (10 ekv.), C2H5OH, 0 °C, HCl (kat.); ii) HCl konc. (Kolarević i saradnici, 2019) 
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Šema 16. Sinteza derivata pirano[2,3-d]tiazola (80) (Bondžić i saradnici, 2012) 

 

 

Šema 17. Sinteza derivata pirano[2ʹ,3ʹ:4,5]tiazolo[3,2-a]piridina (81, 82) (Bondžić i 

saradnici, 2012) 

 



108 

 

 

Šema 18. Sinteza derivata tieno[2,3-d]pirimidina (83, 84, 87). Reagensi i uslovi: a) etil 

cijanoacetat, suvi HCl gas, etanol; b) hidrazin hidrat, etanol, refluks; c) izotiocijanat, etanol, 

refluks; d) H2SO4, 0 °C, NH4OH (Mavrova i saradnici, 2014) 
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Šema 19. Sinteza derivata tieno[2,3-d]pirimidina (85, 86, 88). Reagensi i uslovi: a) etil 

cijanoacetat, HN(C2H5)2, S8, etanol; b) etil izotiocijanat, NaOH, dimetilformamid; c) etil 2-

hloroacetat, N(C2H5)3, benzen, refluks; d) hidrazin hidrat, etanol, refluks; e) etil izotiocijanat, 

etanol, refluks; f) 98% H2SO4, 0 °C, NH4OH (Mavrova i saradnici, 2016) 
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Šema 20. Sinteza derivata benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida (89-105). 

Reagensi i uslovi: a) RCN, suvi HCl gas, dioksan, 6 h; b) anhidrid ftalne kiseline, 

CH3COOH, refluks (Mavrova i saradnici, 2018) 

 

 

 

Šema 21. Sinteza derivata benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-ona (106, 107). Reagensi i 

uslovi: a) etil cijanoacetat, suvi HCl gas, etanol; b) hidrazin hidrat, etanol, refluks; c) 

izotiocijanat, etanol, refluks; d) H2SO4, 0 °C, NH4OH (Mavrova i saradnici, 2014) 
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Šema 22. Sinteza derivata benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-ona (108-111). Reagensi i 

uslovi: a) etil cijanoacetat, HN(C2H5)2, S8, etanol; b) etil izotiocijanat, NaOH, 

dimetilformamid; c) etil 2-hloroacetat, N(C2H5)3, benzen, refluks; d) hidrazin hidrat, etanol, 

refluks; e) etil izotiocijanat, etanol, refluks (Mavrova i saradnici, 2016) 

 



112 

 

 

 

Šema 23. Sinteza derivata morfolin-2,5-diona (112-117) (Cherneva i saradnici, 2017; 

Yancheva i saradnici, 2015; Smelcerovic i saradnici, 2011) 

 

 

3.2. Test inhibicije dipeptidil peptidaze-4 

 

Uticaj mono-, bi- i tricikličnih derivata imidazola, tiazola, piridina, pirana, pirimidina 

i morfolina na aktivnost dipeptidil peptidaze-4 ispitivan je in vitro. Rekombinovana humana 
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dipeptidil peptidaza-4 (Sigma‐Aldrich) (0,005 jedinica) u Tris‐HCl puferu (90 mM, pH 7,60) 

tretirana je rastvorima ispitivanih jedinjenja u dimetil sulfoksidu (finalna koncentracija 

dimetil sulfoksida u testu bila je 5% v/v). Posle 15 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, 

reakcija je inicirana dodavanjem supstrata Gly‐Pro‐p‐nitroanilid p‐toluensulfonata 

(Sigma‐Aldrich) (260 μM), i trajala je 60 minuta na 37 °C. Početna koncentracija jedinjenja 

bila je 200 μM. Procenat inhibicije aktivnosti enzima determinisan je merenjem razlika 

apsorbanci na 385 nm (UV/Vis spektrofotometar BK-UV1800, Biobase Biodustry), sa 

odgovarajućim blank uzorcima za analize i kontrolu rastvarača. Sitagliptin i diprotin A 

(Sigma‐Aldrich) su korišćeni kao referentni inhibitori (Tomovic i saradnici 2020a; Tomovic i 

saradnici, 2020b). Lineweaver-Burkovim dijagramom je determinisan tip inhibicije 

najefikasnijih inhibitora sa opsegom koncentracija supstrata od 0,1 do 1 mM, u odsustvu i 

prisustvu inhibitora u dve koncentracije (Tomovic i saradnici 2020a). 

 

 

3.3. Test inhibicije ksantin oksidaze 

 

Inhibitorni potencijal jedinjenja koja su se pokazala kao inhibitori dipeptidil 

peptidaze-4 sa IC50 vrednostima nižim od 200 μM, ispitan je i na ksantin oksidazi in vitro. 

Ksantin oksidaza iz goveđeg mleka (Sigma‐Aldrich) (0,01 jedinica) u Tris‐HCl puferu (46,5 

mM, pH 7,80) tretirana je rastvorima ispitivanih jedinjenja u dimetil sulfoksidu (finalna 

koncentracija dimetil sulfoksida u testu bila je 4,65% v/v). Posle 15 minuta inkubacije na 

sobnoj temperaturi, reakcija je inicirana dodavanjem supstrata ksantina (Sigma‐Aldrich) 

(232,5 μM), i trajala je 15 minuta na 37 °C. Početna koncentracija jedinjenja bila je 150 μM. 

Procenat inhibicije aktivnosti enzima je determinisan merenjem razlika apsorbanci na 293 nm 

(UV/Vis spektrofotometar BK-UV1800, Biobase Biodustry), sa odgovarajućim blank 

uzorcima za analize i kontrolu rastvarača. Alopurinol (Sigma‐Aldrich) je korišćen kao 

referentni inhibitor (Smelcerovic i saradnici, 2015). 

 

 

3.4. Molekulski doking  

 

Za procenu mesta i načina vezivanja aktivnih struktura i enzima korišćeni su  

Schrödinger (Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-1, Schrödinger, LLC, New York, 
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NY, 2015) i Molecular Operating Environment softver (Molecular Operating Environment 

(MOE) 2019.0102, Chemical Computing Group ULC, Montreal, QC, Canada), kojim su 

prediktivni modeling i analitički podaci u istraživanju hemijskog prostora integrisani, sa 

validirano jakim pristupima. 

 

 

3.5. Test citotoksičnosti 

 

Citotoksičnost benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida aktivnih u testu 

inhibicije DPP-4 sa predstavnikom nekompetitivnog tipa inhibicije (jedinjenja 94, 97, 101, 

102 i 104) i dualnih inhibitora DPP-4 i XO (jedinjenja 5 i 34) determinisana je na Caco‐2 

ćelijama MTT testom (Tomovic i saradnici 2020a; Tomovic i saradnici, 2020b).  

Ćelije su uzgajane u Dulbekovom modifikovanom Eagle medijumu (DMEM) sa 10% 

fetalnog goveđeg seruma inaktiviranog temperaturom, 1% L‐glutamina, 100 μg/ml 

streptomicina i 100 U/ml penicilina, na 37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2. Sađene su u 

mikrotitar ploče sa 24 mesta (2 × 105 ćelija) i kultivisane do konfluentnosti i diferenciranih 

monoslojeva. Dvadeset četiri sata pre inkubacije sa rastvorima ispitivanih jedinjenja u dimetil 

sulfoksidu, prethodno dodat medijum je zamenjen medijumom sa 5% fetalnog goveđeg 

seruma inaktiviranog temperaturom i 1% L‐glutamina. Rastvori ispitivanih jedinjenja su 

dodati u različitim koncentracijama (31,25 μM, 62,50 μM, 125 μM i 250 μM) i inkubirani 24 

h na 37 °C. Na kraju inkubacije, ćelije su tretirane sa 200 μl MTT rastvora 

(3‐(4,5‐dimetil‐2‐tiazolil)‐2,5‐difenil‐2H‐tetrazolijum‐bromid) (10 × razblažen MTT stock 

rastvor koncentracije 5 mg/ml, u medijumu) i inkubirane 4 h na 37 °C. Nakon inkubacije, 

ljubičasti formazan je rastvoren dodavanjem 200 μl 10% rastvora natrijum dodecil sulfata u 

0,01 M HCl, i apsorbanca je merena na 570 nm (čitač mikroploča, Tecan Austria GmbH, 

Grödig, Austria) (Tomovic i saradnici, 2020a; Tomovic i saradnici, 2020b). 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA  

 

4.1. Inhibitorni potencijal ispitivanih jedinjenja na dipeptidil peptidazi-4 

 

Od ispitivanih jedinjenja u testu inhibicije dipeptidil peptidaze-4, struktura sa IC50 

vrednostima manjim od 200 μM ima među derivatima benzimidazol-2-imina (jedinjenje 5), 

bis(benzimidazol-2-il)amina (jedinjenja 21, 24 i 25), 6-(fenilkarbonil)-[1,3]tiazolo[3,2-

a]benzimidazol-3-ona (jedinjenje 34), benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida 

(jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104) (Tabele 62-76). Referentni inhibitori sitagliptin i diprotin 

A su inhibirali dipeptidil peptidazu-4 sa IC50 vrednostima 0,05 ± 0,02 μM i 17 ± 5,15 μM, 

redom (Slike 15 i 16). 

 

 

Slika 15. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 sitagliptinom 

 

 

 

Slika 16. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 diprotinom A 
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Strukture sa najnižom IC50 vrednošću od svih ispitivanih struktura u radu, 1-propil-N-

(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-benzimidazol-2-amin (jedinjenje 25, IC50 = 5,01 ± 0,66 

μM) i 1-metil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-benzimidazol-2-amin (jedinjenje 21, 

IC50 = 11,04 ± 0,69 μM), pokazale su oko tri i jedan i po puta veću efikasnost inhibicije u 

odnosu na diprotin A, redom, dok su od ostalih struktura sa efikasnošću bliskom referentnom 

inhibitoru, 

2‐(2‐(3‐hlorobenzil)‐5,6,7,8‐tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3‐d]pirimidin‐4‐il)izoindolin‐1,3‐dio

n (jedinjenje 102, IC50 = 34,17 ± 5,11 μM) i 1-etil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-

benzimidazol-2-amin (jedinjenje 24, IC50 = 49,88 ± 2,99 μM) pokazali oko dva i tri puta 

manju efikasnost u odnosu na diprotin A, redom (Slike 17-26). 

 

Tabela 62. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima benzimidazol-2-imina 

 

Jedinjenje R1
 R2 IC50 (μM)a RIP 

1 
 

 

> 200  

2 
 

CH3 > 200  

3 
 

CH3 > 200  

4 

 

CH3 > 200  

5 

 

NO2 151,04 ± 3,84 
0,0003b 

0,11c 

aIC50 vrednost jedinjenja  

(pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,05 ± 0,02 μM; diprotin A, IC50 = 17 ± 5,15 μM)  

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPd = IC50 diprotina A / IC50 jedinjenja 
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Slika 17. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 5 

 

Tabela 63. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima benzimidazol-2-tiona 

 

Jedinjenje R1
 R2 IC50 (μM) 

6 
 

H > 200 

7 
 

CH3 > 200 

8 
 

Cl > 200 

9 
 

 

> 200 

10 

 

H > 200 

11 

 

CH3 > 200 
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12 

 

Cl > 200 

13 

 

NO2 > 200 

14 

  

> 200 

 

Tabela 64. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima benzimidazol-2-il-tioacetilpiperazina 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

15 H Cl > 200 

16 CH3 Cl > 200 

17 NO2 CH3 > 200 

18 NO2 Cl > 200 

 

Tabela 65. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima bis(benzimidazol-2-il)amina 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) RIP 

19 CH3 CH3 > 200  

20 CH3 CH2CH3 > 200  

21 CH3 CH2CH2CH3 11,04 ± 0,69 
0,005b 

1,54c 

22 H CH2CH3 > 200  

23 H CH2CH2CH3 > 200  

24 CH2CH2CH3 CH2CH3 49,88 ± 2,99 
0,001b 

0,34c 
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25 CH2CH2CH3 CH2CH2CH3 5,01 ± 0,66 
0,01b 

3,39c 

aIC50 vrednost jedinjenja  

(pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,05 ± 0,02 μM; diprotin A, IC50 = 17 ± 5,15 μM)  

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPd = IC50 diprotina A / IC50 jedinjenja 

 

 

 

Slika 18. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 21 

 

 

 

Slika 19. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 24 
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Slika 20. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 25 

 

Tabela 66. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima [1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3-

ona 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

26 H H > 200 

27 

 

H > 200 

28 

 

H > 200 

29 

 

CH3 > 200 

30 H NO2 > 200 

31 

 

NO2 > 200 
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Tabela 67. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 6-(fenilkarbonil)-[1,3]tiazolo[3,2-

a]benzimidazol-3-ona 

 

Jedinjenje R IC50 (μM) RIP 

32 

 

> 200  

33 

 

> 200  

34 

 

177,96 ± 4,56 
0,0003b 

0,1c 

35 

 

> 200  

aIC50 vrednost jedinjenja  

(pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,05 ± 0,02 μM; diprotin A, IC50 = 17 ± 5,15 μM)  

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPd = IC50 diprotina A / IC50 jedinjenja 

 

 

 

Slika 21. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 34 
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Tabela 68. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima tiazolidin-4-ona 

 

Jedinjenje R1 R2
 R3 R4 

IC50 

(μM) 

36  H H H > 200 

37 
 

H H H > 200 

38 

 

H H H > 200 

39 

 

H H H > 200 

40 

 

H H H > 200 

41 
 

H CH3 H > 200 

42 

 

H CH3 H > 200 

43 

 

H CH3 H > 200 

44 

 

H CH3 H > 200 

45 
 

CH3 H H > 200 
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46 

 

CH3 H H > 200 

47 

 

CH3 H H > 200 

48 

 

