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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dipeptydylopeptydaza IV jest enzymem z klasy proteaz o aktywnosci zaréwno katalitycz-
nej, jak i wiazacej - zdolnym do wiazania biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej. Uczestniczy
w metabolizmie glukozy, wptywa na motoryke przewodu pokarmowego i regulacje apetytu,
oddziatuje na funkcje uktadu immunologicznego oraz posredniczy w powstawaniu bdlu i sta-
néw zapalnych. Réznorodno$¢ dziatania DPP 1V, zwigzana z szerokg ekspresja w tkankach
nabtonkowych i §rédbtonka sprawia, ze enzym wydaje sie obiecujacym narzedziem do za-
stosowan diagnostycznych i prognostycznych. Naturalne inhibitory i substraty peptydowe
DPP 1V staly sie inspiracjg do poszukiwania nowych zwiazkéw o znaczeniu terapeutycznym,
selektywnie hamujacych aktywno$é enzymu. Uzyskanie oczekiwanej skutecznosci terapeu-
tycznej wymagato wprowadzenia wielu zmian do struktury macierzystych czasteczek celem
polepszenia ich profilu farmakokinetycznego i farmakodynamicznego. Obecnie kilka zwigzkéw
okreslanych mianem gliptyn ma zastosowanie kliniczne w leczeniu cukrzycy typu 2. Niedawne
badania wskazujg, ze inhibitory gliptynowe sg obiektem wzrastajacego zainteresowania ze
wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania w terapii innych schorzen, a takze do projektowania
nowych terapeutykéw w chorobach nowotworowych, stanach zapalnych i zwyrodnieniowych,
zaburzeniach metabolicznych i neurologicznych czy dysfunkcji uktadu odpornosciowego.

dipeptydylopeptydaza IV (DPP IV) - biatko roznicowania dopetniacza 26 (CD26) - biatko wiazace deami-
naze adenozyny (ADAbp) - inhibitory DPP IV - peptydomimetyki - gliptyny

Summary

DPP IV is a peptidase with a catalytic activity and the ability to bind extracellular matrix pro-
teins. It participates in the metabolism of glucose, gastrointestinal motility, the regulation of
appetite and affects the function of the immune system. It is also involved in the formation
of pain and inflammation. The variety of activities due to extensive expression in endothelial
and epithelial cells makes the enzyme a promising tool for diagnostic and prognostic applica-
tions. The natural DPP IV peptide inhibitors and substrates have inspired the search for new,
therapeutically important compounds that selectively inhibit the enzyme activity. A number
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of changes to the structure of the parent molecules have been required to improve their
pharmacokinetic and pharmacodynamic profile to achieve therapeutic efficacy. The several
synthetic scaffold mimetics, known as gliptins, are now in clinical use in the treatment of
diabetes mellitus type 2. Recent studies indicate that gliptin inhibitors may be of therapeutic
interest or inspiration for the development of new drugs for other diseases such as cancer,
inflammatory, degenerative diseases, metabolic and neurological disorders or dysfunctions
of the immune system.
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- peptyd glukagonopodobny, GIP - glukozalezny polipeptyd insulinotropowy, FAPa - biatko
aktywujace fibroblasty g, IL - ogdlnie: interleukina, cytokina bioraca udziat w odpowiedzi im-
munologicznej i procesach krwiotwérczych, myszy NOD - model do badan obcigzony wysokim
ryzykiem zachorowania na cukrzyce (od 4 tygodnia po urodzeniu pojawia sie autoimmunologiczne
zapalenie trzustki), Myszy STZ - model do badan obcigzony cukrzyca indukowanga streptozoto-
cyng, NPY - neuropeptyd Y, PACAP - polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylanowa,
RANTES (CCL5) - chemokina 3 syntetyzowana przez limfocyty T, wykazujaca dziatanie prozapalne,

SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego, chemokina CXCL12.

WPROWADZENIE

Proteazy sg zaangazowane w wiele fizjologicznych
proceséw komérkowych, obejmujgcych m.in. wzrost,
réznicowanie, odzywianie, programowang $mier¢
komdrek, uczestnicza tez w migracji biatek, diapedezie
oraz w procesie zaptodnienia i zagniezdzenia zygoty.
Posredniczg réwniez w procesach patofizjologicznych,
prowadzgcych do rozwoju zmian nowotworowych,
neurodegeneracyjnych, choréb uktadu oddechowego,
uktadu krazenia, infekcji pasozytniczych, wirusowych
i grzybiczych. Ze wzgledu na szerokie zaangazowanie
w réznorodne procesy komérkowe, proteazy sa inte-
resujacym celem terapeutycznym. Wynika to gléwnie
z tego, ze mozliwe jest projektowanie oraz synteza
ich swoistych inhibitoréw. Inhibitory proteaz obej-
muja zardwno juz stosowane, jak i potencjalne tera-
peutyki choréb nowotworowych, stanéw zapalnych,
zakazefi wirusowych (HIV, HCV), choréb uktadu ser-
cowo-naczyniowego, uktadu oddechowego, odporno-
$ciowego, choroby Alzheimera czy cukrzycy typu 2
oraz 1[83].

Najlepiej scharakteryzowang rodzing proteaz sg pro-
teazy serynowe, badane od ponad pét wieku pod

wzgledem wtasciwosci chemicznych i fizycznych,
mechanizmdéw dziatania, szlakéw metabolicznych,
a od ponad dekady réwniez pod katem ekspresji gene-
tycznej. Znakomitym przyktadem proteaz jest DPP
1V, nalezgca do prolilooligopeptydaz, znana réw-
niez jako biatko réznicowania dopetniacza 26 (CD26)
badz biatko wigzace deaminaze adenozyny (ADAbp).
Zidentyfikowano kilka proliloswoistych proteaz, ale
w zastosowaniach klinicznych sg obecnie jedynie inhi-
bitory DPP IV.

DPP 1V ulega ekspresji na powierzchni niemalze
wszystkich komdrek ssakéw, bakterii, ro$lin i grzybdw.
W organizmie ludzkim mozna ja znalez¢ w komérkach
nablonkowych