CH3 H H > 200 

49 
 

CH3 CH3 H > 200 

50 

 

CH3 CH3 H > 200 

51 

 

CH3 OH H > 200 

52 

 

CH3 OH H > 200 

53 
 

CH2CH2Br CH3 H > 200 

54 
 

CH2CH2CH2Br CH3 H > 200 

55 

 

CH2CH2CH2CH2Br CH3 H > 200 

56 
 

CH2CH2CH2CH2Br CH3 

 

> 200 

57  H 

 

H > 200 

58 
 

H 

 

H > 200 
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59 

 

H 

 

H > 200 

60 

 

H 

 

H > 200 

61 

 

H 

 

H > 200 

62 
 

CH2CH2CH2Br 

 

H > 200 

63 

 

CH2CH2CH2Br 

 

H > 200 

64 
  

H H > 200 

65 
 

 

H H > 200 

66 

 
 

H H > 200 

67 

 
 

H H > 200 

68 

 
 

 

H > 200 

69 

 
 

 

H > 200 

70 

 

CH3 

 

- > 200 
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71 

 

CH3 

 

- > 200 

 

Tabela 69. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima 4-oksotiazolidin-S-oksida 

 

Jedinjenje R IC50 (μM) 

72 
 

> 200 

73 

 

> 200 

74 

 

> 200 

75 

 

> 200 

 

Tabela 70. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima tiazolo[3,2-a]piridina 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

76 CH3 

 

> 200 

77 
  

> 200 

78 
  

> 200 
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Tabela 71. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirano[2,3-d]tiazola 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

79 
 

CH2CH2CH2CH2Br > 200 

80 

 

CH2CH2CH2Br > 200 

 

Tabela 72. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima pirano[2ʹ,3ʹ:4,5]tiazolo[3,2-a]piridina 

 

Jedinjenje R IC50 (μM) 

81 CN > 200 

82 

 

> 200 

 

Tabela 73. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima tieno[2,3-d]pirimidina 

 

Jedinjenje R1 R2
 R3 IC50 (μM) 

83 H 

  

> 200 

84 H 

  

> 200 

85 CH2CH3 
 

CH3 > 200 
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86 CH2CH3 
 

 

> 200 

87 H 

  

> 200 

88 CH2CH3 

  

> 200 

 

Tabela 74. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-

amina i -ftalimida 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) RIP 

89 CH3 NH2 > 200  

90 CH2CH3 NH2 > 200  

91 CH2CH2Cl NH2 > 200  

92 
 

NH2 > 200  

93 
 

NH2 > 200  

94 

 

NH2 166,82 ± 7,14 
0,0003b 

0,1c 

95 
 

NH2 > 200  

96 
 

NH2 > 200  

97 

 

NH2 199,51 ± 6,32 
0,0003b 

0,09c 
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98 

 

NH2 > 200  

99 
 

NH2 > 200  

100 CH2CH3 

 

> 200  

101 
 

 

159,02 ± 2,96 
0,0003b 

0,11c 

102 

 
 

34,17 ± 5,11 
0,001b 

0,5c 

103 
 

 

> 200  

104 

 
 

155,63 ± 2,30 
0,0003b 

0,11c 

105 
 

 

> 200  

aIC50 vrednost jedinjenja  

(pozitivna kontrola: sitagliptin, IC50 = 0,05 ± 0,02 μM; diprotin A, IC50 = 17 ± 5,15 μM)  

bRIPs = IC50 sitagliptina / IC50 jedinjenja  

cRIPd = IC50 diprotina A / IC50 jedinjenja 
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Slika 22. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 94 

 

 

 

Slika 23. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 97 

 

 

 

Slika 24. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 101 
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Slika 25. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 102 

 

 

 

Slika 26. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 104 

 

Tabela 75. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-

ona 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

106 H 

 

> 200 
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107 H 

 

> 200 

108 CH2CH3 SH > 200 

109 CH2CH3 
 

> 200 

110 CH2CH3 

 

> 200 

111 CH2CH3 

 

> 200 

 

Tabela 76. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4 derivatima morfolin-2,5-diona 

 

Jedinjenje R1 R2 R3 IC50 (μM) 

112 CH3 H CH3 > 200 

113 CH(CH3)2 H CH3 > 200 

114 CH(CH3)2 H CH(CH3)CH2CH3 > 200 

115 CH(CH3)2 H 
 

> 200 

116 CH(CH3)2 CH3 CH(CH3)2 > 200 

117 CH(CH3)2 CH3 CH2CH(CH3)2 > 200 

 

 

4.2. Uticaj inhibitora dipeptidil peptidaze-4 na aktivnost ksantin oksidaze  

 

Od struktura koje su se pokazale kao inhibitori dipeptidil peptidaze-4 sa IC50 

vrednostima nižim od 200 μM, 2-[2-imino-5-nitro-3-(2-okso-2-feniletil)-2,3-dihidro-1H-

benzimidazol-1-il]-1-feniletanon (jedinjenje 5) i 2-(4-fluorobenziliden)-6-

(fenilkarbonil)[1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3(2H)-on (jedinjenje 34) pokazali su 

efikasnost i u testu inhibicije ksantin oksidaze, sa IC50 vrednostima manjim od 150 μM 
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(Tabele 77-80). Alopurinol (IC50 = 1,28 ± 0,17 μM), korišćen kao referentni inhibitor ksantin 

oksidaze, bio je efikasniji od jedinjenja 5 i 34 (Slike 27-29). 

 

 

 

Slika 27. Inhibicija ksantin oksidaze alopurinolom 

 

Tabela 77. Inhibicija ksantin oksidaze derivatom benzimidazol-2-imina 

 

Jedinjenje R1
 R2 IC50 (μM)a RIPb 

5 

 

NO2 95,94 ± 3,16 0,01 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alopurinol, IC50 = 1,28 ± 0,17 μM)  

bRIPa = IC50 alopurinola / IC50 jedinjenja  
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Slika 28. Inhibicija ksantin oksidaze jedinjenjem 5 

 

Tabela 78. Inhibicija ksantin oksidaze derivatima bis(benzimidazol-2-il)amina 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

21 CH3 CH2CH2CH3 > 150 

24 CH2CH2CH3 CH2CH3 > 150 

25 CH2CH2CH3 CH2CH2CH3 > 150 

 

Tabela 79. Inhibicija ksantin oksidaze derivatom 6-(fenilkarbonil)-[1,3]tiazolo[3,2-

a]benzimidazol-3-ona 

 

Jedinjenje R IC50 (μM)a RIPb 

34 
 

79,44 ± 7,97 0,02 

aIC50 vrednost jedinjenja (pozitivna kontrola: alopurinol, IC50 = 1,28 ± 0,17 μM)  

bRIPa = IC50 alopurinola / IC50 jedinjenja  
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Slika 29. Inhibicija ksantin oksidaze jedinjenjem 34 

 

Tabela 80. Inhibicija ksantin oksidaze derivatima benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i 

-ftalimida 

 

Jedinjenje R1 R2 IC50 (μM) 

94 

 

NH2 > 150 

97 

 

NH2 > 150 

101 
 

 

> 150 

102 

 
 

> 150 



135 

 

104 

 
 

> 150 

 

 

4.3. Benzo[4,5]tieno[2,3‐d]pirimidin-4-ftalimid derivat, jedan od retkih nekompetitivnih 

inhibitora dipeptidil peptidaze‐4  

 

Deng i saradnici su dizajnirali nove DPP-4 inhibitore, derivate tieno[2,3‐d]pirimidina 

i tieno[3,2‐d]pirimidina, inkorporiranjem tiofena u strukturu alogliptina, sa boljim 

inhibitornim potencijalom većeg broja ovih derivata u poređenju sa alogliptinom. Rezultati 

ovog istraživanja su pokazali da položaj sumpora nije značajan za inhibiciju, dok su 

supstituenti pokazali uticaj na aktivnost (Deng i saradnici, 2011). Od benzo[4,5]tieno[2,3-

d]pirimidin-4-amina i -ftalimida ispitivanih u ovom radu (jedinjenja 89-105), dva amin i tri 

ftalimid derivata, 2-(3-hlorobenzil)-5,6,7,8-tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amin, 

2-(3-(trifluorometil)fenil)-5,6,7,8-tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amin, 2-(2-

benzil-5,6,7,8-tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-il)izoindolin-1,3-dion, 2-(2-(3-

hlorobenzil)-5,6,7,8-tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-il)izoindolin-1,3-dion i 2-(2-

(3-(trifluorometil)fenil)-5,6,7,8-tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-il)izoindolin-1,3-

dion (jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104, redom), inhibirala su DPP‐4 sa IC50 vrednostima 

manjim od 200 μM. Ftalimid derivati  su pokazali veći inhibitorni potencijal u poređenju sa 

amino prekursorima. Derivati 2-fenil/benzil pirimidina sa elektrofilnim grupama u meta 

položaju pokazali su visok stepen inhibicije. Predstavnici sa hlorom u meta položaju fenil 

supstituenta pokazali su veću efikasnost od trifluorometil analoga i derivata sa 

nesupstituisanim fenil ostatkom (Tomovic i saradnici, 2020a). 

Lineweaver–Burkovim dijagramom je determinisan nekompetitivan tip inhibicije 

najaktivnijeg ftalimid derivata (jedinjenje 102, IC50 = 34,17 ± 5,11 μM) (Slika 30). 

Nekompetitivni inhibitori DPP-4 su retki u literaturi u poređenju sa kompetitivnim 

predstavnicima. Strukturno sličan jedinjenju 102 je fenetilfenilftalimid derivat, 

nekompetitivan inhibitor DPP-4, koji su sintetisali Motoshima i saradnici (2011) (jedinjenje 

28a po numeraciji u originalnom radu) (Tomovic i saradnici, 2020a). 
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Slika 30. Lineweaver–Burkov dijagram inhibicije dipeptidil peptidaze-4 jedinjenjem 102 

(Tomovic i saradnici, 2020a) 

 

Interakcije DPP-4 i jedinjenja 102 i 28a (Motoshima i saradnici, 2011) analizirane su 

programom Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-1, Schrödinger, LLC, New York, 

NY, 2015. Profil interakcija ovih nekompetitivnih DPP-4 inhibitora karakterišu prevashodno 

π–π interakcije sa Trp629 i Tyr547, što je praćeno i  interakcijama sa Lys554. 

Najaktivniji benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-ftalimid derivat, 

2‐(2‐(3‐hlorobenzil)‐5,6,7,8‐tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3‐d]pirimidin‐4‐il)izoindolin‐1,3‐dio

n (jedinjenje 102), sa nekompetitivnim tipom inhibicije, pokazuje π-π interakcije ftalimid 

grupe i Trp629 proteaze, i fenil grupe i Tyr547, sa potencijalnim hidrofobnim interakcijama, i 

vodoničnim vezama sa Lys554, uz formiranje vodonične veze sa Ser630. Ove interakcije su 

slične interakcijama najaktivnijeg nekompetitivnog DPP‐4 inhibitora sa fenetilfenilftalimid 

osnovom koji su sintetisali Motoshima i saradnici (2011) (jedinjenje 28a po numeraciji u 

originalnom radu) (Slika 31) (Tomovic i saradnici, 2020a).  
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Slika 31. Interakcije dipeptidil peptidaze-4 i jedinjenja 102 (A) i 28a (Motoshima i saradnici, 

2011) (B), tokom 10 ns simulacije molekulske dinamike (prikazane su interakcije zastupljene 

više od 10% trajanja simulacije) (Tomovic i saradnici, 2020a) 

 

Vezivanje inhibitora u S2ʹ domenu DPP‐4 može rezultovati smanjenjem inhibitornog 

potencijala, pretpostavlja se, zbog konformacionih promena Trp629, koje uzrokuju sterne 

smetnje. Preglednim radom Ojeda‐Montes i saradnika (2018) ukazano je na to da sedam od 

deset najaktivnijih DPP‐4 inhibitora u literaturi obuhvaćenoj tim radom ostvaruju interakcije 

u hidrofobnom S1 domenu (Tyr662, Tyr666, Val711) i elektrostatičke i vodonične veze sa 

Glu205 i Glu206, dok je prošireni S2 domen proteaze (Phe357, Arg358) učestvovao u 

interakcijama sa pet od deset najaktivnijih inhibitora. Interakcije sa S1 domenom i dve 

glutaminske kiseline mogu biti kompenzovane na manje uspešan način interakcijama sa 

Trp629 i S2 domenom (Arg125, Ser209, Phe357, Tyr547). Dakle, više IC50 vrednosti ova dva 

nekompetitivna inhibitora (jedinjenja 102 i 28a (Motoshima i saradnici, 2011)) mogu biti 

rezultat odsustva jačih veza, interakcija sa glutaminskim kiselinama i S1 domenom proteaze 

(Tomovic i saradnici, 2020a). 

Inhibitori koji se vezuju u aktivnom centru enzima mogu pokazati nekompetitivan tip 

inhibicije, što je dokazano i na proteazama koje pored aktivnog mesta u kom se dešava 

kataliza poseduju i mesto za prepoznavanje i inicijalno vezivanje supstrata. Kod ovih enzima, 

vezivanje supstrata ne utiče na vezivanje nekompetitivnih inhibitora u aktivnom centru (Blat, 

2010). Kako je pokazano da su dve glutaminske kiseline DPP-4 u pozicijama 205 i 206, 

pored katalitičke trijade, esencijalne za prepoznavanje N‐terminusa supstrata i njegovo 

inicijalno vezivanje (Abbott i saradnici, 1999a; Thoma i saradnici, 2003), nekompetitivan tip 
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inhibicije jedinjenja 102 i 28a (Motoshima i saradnici, 2011) može biti objašnjen odsustvom 

interakcija sa Glu205 i Glu206 (Tomovic i saradnici, 2020a). Moguća prednost 

nekompetitivne u poređenju sa kompetitivnom inhibicijom je odsustvo zasićenja kompeticije 

supstrata i potrebe za većim dozama (Turk, 2006). 

 

 

4.4. Bis(benzimidazol-2-il)amini, inhibitori dipeptidil peptidaze-4 veće efikasnosti od 

diprotina A 

 

Od ispitivanih bis(benzimidazol-2-il)amina (jedinjenja 19-25), tri derivata, 1-metil-N-

(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)- 

1H-benzimidazol-2-amin (jedinjenje 21), 1-etil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-

1H-benzimidazol-2-amin (jedinjenje 24), i 1-propil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-

benzimidazol-2-amin (jedinjenje 25), pokazala su aktivnost u testu inhibicije DPP-4 sa IC50 

vrednostima manjim od 200 μM. Pored jedinjenja 25, koje je pokazalo najveći inhibitorni 

potencijal (IC50 = 5,01 ± 0,66 μM), i jedinjenje 21 (IC50 = 11,04 ± 0,69 μM) je pokazalo veću 

efikasnost u odnosu na diprotin A, dok je jedinjenje 24 (IC50 = 49,88 ± 2,99 μM) bilo oko tri 

puta manje efektivno u poređenju sa diprotinom A. 

Interakcije DPP-4 i tri aktivna bis(benzimidazol-2-il)amina (jedinjenja 21, 24 i 25) su 

analizirane (Molecular Operating Environment (MOE) 2019.0102, Chemical Computing 

Group ULC, Montreal, QC, Canada) i ukazano je na značaj aminokiselina Ile346, Met348, 

Ser349, Ile375, Ser376, Asn377, Glu378, Phe396 i Asp588 proteaze u formiranju enzim-

inhibitor kompleksa. Jedinjenje 21 interaguje sa proteazom formiranjem vodoničnih veza sa 

Asp588, Asn377 i Ser376, uz interakcije sa Ser349. Jedinjenja 24 i 25 interaguju sa enzimom 

jonskim i vodoničnim vezama sa Glu378, Ser376 i hidrofobnim interakcijama sa Ile346, 

Met348, Ile375 i Phe396 (Slika 32). Domen vezivanja ovih struktura obuhvata i 

aminokiseline Phe357 i Arg358 koje su deo S2 proširenog domena proteaze. Interakcije sa 

ovim domenom doprinose većem afinitetu i aktivnosti inhibitora (Ojeda-Montes i saradnici, 

2018). 
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Slika 32. Interakcije dipeptidil peptidaze-4 i jedinjenja 21 (A), 24 (B) i 25 (C) tokom 10 ns 

simulacije molekulske dinamike (prikazane su interakcije zastupljene više od 10% trajanja 

simulacije) 

 

 

4.5. Dualni inhibitori dipeptidil peptidaze-4 i ksantin oksidaze, inhibicija ksantin 

oksidaze kao mehanizam doprinosa vaskularnim protektivnim efektima inhibitora 

dipeptidil peptidaze-4 

 

Ima predstavnika dualnih inhibitora dipeptidil peptidase-4 i ksantin oksidaze među 

aminokiselinama i dipeptidima. Identifikovani kao inhibitori ova dva enzima, Trp i Trp-Val 

primer su peptida iz hrane sa značajnim suprimirajućim efektom na generisanje ROS i 

protektivnim efektom na degradaciju inkretin hormona (Nongonierma i saradnici, 2013). 

Pored aktivnosti XO, raspoloživost njenih supstrata, pogođena modulacijom aktivnosti ADA, 

determiniše produkciju mokraćne kiseline, i potencijalni hipourikemijski agensi sa više 

ciljnih biomolekula mogu predstavljati povoljan terapijski pristup. Na osnovu rezultata 

ispitivanja inhibitornog potencijala linagliptina na DPP-4 i XO, postoji mogućnost da DPP-4 
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inhibitori purinske osnove (Eckhardt i saradnici, 2007; Lin i saradnici, 2013; Lai i saradnici, 

2014; Czechtizky i saradnici, 2013; Costante i saradnici, 2015; Mo i saradnici, 2015; Chyan i 

Chuang, 2007; Li i saradnici, 2016c; Eckhardt i saradnici, 2008) pokazuju hipourikemijski i 

antioksidativni efekat istim dualnim mehanizmom kao linagliptin, inhibiranjem aktivnosti 

DPP-4 i vezivanja ove proteaze sa ADA uz posledični porast koncentracije adenozina i 

smanjenje raspoloživosti supstrata XO, kao i inhibiranjem aktivnosti XO, sa finalnim 

smanjenjem produkovanja mokraćne kiseline i ROS (Tomović i saradnici , 2019a). 

Wallace i saradnici (2008) su pokazali da derivati benzimidazola pokazuju značajan 

inhibitorni potencijal na DPP-4 sa učešćem biciklične osnove (prstena benzimidazola) u 

interakcijama sa aminokiselinama proteaze, dok su Nile i saradnici (2013) pokazali da su 

derivati benzimidazola efikasni i kao XO inhibitori. U ovom radu, inhibitorni potencijal 

jedinjenja aktivnih u testu inhibicije DPP-4, derivata benzimidazol-2-imina (jedinjenje 5), 

bis(benzimidazol-2-il)amina (jedinjenja 21, 24 i 25), 6-(fenilkarbonil)[1,3]tiazolo[3,2-

a]benzimidazol-3-ona (jedinjenje 34) i benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida 

(jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104) ispitan je i na XO. 2-[2-Imino-5-nitro-3-(2-okso-2-

feniletil)-2,3-dihidro-1H-benzimidazol-1-il]-1-feniletanon (jedinjenje 5) i 2-(4-

fluorobenziliden)-6-(fenilkarbonil)[1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3(2H)-on (jedinjenje 34) 

su, pored DPP-4, inhibirali i aktivnost XO (Tomovic i saradnici, 2020b). 

Interakcije DPP-4 i jedinjenja 5 i 34 su analizirane (Small-Molecule Drug Discovery 

Suite 2015-1, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2015). Profil interakcija ovih DPP-4 

inhibitora karakteriše se prevashodno vodoničnim vezama sa  Lys512, Arg560 i/ili Thr565, 

što je praćeno  hidrofobnim interakcijama sa Phe559 proteaze (Slika 33) (Tomovic i 

saradnici, 2020b).  
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Slika 33. Interakcije dipeptidil peptidaze-4 i jedinjenja 5 (A) i 34 (B) tokom 10 ns simulacije 

molekulske dinamike (prikazane su interakcije zastupljene više od 10% trajanja simulacije) 

(Tomovic i saradnici, 2020b) 

 

Interakcije XO i jedinjenja 5 su prevashodno jonske sa Glu1261, praćene vodoničnim 

vezama sa Ala1079. Jedinjenje 34 se vezuje za XO hidrofobnim interakcijama sa Phe914, 

Phe1009 i Phe1013, udruženim sa interakcijama sa Asn768 i Thr1010 (Slika 34) (Tomovic i 

saradnici, 2020b). Domen oksidaze u kom se vezuju i supstrat i alopurinol obuhvata 

aminokiseline Phe649, Asn768, Glu802, Leu873, Arg880, Phe914, Phe1009, Thr1010, 

Leu1014 i Glu1261 (Šmelcerović i saradnici, 2017). Pored interakcija sa katalitičkim, 

pokazano je da jedinjenja 5 i 34 uspostavljaju interakcije i sa nekatalitičkim aminokiselinama 

oksidaze (Tomovic i saradnici, 2020b).  
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Slika 34. Interakcije ksantin oksidaze i jedinjenja 5 (A) i 34 (B) tokom 10 ns simulacije 

molekulske dinamike (prikazane su interakcije zastupljene više od 10% trajanja simulacije) 

(Tomovic i saradnici, 2020b) 

 

Potencijalno izraženiji kardiovaskularni protektivni efekti dualnih inhibitora DPP-4 i 

XO razmatrani su u našem radu Tomovic i saradnici (2020b).  

Povećanje kompleksnosti bolesti i proširenje znanja/razumevanja višestrukih 

patofizioloških mehanizama promovišu razvoj agenasa sa više ciljnih biomolekula (Proschak 

i saradnici, 2018; Zhou i saradnici, 2019). Pored proteazne aktivnosti, multifunkcionalna 

DPP-4 deluje i kao vezujući protein za ADA. Kompleks DPP-4 i ADA katalizuje deaminaciju 

adenozina do inozina, koji biva konvertovan u hipoksantin (Lee i saradnici, 2015). Adenozin 

deluje kao homeostatski regulator posredstvom receptor zavisnih i nezavisnih puteva (Cortés 

i saradnici, 2015). Kostimulatorni signal interakcije ADA sa CD26 na limfocitima vodi i 

povećanju ekspresije IL-6, IFN-γ i TNF-α, potencirajući inflamatorni odgovor (Pacheco i 

saradnici, 2005). Ksantin oksidaza konvertuje hipoksantin u ksantin, a ksantin u mokraćnu 

kiselinu, krajnji produkt katabolizma purina u humanom organizmu. Najveća aktivnost XO je 

u jetri i intestinumu. Eksprimirana je u citoplazmi i na membrani, aktivna i u cirkulaciji, 

miokardu, plućima, bubrezima i mozgu. Produkujući slobodne radikale i mokraćnu kiselinu, 

XO uzima učešće u generisanju endotelne disfunkcije, hipertenzije, srčane insuficijencije 

(Berry i Hare, 2004; Pacher i saradnici, 2006; Battelli i saradnici, 2018). Ova oksidaza se 

smatra najvećim izvorom slobodnih radikala u oksidativnom reperfuzija oštećenju u 

postishemičnom tkivu, što može biti kontrolisano raspoloživošću njenih supstrata zavisnom 

od degradacije adenin nukleotida. Inhibicija ADA se pokazala efikasnom u suprimiranju 
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generisanja hipoksantina i ksantina (Xia i Zweier, 1995; Xia i saradnici, 1996). Pokazano je 

na pacovima sa infarktom miokarda da terapija DPP-4 inhibitorom sitagliptinom u dozi 5 

mg/kg per os 4 nedelje povećava nivo intersticijalnog adenozina, smanjuje nivo supstrata XO 

i mokraćne kiseline, i suprimira oksidativni stres. Povoljni efekti sitagliptina bili su slični 

efektima inhibitora ADA i mogu biti poništeni antagonistima A1 adenozin receptora i 

egzogenim ksantinom (Lee i saradnici, 2015). Endogeni adenozin pokazuje višestruke 

protektivne efekte u ishemičnom miokardu, smanjenju produkcije ROS, prevenciji 

endotelnog oštećenja, i pretpostavlja se da je jedan od mehanizama i potenciranje resinteze 

adenozin trifosfata (Ely i Berne, 1992). Usled onemogućene deaminacije adenozina 

inhibicijom DPP-4, adenozin biva refosforilisan do 5ʹ adenozin monofosfata (AMP) adenozin 

kinazom (Lee i saradnici, 2015). Dipeptidil peptidaza-4 stimuliše ekspresiju ksantin 

dehidrogenaze, promovišući produkciju mokraćne kiseline. Pokazano je da DPP-4 inhibitor 

teneligliptin suprimira ekspresiju ksantin dehidrogenaze u epididimalnom adipoznom tkivu 

pacova na visoko masnoj ishrani u peroralnoj dozi 4 mg/kg dnevno 4 nedelje, i u 3T3-L1 

adipocitima u koncentraciji 10 μM 24 h (Moriya i Satoh, 2016). Kako je linagliptin derivat 

ksantina, antioksidativna aktivnost ovog DPP-4 inhibitora može biti pripisana najvećim 

delom inhibiciji XO, što je dokazano na enzimu u serumu zdravih dobrovoljaca in vitro (u 

opsegu koncentracija od 0,5 μM do 1 mM) i u serumu pacijenata obolelih od dijabetesa na 

terapiji linagliptinom u peroralnoj dozi 5 mg dnevno 24 nedelje, uz smanjenje nivoa 

mokraćne kiseline (Yamagishi i saradnici, 2014). 

Povezanost povećane koncentracije mokraćne kiseline sa kardiovaskularnim 

oboljenjima je epidemiološki dokazana, bez utvrđene njene jasne patofiziološke uloge. I 

ksantin oksidazom generisan oksidativni stres ima značajnu ulogu u razvoju 

kardiovaskularnih oboljenja. Ima podataka o povoljnim efektima strategija inhibicije XO i 

smanjenja nivoa mokraćne kiseline kod pacijenata (Pacher i saradnici, 2006; Dawson i 

Walters, 2006; Doehner i saradnici, 2016). Povećana koncentracija mokraćne kiseline je rizik 

faktor (koji je izraženiji u već razvijenoj patologiji, u odnosu na asimptomatsku 

hiperurikemiju (Strazzullo i Puig, 2007)) i marker, i doprinosi razvoju kardiovaskularne i 

patologije bubrega (Hahn i saradnici, 2017; Kutzing i Firestein, 2008; Levantesi i saradnici, 

2013; Liu i saradnici, 2012a). Hiperurikemija predstavlja jednu od metaboličkih i 

hemodinamskih abnormalnosti u okviru metaboličkog sindroma, koji se karakteriše 

intolerancijom na glukozu, rezistencijom na insulin, dislipidemijom i hipertenzijom. 

Generisanjem ROS i mokraćne kiseline, XO učestvuje u patološkim mehanizmima 
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metaboličkog sindroma uključujući signalizaciju inflamacije, modulaciju bioraspoloživosti 

NO interferiranjem sa aktivnošću NADPH oksidaze i NO sintaze, doprinoseći regulaciji 

endotelne funkcije (El Din i saradnici, 2017; Battelli i saradnici, 2018; Lima i saradnici, 

2015). Oksidativni stres uzima učešće u arteriosklerozi, inicijaciji i progresiji endotelne 

disfunkcije, delujući i pro-trombotski. Slobodni radikali to rade delom smanjenjem aktivnosti 

eNOS, koja pored regulacije vaskularnog tonusa, inhibira proliferaciju, inflamaciju i 

trombozu. Reaktivne kiseonične vrste utiču na transkripciju pro-inflamatornih gena, NF-κB, 

ICAM-1, VCAM-1, što povećava influks inflamatornih ćelija, uključujući makrofage, koji su 

sada novi izvor ROS u vaskularnom zidu, rezultujući oštećenjem tkiva (Okafor i saradnici, 

2017). Hroničan stres je povezan sa metaboličkim sindromom, dijabetesom, 

hiperurikemijom, i tromboembolijom. Stres utiče na visceralno adipozno tkivo indukujući 

lipolizu, produkciju inflamatornih adipokina, metabolička oštećenja, kao što je insulinska 

rezistencija i tromboza. Na miševima izloženim stresu je dokazano da terapija XO 

inhibitorom febuksostatom u dozi 1 ili 5 mg/kg dnevno per os 2 nedelje smanjuje aktivnost 

ksantin oksidoreduktaze u visceralnom adipoznom tkivu, i posledično lipolizu, akumulaciju 

ROS i mokraćne kiseline, aktivnost NADPH oksidaze, ekspresiju MCP-1, TNF-α i IL-6, uz 

povoljne efekte na osetljivost na insulin, protrombotsku tendenciju i povećanje aktivnosti 

antioksidativnih enzima (Yisireyili i saradnici, 2017). Mokraćna kiselina može delovati i kao 

antioksidans u plazmi reagujući sa superoksid anjonom (uz održavanje aktivne superoksid 

dismutaze (SOD) (Hink i saradnici, 2002)), vodonik peroksidom, hidroksil radikalom, i 

peroksinitrit anjonom koji suprimira dalje generisanje NO. Kasnije je dokazano da u reakciji 

sa peroksinitritom mokraćna kiselina generiše intermedijerne slobodne radikale, delujući 

onda pro-oksidativno, uz posledično povećanje ekspresije markera inflamacije C-reaktivnog 

proteina (CRP), IL-1, -6 i TNF-α (Puddu i saradnici, 2012; Ruggiero i saradnici, 2006). Ova 

kiselina može da reaguje i direktno sa NO (Gersch i saradnici, 2008). Pokazano je na 

pacovima sa hiperurikemijom i na goveđim endotelnim ćelijama aorte da smanjenje nivoa 

NO može biti suprimirano inhibiranjem aktivnosti XO i snižavanjem nivoa mokraćne kiseline 

(Khosla i saradnici, 2005). Eksprementima na životinjama je dokazano da povećanje 

koncentracije mokraćne kiseline potencira aktivaciju renin-angiotenzin sistema, razvoj 

oksidativog stresa aktivacijom NADPH oksidaze, disfunkciju mitohondrija, epitel-mezenhim 

tranziciju, endotelnu disfunkciju, sa razvojem arterioskleroze, glomeruloskleroze, 

hipertenzije i metaboličkog sindroma (Johnson i saradnici, 2013). Na miševima je pokazano 

da smanjenje ekspresije i aktivnosti ksantin oksidoreduktaze alopurinolom aplikovanim 
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intraperitonealno u dozi 50 mg/kg pre reperfuzije pokazuje povoljne efekte u 

ishemija/reperfuzija oštećenju bubrega uz smanjenje ekspresije pro-inflamatornih faktora 

TNF-α i MCP-1 (Haga i saradnici, 2017). Na pacijentima sa hroničnom bolešću bubrega je 

dokazano da je terapija alopurinolom u dozi 100 mg dnevno 2 godine suprimirala progresiju 

bolesti i smanjila rizik od razvoja kardiovaskularnih oboljenja i hospitalizacije (Goicoechea i 

saradnici, 2010). Rezultati jedne meta-analize ukazuju na povoljne efekte terapije smanjenja 

koncentracije mokraćne kiseline u suprimiranju progresije bolesti bubrega (Liu i saradnici, 

2018). I pored jakih biohemijskih i dokaza na ćelijskim i životinjskim modelima, i pored 

epidemioloških podataka, još uvek su otvorena pitanja kompleksne uloge mokraćne kiseline u 

patogenezi, i prospektivne adekvatno dizajnirane kliničke studije dovoljno dugog trajanja sa 

ciljem determinisanja značaja hipourikemijske terapije, uopšte tretiranja asimptomatske 

hiperurikemije i korišćenja mokraćne kiseline kao biomarkera u terapijskim vodičima 

pomenutih oboljenja, su neophodne (Kanellis i saradnici, 2004; Nakagawa i saradnici, 2006; 

Pontremoli, 2017; Volterrani i saradnici, 2016; Borghi i saradnici, 2015; Borghi i saradnici, 

2018; Viazzi i saradnici, 2006). Koncentracija mokraćne kiseline u serumu se može smatrati 

markerom rizika za kardiovaskularna oboljenja, ali nema dovoljno dokaza i podrške 

specifičnom ciljanju ovog markera u terapiji. Razmatranjem mehanizama ukazano je na 

povoljne efekte inhibicije XO u vaskulaturi, pre nego smanjenja koncentracije mokraćne 

kiseline u serumu per se (Wu i saradnici, 2016b; Duan i Ling, 2008; Higgins i saradnici, 

2012). 

Oksidativni stres igra značajnu ulogu u patogenezi vaskularnih komplikacija 

dijabetesa. Ciljanje enzima koji učestvuju u generisanju ROS, uključujući XO, i tretman 

endotelne disfunkcije mogu da suprimiraju progresiju vaksularnih komplikacija dijabetesa 

(Rochette i saradnici, 2014; Sena i saradnici, 2013; Desco i saradnici, 2002; Rajesh i 

saradnici, 2009; Robson i saradnici, 2018; Volpe i saradnici, 2018). Prospektivnom kohort 

studijom dokazano je da je povećana ekspresija XO u pozitivnoj korelaciji sa rizikom za 

razvoj dijabetes melitusa tipa 2 (Li i saradnici, 2018b). Ksantin oksidaza može da predstavlja 

novu metu u terapiji vaskularnih komplikacija povezanih sa rezistencijom na insulin i 

dijabetesom. Pretpostavljeni mehanizmi kojima inhibicija XO ublažava disfunkciju i ishemiju 

miokarda u insulinskoj rezistenciji mogu biti nishodna regulacija hiperurikemije, 

oksidativnog stresa, inflamacije i angiotenzin sistema (El-Bassossy i Watson, 2015; Battelli i 

saradnici, 2014; Butler i saradnici, 2000). Na miševima sa dijabetesom je pokazano da 

inhibicija XO alopurinolom datim sa vodom u koncentraciji 1mM 10 nedelja može da 
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suprimira dijabetesom indukovan porast aktivnosti XO u miokardu, jetri i serumu, 

koncentraciju ROS u miokardu, apoptozu smanjenjem ekspresije i aktivnosti kaspaze-3 i -7, i 

fibrozu smanjenjem ekspresije transformišućeg faktora rasta beta (TGF-β) i akumulacije 

kolagena, sa povoljnim efektima na disfunkciju miokarda (Rajesh i saradnici, 2009). Kod 

pacova sa insulinskom rezistencijom uzrokovanom fruktozom bogatom hranom 12 nedelja, 

alopurinol je u dozi 20 mg/kg dnevno per os 4 nedelje smanjio hiperurikemiju, ekspresiju 

TNF-α, angiotenzina 2, angiotenzin receptora 1 i laktat dehidrogenaze u miokardu (El-

Bassossy i Watson, 2015). Alopurinol je u terapiji 30 mg/kg dnevno 8 nedelja suprimirao 

tubulointersticijalno oštećenje kod miševa sa dijabetesom smanjujući infiltraciju 

inflamatornih ćelija, makrofaga, ekspresiju ICAM-1 na tubularnim epitelnim ćelijama, nivo 

MCP-1 u serumu, i ekspresiju TGF-β (Kosugi i saradnici, 2009). Na pacovima obolelim od 

dijabetesa dokazano je da terapija febuksostatom u dozi 5 mg/kg dnevno 18 nedelja pokazuje 

protektivan efekat na razvoj nefropatije smanjenjem koncentracije mokraćne kiseline, 

suprimiranjem oksidativnog stresa i TGF-β pro-fibrotske signalizacije (Komers i saradnici, 

2016). Alopurinol je u dozi 300 mg dnevno mesec dana poboljšao endotelnu funkciju i 

smanjio nivo malondialdehida (MDA) u krvi pacijenata obolelih od dijabetesa (Butler i 

saradnici, 2000).  

Dakle, hipoglikemijski agensi kao što su DPP-4 inhibitori koji inhibiraju i XO imaju 

prednosti sa aspekta terapijske efikasnosti, u odnosu na DPP-4 inhibitore koji ne inhibiraju 

XO, zbog izraženijih kardiovaskularnih protektivnih efekata (Tomovic i saradnici, 2020b). 

 

 

4.6. Citotoksičnost inhibitora dipeptidil peptidaze-4 

 

Citotoksičan potencijal pet aktivnih benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amin i -

ftalimid derivata (jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104) (Slika 35) i dualnih DPP-4 i XO 

inhibitora (jedinjenja 5 i 34) (Slika 36) ispitan je na Caco‐2 ćelijama. Jedinjenja nisu 

pokazala izraženiji citotoksičan efekat u koncentracijama manjim od 250 μM nakon 24 h 

inkubacije (Tomovic i saradnici, 2020a; Tomovic i saradnici, 2020b). 
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Slika 35. Citotoksičnost aktivnih benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida 

(jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104) na Caco‐2 ćelijama (Tomovic i saradnici, 2020a) 
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Slika 36. Citotoksičnost dualnih inhibitora dipeptidil peptidaze-4 i ksantin oksidaze 

(jedinjenja 5 i 34) na Caco‐2 ćelijama (Tomovic i saradnici, 2020b) 
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4.7. Teorijska razmatranja plejotropnih efekata inhibicije dipeptidil peptidaze-4 

 

Dipeptidil peptidaza-4 katalitičkom aktivnošću i interakcijom sa brojnim supstratima i 

ligandima učestvuje u modulacijama ekspresije medijatora oksidativnog stresa, inflamacije, 

fibroze i apoptoze. Višestruki efekti inhibicije dipeptidil peptidaze-4 razmatrani su u našim 

radovima (Tomovic i saradnici, 2019b; Anderluh i saradnici, 2016; Anderluh i saradnici, 

2019), što predstavlja doprinos razjašnjavanju značaja inhibicije, multifunkcionalnosti ove 

proteaze i plejotropnih efekata njenih inhibitora, postojećih i novih, među kojima su i oni 

pronađeni u ovoj disertaciji. 

 

4.7.1. Anti-inflamatorni efekti inhibitora dipeptil peptidaze-4 u vaskularnom sistemu, 

miokardu i bubrezima 

   

Inhibicija DPP-4 doprinosi protektivnim efektima u endotelu i supresiji inflamacije 

perzistentno prisutne u vaskulaturi u kardiovaskularnim bolestima (Avogaro i Fadini, 2014; 

Daiber i saradnici, 2017; Steven i saradnici, 2015a). Lee i Jun su 2016. godine objavili 

odličan pregled anti-inflamatornih efekata GLP-1-bazirane terapije. Pomenuti pregled je dao 

primere anti-inflamatornih efekata GLP-1 receptor agonista i DPP-4 inhibitora u dijabetesu 

tipa 1 i 2, arteriosklerozi, dijabetesnoj nefropatiji, neurodegenerativnim bolestima, astmi, 

steatohepatitisu, i psorijazi (Lee i Jun, 2016). Pregledom su obuhvatili neke od odobrenih 

gliptina i neke od mogućih mehanizama njihovih anti-inflamatornih efekata u 

kardiovaskularnoj i patologiji bubrega. U cilju fokusiranja na anti-inflamatorne efekte DPP-4 

inhibicije u vaskularnom sistemu, miokardu i bubrezima, detaljan pregled ćelijskih i 

molekulskih mehanizama anti-inflamatorne aktivnosti DPP-4 inhibitora u kardiovaskularnom 

sistemu i bubrezima dat je u našem radu Tomovic i saradnici (2019b). Ovi efekti mogu biti 

GLP-1 zavisni ili nezavisni, i zavisni od brojnih faktora, tipa ćelija, tkiva, regionalne 

ekspresije citokina, tipa i obima oštećenja (Zhong i saradnici, 2013b). Protektivni efekti DPP-

4 inhibitora u kardiovaskularnom sistemu i bubrezima, supresivni efekti na medijatore 

inflamacije, oksidativnog stresa, fibroze i apoptoze, dokazani su in vitro na ćelijskim linijama 

i in vivo na eksperimentalnim životinjama i humanim subjektima (Slika 37). Detaljniji 

mehanizmi ovih efekata, porast ili smanjenje ekspresije i aktivnosti različitih markera, ostaju 

predmet razjašnjavanja. 
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Efekti na ćelijskim linijama životinja - Sitagliptin je suprimirao proliferaciju, 

aktivaciju NF-κB, ekspresiju MMP-2 i -9 u glatko-mišićnim ćelijama aorte pacova u 

koncentracijama 25-200 μM 24 h (Lim i saradnici, 2012). Gemigliptin je u vaskularnim 

glatko-mišićnim ćelijama pacova u opsegu koncentracija 100-500 μM 24 h suprimirao TNF-α 

indukovanu NF-κB translokaciju u nukleus i smanjio ekspresiju MCP-1, VCAM-1, i 

aktivnost MMP-2 (Choi i saradnici, 2015). U kardiomiocitima pacova ovaj gliptin je 

suprimirao ekspresiju TNF-α, IL-1β i -6, fosforilaciju p38 protein kinaze aktivirane 

mitogenima (MAPK) u koncentraciji 250 μM 30 minuta (Hwang i saradnici, 2014), dok je u 

mezangijalnim i epitelnim ćelijama proksimalnih tubula pacova u koncentracijama 100, 200 i 

400 μg/ml 9 h suprimirao TGF-β signalizaciju (Jung i saradnici, 2016). Vildagliptin je u 

kulturi makrofaga miša u koncentracijama 0,01-10 μM 2 h smanjio aktivaciju NF-κB (Lee i 

saradnici, 2016). 

 

Efekti u vaskularnom sistemu životinja - Vildagliptin dat peroralno 3 mg/kg jednom 

dnevno 12 nedelja smanjio je ekspresiju receptora za krajnje produkte glikacije (RAGE) 

delom preko GLP-1 receptor/cAMP aktivacije, i suprimirao efekte krajnjih produkata 

glikacije (AGE), uključujući smanjenje ekspresije MCP-1, VCAM-1, NF-κB, TGF-β, i dve 

subjedinice NADPH oksidaze u torakalnoj aorti pacova obolelih od dijabetesa (Matsui i 

saradnici, 2011). Linagliptin je u dozi 2 mg/kg per os dnevno 4 nedelje povećao aktivnost 

eNOS i nivo NO, a smanjio ekspresiju NADPH oksidaze u mezenteričnoj arteriji pacova 

obolelih od dijabetesa tipa 1 (Salheen i saradnici, 2015). Aplikovan u dozi 5 mg/kg dnevno 

subkutano 3 dana pre indukovanja endotoksemije, ovaj gliptin je normalizovao nivo IL-6, 

ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 i TNF-α kod pacova sa endotoksemijom, posredstvom signalnog 

puta protein kinaze aktivirane adenozin monofosfatom (AMPK) u DPP-4/GLP-1 kaskadi 

(Steven i saradnici, 2015b). Alogliptin je prevenirao povećanje ekspresije MMP-2 i -9 

smanjenjem generisanja ROS, suprimirajući formiranje aneurizme na modelu aneurizme 

abdominalne aorte pacova dozno-zavisno nakon 7 dana terapije dozom 1 ili 3 mg/kg per os 

jednom dnevno (Bao i saradnici, 2014). Vildagliptin je u dozi 5 mg/kg datoj intraezofagealno 

u trajanju od 6 nedelja kod pacova sa hipertenzijom smanjio aktivnost NADPH oksidaze u 

torakalnoj aorti, povećao aktivnost eNOS u mezenteričnoj arteriji i levoj komori miokarda, 

smanjio nivo triglicerida i CRP u krvi, smanjio aktivaciju NF-κB i ekspresiju VCAM-1 u 

mezenteričnoj arteriji, suprimirao ekspresiju faktora vaskularne inflamacije TNF-α i MCP-1, 

a povećao nivo lipoproteina visoke gustine (Renna i saradnici, 2014). Sitagliptin je u dozi 10 
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mg/kg per os dnevno 2 nedelje posredstvom GLP-1/GLP-1 receptor/AMPK signalizacije 

smanjio produkciju ROS u bubrežnim arterijama pacova sa hipertenzijom (Liu i saradnici, 

2014). Kod apolipoprotein E deficijentnih miševa des-fluoro sitagliptin, u peroralnoj dozi 200 

mg/kg dnevno 16 nedelja, suprimirao je ekspresiju IL-1β, -6, TNF-α, MCP-1, ICAM-1, 

VCAM-1 u aorti i povećao eNOS fosforilaciju. Ovaj gliptin je pokazao anti-aterogene efekte 

povećanjem nivoa GLP-1 u makrofagima i endotelu (Matsubara i saradnici, 2012). 

Teneligliptin dat per os u dozi 60 mg/kg jednom dnevno 20 nedelja normoglikemijskim 

apolipoprotein E deficijentnim miševima, smanjio je depoziciju lipida, ekspresiju TNF-α i 

MCP-1 u abdominalnoj aorti, i akumulaciju makrofaga u arteriosklerotskom plaku 

suprimirajući vaskularnu inflamaciju. Smanjio je ekspresiju ICAM-1, VCAM-1 i subjedinica 

NADPH oksidaze, generisanje ROS u perivaskularnom adipoznom tkivu oko luka aorte, što 

je značajno s obzirom na to da inflamacija perivaskularnog adipoznog tkiva predstavlja 

pokretač vaskularne inflamacije i aterogeneze (Salim i saradnici, 2017). Alogliptin je smanjio 

inflamaciju, proliferaciju vaskularnih glatko-mišićnih ćelija, ekspresiju TNF-α, MCP-1, IL-

1β i NF-κB u oštećenim arterijama miševa deficijentnih za receptor lipoproteina niske gustine 

(LDL), u peroralnoj dozi 20 mg/kg jednom dnevno 14 dana (Akita i saradnici, 2015). Ovaj 

gliptin aplikovan u dozi 15 ili 45 mg/kg dnevno per os 2 nedelje smanjio je stresom 

indukovan povišeni nivo MCP-1, TNF-α i IL-6 u plazmi, i suprimirao inflamaciju adipoznog 

tkiva kod miševa (Yisireyili i saradnici, 2016).  

 

Efekti u miokardu životinja - Sitagliptin je, preko GLP-1 stabilizacije, smanjio fibrozu 

miokarda i ekspresiju TGF-β, kod pacova sa dijabetesom nakon 10 nedelja terapije dnevnom 

dozom 10 mg/kg per os (Picatoste i saradnici, 2013). U peroralnoj dozi 3 mg/kg jednom 

dnevno 3 nedelje, vildagliptin je poboljšao funkciju mitohondrija miokarda, prevenirao 

depolarizaciju mitohondrijalnih membrana, smanjio produkciju ROS i ekspresiju markera 

lipidne peroksidacije, MDA, u miokardu pacova sa insulinskom rezistencijom izazvanom 

visoko masnom hranom (Apaijai i saradnici, 2012; Apaijai i saradnici 2013). Linagliptin je u 

dozi 5 mg/kg dnevno dat per os 4 nedelje suprimirao ekspresiju TGF-β i MMP-2 u 

marginalnoj zoni i fibroblastima miokarda pacova nakon infarkta (Yamaguchi i saradnici, 

2019). U ishemija/reperfuzija oštećenju miokarda pacova sitagliptin je u peroralnoj dozi 400 

mg/kg 3 dana smanjio veličinu infarkta i produkciju ROS, ekspresiju NADPH oksidaze, 

TNF-α, NF-κB, MMP-9, ICAM-1, Bax proteina, kaspaze-3, dok je ekspresiju Bcl-2 proteina, 

citohroma C, faktora-1 stromalnih ćelija (SDF-1), CXC hemokin receptora 4 (CXCR4) i 
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antioksidativnih enzima povećao, suprimirajući oksidativni stres, inflamaciju i apoptozu uz 

očuvanje integriteta mitohondrija i povećanu ekspresiju faktora angiogeneze (Chua i 

saradnici, 2014). U ishemija/reperfuzija oštećenju miokarda pacova terapija sitagliptinom 

intraperitonealno injektovanim u dozi 300 mg/kg dnevno 2 nedelje smanjila je laktat 

dehidrogenazu, kreatin kinazu MB i nivo MDA, Bax/Bcl-2 odnos, dok je povećala ekspresiju 

SOD i glutation peroksidaze (GSHPx), mehanizmom posredovanim aktivacijom GLP-1 

receptor signalizacije (Chang i saradnici, 2013). Pored TNF-α i IL-6 ovaj gliptin je smanjio i 

ekspresiju RAGE u ventrikulama pacova sa hipertenzijom u peroralnoj dozi 10 mg/kg dnevno 

4 nedelje (Lee i saradnici, 2013). Kod pacova sa hipertenzijom linagliptin je u peroralnoj dozi 

3 mg/kg dnevno 4 nedelje suprimirao hipertrofiju miokarda, fibrozu, ekspresiju MCP-1 i 

infiltraciju makrofaga, ekspresiju kolagena I i III, remodelovanje koronarne arterije i 

oksidativni stres nishodnom regulacijom subjedinica NADPH oksidaze (Koibuchi i saradnici, 

2014). U indukovanom oksidativnom stresu miokarda, inflamaciji, i fibrozi kod miševa, 

linagliptin aplikovan u peroralnoj dozi 8 mg/kg 4 meseca smanjio je aktivaciju NF-κB i p38 

MAPK, suprimirao ekspresiju pro-inflamatornih i pro-fibrogenih citokina, uključujući IL-6, -

18 i MCP-1, a povećao ekspresiju anti-inflamatornog IL-10 (Aroor i saradnici, 2017).  

 

Efekti u bubrezima životinja - Kod pacova obolelih od dijabetesa saksagliptin je u 

dozi 10 mg/kg dnevno per os nakon 12 nedelja terapije povećao nivo SDF-1, što je dalje 

uzrokovalo aktivaciju PKA, smanjenje ekspresije NADPH oksidaze, generisanja ROS, 

fosforilacije ERK 1/2, i posledično suprimiranje TGF-β posredovane epitel-mezenhim 

tranzicije podocita (Chang i saradnici, 2017). Vildagliptin je suprimirao glomerulosklerozu, 

oštećenje glomerularne bazalne membrane, albuminuriju, ekspresiju TGF-β i tubularnu 

nekrozu, pretpostavlja se posredstvom GLP-1, kod pacova sa dijabetesnim oštećenjem 

bubrega u dozi 4 ili 8 mg/kg per os dnevno 24 nedelje (Liu i saradnici, 2012b). Kod pacova 

sa dijabetesom sa ishemija/reperfuzija oštećenjem bubrega sitagliptin je u dozi 5 mg/kg per 

os jednom dnevno 2 nedelje smanjio nivo MDA, dok su nivo glutationa i aktivnost GSHPx, 

katalaze i SOD bili povećani. Ovaj gliptin je smanjio aktivnost mijeloperoksidaze, enzima 

koji inicira oksidativno oštećenje kao katalizator formiranja hipohlorne kiseline, prevenirao 

generisanje ROS i aktivaciju neutrofila, inhibirao XO, suprimirao apoptozu i smanjio nivo 

TNF-α (Vaghasiya i saradnici, 2011). Sitagliptin, dat u dozi 600 mg/kg per os 1 h nakon 

ishemija/reperfuzija oštećenja smanjio je ekspresiju biomarkera inflamacije ICAM-1, TNF-α, 

NF-κB, MMP-9, IL-1β, Bax/Bcl-2 odnos, ekspresiju NADPH oksidaze, produkciju ROS, dok 
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je povećao ekspresiju GLP-1 (potencirajući njegove protektivne efekte u inflamaciji i 

oksidativnom stresu), GSHPx, SOD, katalaze, IL-10 i eNOS u akutnom ishemija/reperfuzija 

oštećenju bubrega pacova (Chen i saradnici, 2013). Terapija sitagliptinom u dozi 10 mg/kg 

dnevno per os 2 nedelje pokazala je povoljan efekat na relaksaciju endotela bubrežnih arterija 

kod pacova sa hipertenzijom, pretpostavlja se povećanjem nivoa GLP-1 koji, aktivirajući 

GLP-1 receptore, povećava nivo cAMP, PKA, AMPK, eNOS i NO (Liu i saradnici, 2012c). 

U dijabetesu kod miševa, u odgovoru na AGE mikroRNK-29 je suprimirana, što je povezano 

sa progresivnim dijabetesnim oštećenjem bubrega, uključujući mikroalbuminuriju, TGF-β 

posredovanu fibrozu i NF-κB indukovanu inflamaciju (Chen i saradnici, 2014). Nekodirajući 

kratki polinukleotidni lanci mikroRNK-29 su potencijalni regulatori DPP-4 u bubregu i 

endotelnim ćelijama. Kod miševa obolelih od dijabetesa linagliptin je u peroralnoj dozi 5 

mg/kg dnevno 4 nedelje povoljno delovao u fibrozi bubrega pozitivnom regulacijom 

mikroRNK-29 (Kanasaki i saradnici, 2014). Inhibicija integrina β1 ili DPP-4 rezultuje 

suprimiranjem TGF-β indukovanog formiranja heterodimera TGF-β receptora, indukovane 

Smad3 fosforilacije i endotel-mezenhim tranzicije, što je dokazano u bubrezima miševa 

obolelih od dijabetesa tretiranih linagliptinom u dozi 5 mg/kg dnevno per os 4 nedelje (Shi i 

saradnici, 2015). U bubrezima miševa obolelih od dijabetesa je dokazano da DPP-4, integrin-

β1 i kaveolin-1 igraju značajnu ulogu u epitel-mezenhim tranziciji. Teneligliptin je, u dozi 30 

mg/kg dnevno per os u trajanju od 2 nedelje, inhibicijom DPP-4, negativno regulisao 

interakciju ove proteaze sa integrinom i kaveolinom, i suprimirao epitel-mezenhim tranziciju 

(Takagaki i saradnici, 2019). Dat per os u dozi 100 mg/kg jednom dnevno 12 nedelja, 

gemigliptin je u bubrezima miševa sa dijabetesnom nefropatijom suprimirao ekspresiju 

RAGE i akumulaciju produkata oksidacije proteina, koji interaguju sa RAGE i daju slične 

biološke odgovore kao AGE (Jung i saradnici, 2015). Kod apolipoprotein E deficijentnih 

miševa, sitagliptin u dozi 200 mg/kg dnevno dat sa hranom 16 nedelja značajno je povećao 

fosforilaciju AMPK u bubrezima, što je suprimiralo progresiju oštećenja bubrega, smanjilo 

nivo TGF-β, njegovih efektora i fosforilaciju p38 i ERK (Li i saradnici, 2014).  

 

Efekti na humanim ćelijskim linijama - Alogliptin je indukovao aktivnost eNOS i 

povećao raspoloživost NO u endotelnim ćelijama humane umbilikalne vene fosfoinozitid 3-

kinaza/protein kinaza B zavisnom fosforilacijom ove sintaze, u koncentraciji 50 μM (Shah i 

saradnici, 2011). Linagliptin je smanjio aktivnost NADPH oksidaze, DPP-4 indukovanu 

produkciju ROS, ekspresiju RAGE i ICAM-1, AGE/RAGE indukovan inflamatorni i 
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trombogeni odgovor u endotelnim ćelijama humane umbilikalne vene u koncentracijama 10 

nM i 0,5 μM 4 h. Signalizacija AGE/RAGE može da promoviše proteolitičku razgradnju 

membranski vezane DPP-4 u endotelnim ćelijama, generisanjem superoksida (Ishibashi i 

saradnici, 2013). Inkretini, GLP-1 i GIP, suprimiraju AGE indukovano oštećenje endotelnih 

ćelija antioksidativnim efektima posredovanim povećanjem nivoa cAMP koji učestvuje u 

smanjenju aktivnosti NADPH oksidaze. Signalizacijom GLP-1/cAMP su ekspresija RAGE, 

produkcija ROS i ekspresija VCAM-1 u endotelnim ćelijama suprimirane (Ishibashi i 

saradnici, 2010). U endotelnim ćelijama humane umbilikalne vene sitagliptin je u opsegu 

koncentracija od 20 nM do 5 μM 16 h smanjio TNF-α indukovanu ekspresiju ICAM-1, 

VCAM-1 i NF-κB, zavisno i nezavisno od povećanja raspoloživosti GLP-1 (Hu i saradnici 

2013). Sitagliptin je smanjio ekspresiju MMP-2 i -9 u endotelnim ćelijama humane 

umbilikalne vene u opsegu koncentracija 25-200 μM 24 h (Lim i saradnici, 2012). Ekspresija 

NF-κB, TNF-α, MCP-1, IL-1β i -6 i VCAM-1 bila je značajno smanjena, AMPK fosforilacija 

povećana u endotelnim ćelijama humane umbilikalne vene gemigliptinom u koncentraciji 250 

μM 1 h, bez efekata na ekspresiju ICAM-1. Aktivacija AMPK signalnog puta prevenira 

apoptozu endotelnih ćelija i ovaj signalni put se može smatrati protektivnim u endotelnoj 

disfunkciji. Ova kinaza suprimira aktivnost NF-κB i pokazuje povoljan efekat na formiranje 

penastih ćelija indukovano LDL oksidacijom (Hwang i saradnici, 2015). Diprotin A je u 

koncentraciji 100 μM, nakon inkubacije 24 i 48 h,  suprimirao apoptozu endotelnih ćelija 

humane umbilikalne vene uzrokovanu hipoksijom. Signalni put SDF-1/CXCR4 učestvuje u 

mehanizmu citoprotektivnih efekata DPP-4 inhibicije (Nagamine i saradnici, 2017). Des-

fluoro sitagliptin je u koncentraciji 2 μM nakon inkubacije u trajanju od 1 h povećao 

fosforilaciju eNOS posredstvom GLP-1/cAMP/PKA signalnog puta i aktivnost SOD i 

GSHPx, dok je apoptoza endotelnih ćelija humane koronarne arterije bila suprimirana 

(Matsubara i saradnici, 2012). Alogliptin je u koncentraciji 1 nM inhibirao ERK fosforilaciju 

i posledično MMP-1 ekspresiju indukovanu lipopolisaharidom u humanim makrofagima. 

Pored MMP-1, ovaj gliptin je inhibirao ekspreciju i MMP-9, -12 i -15 (Ta i saradnici, 2010). 

Sitagliptin (25 μM) i NVP-DPP728 (270 μM) su nakon 24 h inkubacije suprimirali ekspresiju 

IL-1β u humanim makrofagima inhibirajući aktivnost PKC, aktivacijom GLP-1 receptora 

(Dai i saradnici, 2014). Linagliptin je u koncentraciji 30 nM 72 h suprimirao aktivaciju TGF-

β u humanim ćelijama proksimalnh tubula bubrega (Panchapakesan i saradnici, 2013b).  
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Efekti na humanim subjektima - Na pacijentima obolelim od dijabetes melitusa tipa 2 

na terapiji DPP-4 inhibitorima, vildagliptinom 50 mg dva puta dnevno i sitagliptinom 100 mg 

jednom dnevno, 3 meseca, dokazano je da ovi gliptini mogu prevenirati progresiju 

arterioskleroze smanjenjem oksidativnog stresa i inflamacije, i suprimirajući dnevne 

fluktuacije glikemije, a pokazano je da dnevne fluktuacije glikemije više doprinose razvoju 

arterioskleroze u odnosu na hroničnu hiperglikemiju (Barbieri i saradnici, 2013). U dozi 50 

mg dva puta dnevno 12 nedelja vildagliptin je smanjio nivo markera oksidativnog stresa i 

sistemske inflamacije u plazmi, uključujući IL-6, -18, i TNF-α kod pacijenata sa dijabetes 

melitusom tipa 2 (Rizzo i saradnici, 2012). Terapijom sitagliptinom u dozi 100 mg dnevno 6 

nedelja, pored IL-6 i -18, nivo CRP i solubilnog ICAM-1 smanjen je u plazmi pacijenata sa 

dijabetes melitusom tipa 2, što je, pretpostavlja se, posledica povećanja raspoloživosti GLP-1 

(Tremblay i saradnici, 2014). Teneligliptin je u dozi 20 mg jednom dnevno 6 meseci smanjio 

VCAM-1 ekspresiju i suprimirao progresiju aterotromboze kod pacijenata sa dijabetes 

melitusom tipa 2 (Okuda i saradnici, 2016). Sitagliptin u dozi 50 mg dnevno 3 meseca 

povećao je ekspresiju anti-inflamatornog IL-10 u serumu i monocitima periferne krvi 

pacijenata sa dijabetesom (Satoh-Asahara i saradnici, 2013). Alogliptin, dat u dozi 25 mg 

jednom dnevno 12 nedelja suprimirao je AGE/RAGE efekte u cirkulaciji i smanjio 

albuminuriju kod pacijenata sa dijabetesom (Sakata i saradnici, 2013).  

 

Generalno, ćelijski i molekulski mehanizmi anti-inflamatorne aktivnosti u 

protektivnim efektima DPP-4 inhibitora u kardiovaskularnom sistemu i bubrezima 

obuhvataju uticaj na pro- i anti-inflamatorne medijatore, citokine, ćelije imunološkog 

sistema, ćelijske adhezione molekule, enzime, transkripcione faktore, pro- i anti-apoptotske 

medijatore, markere oksidativnog stresa i antioksidativne enzime, receptore. Inhibitori DPP-4 

mogu pokazati povoljan efekat u prevenciji, supresiji progresije, poboljšanju prognoze 

komplikacija dijabetesa u kardiovaskularnom sistemu i bubrezima (Tomovic i saradnici, 

2019b). Na osnovu detaljnog sagledavanja ovih efekata, naša pretpostavka je da funkcionalni 

profil i spektar terapijskih indikacija postojećih i novih DPP-4 inhibitora može biti značajno 

proširen, iako je nastavak evaluacije studijama dužeg trajanja i kliničkom praksom 

neophodan kako bi profil ovih agenasa još detaljnije bio razjašnjen.  
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Slika 37. Medijatori protektivnih efekata inhibitora dipeptidil peptidaze-4 u 

kardiovaskularnoj i patologiji bubrega (adaptirano iz Tomovic i saradnici, 2019b) 

 

 

4.7.2. Dipeptidil peptidaza-4 i faktor-1 stromalnih ćelija u reparaciji miokarda 

 

Inhibitori DPP-4 pokazuju povoljne efekte tokom oporavka nakon infarkta miokarda 

praćenim nekrozom i apoptozom, prevencijom razlaganja hemotaktičnog citokina SDF-1, 

posledičnim povećanjem broja progenitornih endotelnih ćelija, i poboljšanjem endotelne 

funkcije, na šta je ukazano u našem radu Anderluh i saradnici (2016). 

Faktor-1 stromalnih ćelija je inicijalno definisan kao produkt stromalnih ćelija kostne 

srži, konstitutivno i inducibilno široko eksprimiran u miokardu, jetri, slezini, bubrezima, 

skeletnim mišićima (Schober i saradnici, 2006; Ghadge i saradnici, 2011). Monomerna forma 

SDF-1 je primarno odgovorna za kardioprotektivne efekte (smanjenje veličine infarkta, 

porast rezistencije na ishemija/reoksigenacija oštećenje, potenciranje angiogeneze, 

strukturna/funkcionalna regeneracija miokarda aktivacijom faktora rasta i signalnih puteva u 

kardiomiocitima, direktno i mobilizacijom progenitornih ćelija), dok dimerna forma pokazuje 
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veći afinitet prema receptoru (Veldkamp i saradnici, 2009). Periferni limfociti, monociti, 

endotelne, glatko-mišićne ćelije, hematopoetske i embrionalne matične ćelije eksprimiraju G-

protein kuplovani receptor CXCR4, čiji je ligand SDF-1 (Ganju i saradnici, 1998; Cencioni i 

saradnici, 2012). Ekspresija SDF-1 je pozitivno regulisana u ishemiji (Chavakis i saradnici, 

2008). Fiziološki, kostna srž raspolaže najvišim koncentracijama SDF-1 u poređenju sa 

drugim tkivima. Ako je koncentracijski gradijent SDF-1 veći u miokardu, progenitorne ćelije 

iz kostne srži indukovane SDF-1 hemokinom bivaju translocirane u ishemični oštećeni 

miokard (Liang Tang i saradnici, 2005). Ovaj hemokin modulira adheziju matičnih ćelija za 

endotelne ćelije, aktivacijom, pre nego indukovanom de novo ekspresijom različitih 

adhezionih molekula. Faktor-1 stromalnih ćelija aktivira integrine, limfocitni funkcionalni 

antigen-1 i veoma kasni antigen-4 i -5, na humanim hematopoeznim matičnim ćelijama, i 

indukuje interakciju limfocitnog funkcionalnog antigena-1 sa ICAM-1 i veoma kasnog 

antigena-4 sa VCAM-1. Ovaj hemokin biva sekretovan i iz matičnih/progenitornih ćelija i 

učestvuje u autokrinoj/parakrinoj regulaciji njihovog razvoja (Kucia i saradnici, 2005). 

Povećana koncentracija i delovanje SDF-1 na površini oštećenih kardiomiocita, sa 

eksprimiranim CXCR4, može suprimirati apoptozu miocita (Zhang i saradnici, 2007).  

Connelly i saradnici (2016) su objavili prvu in vivo studiju o povoljnim efektima 

inhibicije DPP-4 nakon eksperimentalno indukovanog infarkta miokarda. Pacovi su bili 

tretirani DPP-4 inhibitorom saksagliptinom u dozi 10 mg/kg dnevno, GLP-1 receptor 

agonistom liraglutidom u dozi 0,2 mg/kg subkutano dva puta dnevno i/ili imunostimulansom 

pleriksaforom, koji pozitivno reguliše mobilizaciju matičnih ćelija, u dozi 1 mg/kg dnevno 

subkutano, 6 nedelja, sa početkom terapije 2 nedelje pre indukovanja infarkta miokarda. 

Mortalitet nakon infarkta miokarda bio je značajno smanjen i funkcija miokarda obnovljena 

samo kod pacova tretiranih saksagliptinom, što dokazuje da inhibicija DPP-4 povoljno utiče 

na funkciju miokarda nakon infarkta, nezavisno od smanjenja glikemije. Iako indirektno, ova 

studija ukazuje da DPP-4 inhibicijom biva olakšan oporavak miokarda i GLP-1 nezavisnim 

mehanizmom, pretpostavlja se produžavanjem biološkog polu-vremena SDF-1. 

Veliki broj studija ukazuje na povoljne efekte SDF-1 posredovanog terapijskog 

pristupa nakon infarkta, ishemije miokarda i srčane insuficijencije, pretpostavlja se 

indukcijom signalnih puteva značajnih za preživljavanje ćelija i promovisanjem 

neovaskularizacije. Proteolitička degradacija može ograničiti terapijsku efikasnost SDF-1. 

Protein S4V, rezistentan na DPP-4, sa zadržanim hemotaktičnim potencijalom, dizajniran je i 

sintetisan. Intramiokardijalno, ovaj protein indukuje mobilizaciju matičnih ćelija i povoljno 
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utiče na funkciju miokarda nakon infarkta (Ghadge i saradnici, 2011), efikasan u prevenciji 

insuficijencije miokarda i reparaciji povređenog tkiva (Segers i saradnici, 2007). Neinvazivno 

degradacija SDF-1 može biti suprimirana inhibicijom DPP-4. Inhibicija DPP-4 stabilizuje 

aktivan SDF-1, uzrokujući porast mobilizacije CXCR4 pozitivnih progenitornih ćelija u 

ishemični miokard i poboljšanje funkcije miokarda (Slika 38) (Zaruba i saradnici, 2009). 

 

 

Slika 38. Mobilizacija progenitornih ćelija u oštećeni miokard indukovana faktorom-1 

stromalnih ćelija, potencirana inhibicijom dipeptidil peptidaze-4 (adaptirano iz Zaruba i 

saradnici, 2009) 

 

I GLP-1 i SDF-1 povećavaju broj progenitornih endotelnih ćelija i povoljno utiču na 

funkciju endotela, što navodi na DPP-4 inhibitore kao kandidate u terapiji i vaskulogenezi 

(Huang i saradnici, 2012). Povoljni efekti DPP-4 inhibicije u post-ishemijskoj angiogenezi i 

reparaciji miokarda nakon infarkta, posredovani SDF-1/CXCR4 signalizacijom (Anderluh i 

saradnici, 2016), daju potporu pretpostavci da gliptini mogu predstavljati dobru terapijsku 

strategiju u reparaciji miokarda. 
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4.7.3. Inhibicija dipeptidil peptidaze-4: plućna hipertenzija, nova terapijska indikacija? 

 

Pirozzi i saradnici (2015; 2017) su objavili prikaze slučajeva o primeni DPP-4 

inhibitora vildagliptina u dozi 50 mg dva puta dnevno 6 meseci u terapiji pacijenata obolelih 

od dijabetes melitusa tipa 2 sa plućnom hipertenzijom. Ovi prikazi slučajeva ukazuju na 

povoljne efekte vildagliptina u plućnoj hipertenziji, uz objašnjenje da inhibicijom DPP-4 

raspoloživost GLP-1 biva povećana, što promoviše vazorelaksaciju plućnih arterija, uz anti-

inflamatorne efekte. Iako GLP-1, pretpostavlja se, ima značajnu ulogu u terapiji plućne 

hipertenzije, ovaj inkretin može biti jedan od mnogih modulatora pogođenih inhibicijom 

DPP-4 (Beckers i saradnici, 2017). Višestruki efekti DPP-4 inhibicije u vaskularnom i 

remodelovanju vezivnog tkiva u plućnoj hipertenziji, i plućna hipertenzija kao potencijalno 

nova indikacija za gliptine koji mogu biti efikasni i u ireverzibilnoj fazi vaskularnog 

remodelovanja iniciranoj endotel-mezenhim tranzicijom i proliferacijom/migracijom 

fibroblasta (Slika 39), obrazloženi su u našem radu Anderluh i saradnici, 2019.  

Vaskularno remodelovanje u plućnoj hipertenziji se karakteriše reverzibilno 

povećanom proliferacijom glatko-mišićnih ćelija. Kritičan korak i uvođenje u ireverzibilnu 

fazu može biti oslabljena regulacija apoptoze endotelnih ćelija, što uzrokuje obliteraciju 

distalnih plućnih arterija (Ranchoux i saradnici, 2018; Sakao i saradnici, 2010). Parakrina 

komunikacija endotelnih i glatko-mišićnih ćelija je značajna za održavanje homeostaze u 

plućnoj cirkulaciji, i posredovana je primarno azot monoksidom i endotelinom-1 (ET-1). 

Azot oksid pokazuje anti-proliferativne efekte u glatko-mišićnim ćelijama aktivacijom 

ciklični guanozin monofosfat (cGMP) zavisne protein kinaze, praćenom inhibicijom MAPK 

(Barman, 2005; Gao i saradnici, 2016). Smanjeno generisanje NO može biti obnovljeno 

inhibicijom p38 MAPK (Weerackody i saradnici, 2009). U plućnoj hipertenziji, eNOS 

aktivnost i NO u plućnoj vaskulaturi su smanjeni (Giaid i Saleh, 1995). Inkretin GLP-1 može 

da indukuje vazodilataciju indirektnom fosforilacijom eNOS i povećanjem NO i cAMP 

nivoa. Receptori za GLP-1 su eksprimirani u plućima, uključujući epitel, alveole i arterijske 

glatko-mišićne ćelije (Nguyen i saradnici, 2017). Dipeptidil peptidaza-4 je široko 

eksprimirana u parenhimu pluća, uključujući alveolarne makrofage, bronhijalne epitelne i 

endotelne ćelije, sa povećanom ekspresijom u patološkim stanjima (Meyerholz i saradnici, 

2016). Dipeptidil peptidaza-4 katalizovanom GLP-1 degradacijom povoljni efekti inkretina u 

homeostazi pluća su smanjeni (Nguyen i saradnici, 2017). Pored GLP-1, povećanje 

raspoloživosti i drugih DPP-4 supstrata inhibicijom ove proteaze može pokazati povoljan 
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efekat u plućima. U ishemija/reperfuzija oštećenju transplantiranih pluća miševa inhibicija 

DPP-4 inhibitorom AB192 u koncentraciji 25 μM 18 h, pokazala je povoljne efekte na 

funkciju pluća povećanjem ekspresije vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP) u 

alveolarnim makrofagima (Jungraithmayr i saradnici, 2010). Vazoaktivni intestinalni peptid 

deluje kao sistemski i vazodilatator u plućima, i suprimira proliferaciju vaskularnih glatko-

mišićnih ćelija (Petkov i saradnici, 2003). U kulturi humanih glatko-mišićnih ćelija plućne 

arterije DPP-4 inhibitor sitagliptin suprimirao je proliferaciju u koncentraciji 20 μM 24 h (Xu 

i saradnici, 2018). Reaktivne kiseonične vrste aktiviraju MAPK u endotelnim i glatko-

mišićnim ćelijama, stimulišući njihovu proliferaciju, kao i proliferaciju adventicijalnih 

fibroblasta plućnih arterija u plućnoj hipertenziji (Freund-Michel i saradnici, 2013). 

Endotelin-1 povećava generisanje ROS u glatko-mišićnim ćelijama plućnih arterija i 

smanjuje nivo NO, promovišući vazokonstrikciju (Gao i saradnici, 2016). Sekrecija ET-1 iz 

endotelnih ćelija može biti indukovana faktorom TGF-β, dok je supresija sekrecije 

posredovana azot monoksidom (Jeffery i Morrell, 2002). Ekspresija ET-1, koji promoviše 

rast glatko-mišićnih ćelija plućnih arterija i stimuliše proliferaciju humanih fibroblasta pluća, 

povećana je u plućnoj fibrozi (Jeffery i Morrell, 2002; Nathan i saradnici, 2007). Endotelin-1 

deluje kao faktor rasta endotelnih ćelija i miofibroblasta, indukuje fibrogenezu interakcijom 

sa MMP i inicira epitel-mezenhim tranziciju, indukujući aktivnost TGF-β (Behr i Ryu, 2008; 

Jain i saradnici, 2007). U glatko-mišićnim ćelijama plućnih arterija TGF-β aktivira NADPH 

oksidazu. Generisanje ROS je povećano u u plućnoj hipertenziji usled povećanja aktivnosti 

NADPH oksidaze, što je dokazano in vitro i in vivo na pacijentima (Freund-Michel i 

saradnici, 2013). Inflamatorni citokini i nizak nivo NO povećavaju ekspresiju XO u plućima, 

koja predstavlja dodatan izvor ROS u plućnoj vaskulaturi (Budhiraja i saradnici, 2004; 

Hassoun i saradnici, 1998; Cote i saradnici, 1996). U plućnoj hipertenziji ROS uzimaju 

učešće u endotelnoj disfunkciji, inflamaciji (delom aktivacijom NF-κB signalizacije (Lee i 

Yang, 2012)), uz remodelovanje ekstracelularnog matriksa posredovano aktivacijom MMP-2 

i -9 (Freund-Michel i saradnici, 2013). Poremećen oksidans/antioksidans balans potencira 

fibrogenezu, proliferaciju fibroblasta i sintezu ekstracelularnog matriksa, i suprimira 

vazodilataciju (Behr i Ryu, 2008). Reaktivne kiseonične vrste stimulišu i aktivaciju receptora 

pro-fibrogenog trombocitnog faktora rasta (PDGF) (Lee i Yang, 2012), čija je ekspresija 

značajno povećana u plućnoj hipertenziji (Nathan i saradnici, 2007), i potenciraju indukovanu 

proliferaciju i migraciju glatko-mišićnih ćelija i fibroblasta (Humbert i saradnici, 2008). Pro-

fibrogeni TGF-β i PDGF učestvuju značajno u ekspanziji vezivnog tkiva u plućima (Behr i 
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Ryu, 2008). Efekti TGF-β su potencirani pro-inflamatornim faktorom TNF-α, a pro-fibrogeni 

TGF-β povećava aktivnost MMP (Willis i Borok, 2007), NADPH oksidaze (Amara i 

saradnici, 2010), i indukuje produkciju faktora rasta vezivnog tkiva u fibroblastima pluća 

(Kucich i saradnici, 2001). Inkretin GLP-1 može smanjiti generisanje slobodnih radikala 

uticajem na aktivnost NADPH oksidaze posredstvom cAMP/PKA signalizacije, a inhibicija 

DPP-4 može dodatno suprimirati efekte slobodnih radikala povećanjem ekspresije SOD i 

GSHPx (Beckers i saradnici, 2017). Na miševima je pokazano da kombinovana terapija DPP-

4 inibitorom linagliptinom (10 mg/kg dnevno) i sintetskim derivatom vitamina D 

kalcipotriolom (20 μg/kg dnevno), 6 nedelja nakon indukovane fibroze pluća, značajno 

smanjuje nivo MDA u plućima, TGF-β, TNF-α i NF-κB ekspresiju, uz povećanje ekspresije 

GSHPx i katalaze. Ova kombinovana terapija rezultuje značajnim povoljnim efektima u 

plućnoj fibrozi (Kabel i saradnici, 2017). Faktor TGF-β indukuje epitel-mezenhim tranziciju 

alveolarnih epitelnih ćelija do miofibroblasta in vitro i in vivo, i suprimira NO posredovane 

protektivne efekte u epitel-mezenhim tranziciji i fibrozi (Hinz, 2012; Vyas-Read i saradnici, 

2007). Endotel-mezenhim tranzicija je značajna u vaskularnom remodelovanju i patogenezi 

fibroze tkiva u plućnoj hipertenziji (Ranchoux i saradnici, 2018). Pokazano je na miševima sa 

fibrozom indukovanom lipopolisaharidom u plućima da DPP-4 inhibitor vildagliptin (dat 

intraperitonealno u dozi 10 mg/kg, jednom dnevno 14 dana, sa početkom 1 dan pre prve 

aplikacije lipopolisaharida) i na humanim mikrovaskularnim endotelnim ćelijama pluća da 

vildagliptin (10 nM) i linagliptin (100 nM, 4 dana), značajno suprimiraju endotel-mezenhim 

tranziciju u odsustvu imunoloških ćelija i GLP-1, negativnom regulacijom generisanja ROS 

kao induktora tranzicije endotelnih ćelija plućne vaskulature (Suzuki i saradnici, 2017). 

Navedeni rezultati predstavljaju potvrdu povoljnih antioksidativnih, anti-inflamatornih i anti-

fibrotskih efekata DPP-4 inhibicije u plućima. 

Dipeptidil peptidaza-4 stimuliše proliferaciju humanih fibroblasta i bronhijalnih 

glatko-mišićnih ćelija (Shiobara i saradnici, 2016). Fibroblasti pluća i kože eksprimiraju 

konstitutivno DPP-4/CD26 (Nemoto i saradnici, 1999). Rinkevich i saradnici (2015) su 

identifikovali fibroblaste kože miševa većim delom odgovorne za fibrozu, na osnovu 

ekspresije CD26/DPP-4 in vivo. Soare i saradnici (2016) su pokazali da DPP-4 pozitivni 

fibroblasti igraju značajnu ulogu u patogenezi fibroze u sistemskoj sklerozi. Dipeptidil 

peptidaza-4 na površini fibroblasta može da veže fibronektin i kolagen, učestvujući u 

remodelovanju ekstracelularnog matriksa (Ghersi i saradnici, 2002), a takođe uzima učešće i 

u inflamatornim procesima regulišući ekspresiju i aktivnost biološki aktivnih peptida 
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(Nemoto i saradnici, 1999). Pokazano je da je kompleks membranski vezane sepraze i DPP-4 

na fibroblastima preduslov za migraciju ćelija i invaziju (Ghersi i saradnici, 2002). Nakon 

aktivacije adventicijalnih fibroblasta u plućnoj vaskulaturi ove ćelije podležu promenama 

koje promovišu njihovu proliferaciju, migraciju, diferencijaciju i inhibiciju apoptoze. 

Proliferacija je indukovana aktivacijom MAPK/ERK signalizacije i praćena je sekrecijom 

citokina, adhezionih molekula i faktora rasta, kao i produkcijom proteina ekstracelularnog 

matriksa, ROS i MMP (Stenmark i saradnici, 2011). Inhibicijom DPP-4 može biti 

suprimirana proliferacija i migracija fibroblasta, i na taj način, prevenirana fibroza.  

 

Epigenetski faktori mogu doprineti fibrozi u plućima, i predstavljaju potencijalne 

mete u terapiji (Ranchoux i saradnici, 2018; Yu i saradnici, 2018). Funkcionalne studije 

ukazuju da mikroRNK učestvuju u regulaciji mnogih bioloških procesa, i promene njihove 

ekspresije opisane su u humanoj patologiji. Kao kratki polinukleotidni transkripti, od oko 22 

nukleotida, male regulatorne mikroRNK, nakon kompletnog ili parcijalnog vezivanja za 

specifične nukleotidne sekvence iRNK (3'UTR, 5'UTR ili kodirajuće regije) mogu suprimirati 

sintezu ciljnih proteina (Ameres i Zamore, 2013; Filipowicz i saradnici, 2008). Ima dokaza o 

uticaju mikroRNK u procesu endotel-mezenhim tranzicije (Kim, 2018). Među brojnim 

mikroRNK, deregulacija mikroRNK-29 je naglašena u kardio-metaboličkim poremećajima, 

hroničnim komplikacijama dijabetesa i fibrozi pluća (Slusarz i Pulakat, 2015; Widlansky i 

saradnici, 2018). Nivo mikroRNK-29 je u inverznoj korelaciji sa ekspresijom pro-fibrotskih 

gena. Ova mikroRNK je suprimirana faktorom TGF-β u humanim fetalnim fibroblastima 

pluća, i mnogi mikroRNK-29 ciljni geni povezani sa fibrozom, kao što su geni za kolagen ili 

remodelovanje ekstracelularnog matriksa, derepresirani su u odsustvu mikroRNK-29 

(Cushing i saradnici, 2011). MikroRNK-29 suprimira proliferaciju glatko-mišićnih ćelija 

plućnih arterija (Chen i saradnici, 2018). Hipoteza o mogućoj ulozi DPP-4 inhibitora kao 

epigenetskih modulatora potiče iz eksperimentalnih rezultata kojima je zabeležena nishodna 

regulacija DPP-4 iRNK u humanim mononuklearnim ćelijama periferne krvi nakon terapije 

DPP-4 inhibitorom sitagliptinom u dozi 100 mg dnevno 12 nedelja (Makdissi i saradnici, 

2012). Hipoteza da pozitivna regulacija DPP-4 može biti povezana sa negativnom 

regulacijom mikroRNK-29 je postavljena nakon in vitro insercije mikroRNK-29 antagonista 

u kulturu humanih dermalnih mikrovaskularnih endotelnih ćelija čiji su efekti neutralisani 

inhibicijom DPP-4 linagliptinom u koncentraciji 100 nM. Sa druge strane, insercija 

mikroRNK-29 mimetika smanjila je ekspresiju DPP-4. Pokazano je da 3'UTR region može 
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biti komplementarna meta iRNK DPP-4. Kanasaki i saradnici su pokazali da linagliptin 

inhibira TGF-β indukovanu endotel-mezenhim tranziciju, DPP-4 ekspresiju i migraciju 

endotelnih ćelija in vitro, i ovi efekti su posredovani mikroRNK-29 indukcijom. MikroRNK-

29 suprimirane faktorom TGF-β su ponovo aktivirane linagliptinom in vitro. Inhibicija DPP-

4 učestvuje u anti-fibrotskim efektima mikroRNK-29 (Kanasaki i saradnici, 2014). Iako je 

više eksperimentalnih dokaza potrebno za zaključak, epigenetska komunikacija mikroRNK-

29 i DPP-4 inhibitora može dodatno potvrditi i potencirati njihovu efikasnost u terapiji 

fibroze pluća. Pored fibroblasta pluća, ekspresija mikroRNK-29 je dokazana i u endotelnim 

ćelijama pluća i vaskularnim glatko-mišićnim ćelijama distalnih malih arterija, delujući kao 

regulator njihove diferencijacije (Cushing i saradnici, 2015). Pored mikroRNK-29, 

potencijalna regulatorna uloga mikroRNK-21 u razvoju plućne hipertenzije je dokazana 

(Parikh i saradnici, 2012). Faktor TGF-β deluje kao induktor ekspresije i maturacije 

mikroRNK-21 u vaskularnim glatko-mišićnim i endotelnim ćelijama (Davis i saradnici, 2008; 

Ranchoux i saradnici, 2018). MikroRNK-21 pozitivno reguliše proliferaciju vaskularnih 

glatko-mišićnih ćelija, što je dokazano na glatko-mišićnim ćelijama aorte pacova (Ji i 

saradnici, 2007). Njena ekspresija u endotelnim ćelijama i efekat na signalizaciju protein 

kinaze B su značajni u endotel-mezenhim tranziciji (Guo i saradnici, 2015). MikroRNK-21 je 

identifikovana kao karika u dugoročnoj memoriji fibrogenog programa mezenhimskih 

matičnih ćelija. Smatra se pro-fibrotskim regulatorom u različitim tipovima ćelija i organa (Li 

i saradnici, 2017). Značajna ushodna regulacija mikroRNK-21 je potvrđena u kori bubrega 

kod pacova sa eksperimentalno indukovanim dijabetesom tipa 2, sa nishodnom regulacijom 

nakon terapije sitagliptinom u dozi 10 mg/kg dnevno 12 nedelja (Civantos i saradnici, 2017). 

Efekat DPP-4 inhibicije na mikroRNK-21 u fibrozi pluća ostaje da bude razjašnjen, ali 

hipotetički, na osnovu prethodno navedenih rezultata, inhibitori DPP-4 mogu nishodno 

regulisati mikroRNK-21 i u plućima. Ovi odnosi DPP-4 inhibitora i mikroRNK mogu biti 

potpora, pored pomenute kritične uloge CD26/DPP-4 pozitivnih fibroblasta, u razmatranju 

inovativnih terapijskih strategija za prevenciju i tretman ireverzibilnih faza plućne 

hipertenzije (Anderluh i saradnici, 2019).  

 

Ovde definisani i obrazloženi mehanizmi doprinose našim pretpostavkama da DPP-4 

inhibicija može biti razmatrana kao novi terapijski pristup u plućnoj hipertenziji (Anderluh i 

saradnici, 2019) obuhvatajući puteve i medijatore u vaskularnom i remodelovanju vezivnog 

tkiva pogođene direktno ili indirektno inhibicijom ove proteaze.   
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Slika 39. Mehanizmi kojima inhibitori dipeptidil peptidaze-4 pokazuju povoljne efekte u 

vaskularnom remodelovanju u plućnoj hipertenziji (adaptirano iz Anderluh i saradnici, 2019) 
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5. ZAKLJUČAK 

 

 Od jedinjenja ispitivanih u testu inhibicije humane rekombinovane DPP-4 in vitro, 

derivati benzimidazol-2-imina (jedinjenje 5), bis(benzimidazol-2-il)amina (jedinjenja 21, 

24 i 25), 6-(fenilkarbonil)-[1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3-ona (jedinjenje 34), 

benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida (jedinjenja 94, 97, 101, 102 i 104) 

bili su efektivni sa IC50 vrednostima manjim od 200 μM. Referentni inhibitori sitagliptin 

i diprotin A inhibirali su DPP-4 sa IC50 vrednostima 0,05 ± 0,02 μM i 17 ± 5,15 μM, 

redom. 

 Najaktivniji derivat benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-ftalimida,  

2‐(2‐(3‐hlorobenzil)‐5,6,7,8‐tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3‐d]pirimidin‐4‐il)izoindolin‐1,

3‐dion (jedinjenje 102, IC50 = 34,17 ± 5,11 μM), pokazao je oko dva puta manji 

inhibitorni potencijal u odnosu na diprotin A, sa nekompetitivnim tipom inhibicije, koji 

može biti objašnjen odsustvom interakcija sa Glu205 i Glu206 u domenu prepoznavanje 

N‐terminusa supstrata, što uz odsustvo interakcija i u S1 domenu proteaze može biti 

razlog i više IC50 vrednosti. U literaturi su nekompetitivni inhibitori DPP-4 retki, i ovi 

rezultati mogu predstavljati doprinos i smernicu u dizajnu novih optimizovanih 

struktura.  

 Jedinjenja sa najnižom IC50 vrednošću od svih ispitivanih u radu su derivati 

bis(benzimidazol-2-il)amina. Pored 1-propil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-

benzimidazol-2-amina (jedinjenje 25, IC50 = 5,01 ± 0,66 μM) i 1-metil-N-(1-propil-1H-

benzimidazol-2-il)-1H-benzimidazol-2-amina (jedinjenje 21, IC50 = 11,04 ± 0,69 μM), 

koji su pokazali oko tri i jedan i po puta veći inhibitorni potencijal u odnosu na diprotin 

A, redom, 1-etil-N-(1-propil-1H-benzimidazol-2-il)-1H-benzimidazol-2-amin (jedinjenje 

24, IC50 = 49,88 ± 2,99 μM) pokazao je oko tri puta manju efektivnost u odnosu na 

diprotin A. Domen vezivanja ovih struktura obuhvata i aminokiseline koje su deo S2 

proširenog domena proteaze, što, pretpostavlja se, doprinosi većem afinitetu i aktivnosti 

inhibitora. 

 Od jedinjenja aktivnih u testu inhibicije DPP-4, 2-[2-imino-5-nitro-3-(2-okso-2-

feniletil)-2,3-dihidro-1H-benzimidazol-1-il]-1-feniletanon (jedinjenje 5) i 2-(4-

fluorobenziliden)-6-(fenilkarbonil)[1,3]tiazolo[3,2-a]benzimidazol-3(2H)-on (jedinjenje 

34) inhibirali su i XO, sa IC50 vrednostima manjim od 150 μM. Alopurinol (IC50 = 1,28 

± 0,17 μM), kao referentni inhibitor XO, pokazao je veću efikasnost inhibicije u 
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poređenju sa jedinjenjima 5 i 34. Inhibitori DPP-4 koji inhibiraju i XO mogu pokazati 

izraženije kardiovaskularne protektivne efekte. 

 Citotoksičan potencijal benzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina i -ftalimida aktivnih u 

testu inhibicije DPP-4, sa predstavnikom nekompetitivnog tipa inhibicije, (jedinjenja 94, 

97, 101, 102 i 104) i dualnih inhibitora DPP-4 i XO (jedinjenja 5 i 34) ispitan je na 

Caco‐2 ćelijama, i nije zabeležen izraženiji citotoksičan efekat u koncentracijama 

manjim od 250 μM nakon 24 h inkubacije. 

 Značaj i mehanizmi višestrukih biohemijskih efekata inhibicije DPP-4, plejotropni efekti 

postojećih i novih, među kojima i onih pronađenih u okviru ove disertacije, inhibitora 

ove multifunkcionalne proteaze razmatrani su u cilju procene mogućnosti proširenja 

spektra indikacija, uz ukazivanje na povoljne efekte inhibitora DPP-4 u 

kardiovaskularnoj i patologiji bubrega uticajem na medijatore inflamacije, oksidativnog 

stresa, fibroze i apoptoze, u post-ishemijskoj angiogenezi i reparaciji miokarda nakon 

infarkta prevencijom razgradnje hemotaktičnog citokina SDF-1, uz izdvajanje plućne 

hipertenzije kao potencijalne indikacije i naglašavanje efikasnosti inhibitora DPP-4 i u 

ireverzibilnoj fazi vaskularnog remodelovanja, uz efekte na medijatore u remodelovanju 

pogođene direktno ili indirektno inhibicijom ove proteaze. 
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I43JABA O AYTOPCTBY

I,Iejaeryjeu 4aje gorropcKa Aucepraquja, rroA HacnoBoM

r4HXr4Er4rIktJA[V[rErrTr4Ar,rnrrElTr4AA3E-4

XETEPOqI4KJII4TTHT4M JEAUILETbIIMA IN VI TRO

rcoja je og6pameHa ua Me4uquHcKoM Sarcynrery YHnnep:nrera y Huruy:

. pe3ynTaT corrcTBeHor HcTpaxr4Bar{Kot paAa;

. Ia oBy Al,Icepra\Hjy, HLI y uennlHtL HrrrLr y AeJroBr{Ma, Hr4caM npujavmuzata ua

ApyrI4M Qarcyrrerurvr a, Hr'tvt yHr4Bep3r4Te ruMa;

. Aa HHcaM rloBpeAl4na ayropcKa rrpaBa, Hrarr4 3Jroynorpe6u:ra r4HTeneKryaJruy cnojuuy

Apyrplx nHIIa.

floseo,ranaM Aa ce o6jaee ntojn ,ruuuu noAarlr{, rcojr.r cy y Be3r4 ca ayropcrBovr rz 4o6lrjamerra

aKaAeMcKor 3BaBa AoKropa HayKa, Kao lrro cy r,rMe 14 [pe3r,rMe, roAHHa ]r Mecro polerra u

AaryM o46paHe pala, u ro y KaraJlory Eu6:ruorerce, ,{urura:rHou peno:r,rropujynry

Yuueepslrrera y Hraruy, Kao 14 y ny6,uEraqujava YHraeep:urera y Huruy.

Y Huruy,

lloruuc ayropa 4acepraquje:

9(aEo1ti, u.n ir'roo€u k
Karapuua T. Tonroeuh
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LI3JABA O I4C TOBE THOC TI4 III TAMTIAHOI I4 E JIEKTPOHCKOI OEJIIIKA

AOKT OPCKE AT4CEPTAUT4JE

Hacroe 4rzcepraquje:

IIH)AIEIIqI4JAAI4IIEITI4AI,IIIIEIITI4AA3E-4

XETEPOUI,IKJIITIHIIM JEAIIIbEIbI4MA IN VITRO

I4:jaeryjem 4a je enexrpoHcKa o6:rurc nroje 4orropcKe Ar4cepraquje, rcojy caru rpeAana 3a

yHotueme y.{ururarHlr perlo3lrropujyrt Yuunep:urera y Huury, ucroBeraH uraMrraHoM

o6rr.rrcy.

Y Hraury,

flornuc ayropa gucepraqrzj e :

.a;
Y*-La f atla- Jl)c.uu:(sa 45*

Karapuua T. Toruoeuh
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II3JABA O KOPI,{IIIhEItrY

Oenaurhyjen,l YHunep:urercKy 6u6luorery ,,Hr4Kora Tecira" Aa y fllrruralura
penosuroprajyu YHrarep3l4Tera y Huury yHece rrlojy 4orropcKy Ar4cepraqujy, noA HacJroBoM:

r4HXr4Er4Ur4JAAr4rrElTrrIr4JrfrErrTr4IA3E-4

XETEPOqIIKJII{TIHI,IM JEAI4IbEIbI4MA IN VITRO

.{ucepraqrajy ca cBI,IM npl4no3rrMa rrpeAana caM y eneKTpoHcKol,r o6,rurcy, rrorolHoM 3a

rpajno apxuBr4parLe.

Mojy gonropcKy AHcepraIIHjy, yHery y.{ururamru perro3uropr4jyM Vur,rnepaurera y Huury,

Mory Kopucruru caa rcojra noruryjy olpel6e caApxaHe y o4a6panoM rr4ny nuueHue

Kpearueue sajeAHr,rqe (Creative Commons), sa rojy caM ce oAnyr{r4na.

1. Ayropcreo (CC BY)

2. AyropcrBo - HeKoMepquja,rHo (CC BY-NC)

3. AyropcrBo - HercoMepuuja"rno - 6e: npepaae (CC BY-NC-ND)

4. AyropcrBo - HeKoMepqujanHo - Aemiru noA r4crr4M ycnoBr.rMa (CC BY-NC-SA)

5. Ayropcreo - 6es rpepaAe (CC BY-ND)

6. AyropcrBo - Aenurr,r noA vcrttM ycnoBuMa (CC BY-SA)

Y Huury,

flornuc ayropa 4ucepraqraje:

96rf,qpuua {uar*a"r/-
KarapuHa T. Tonrosuh
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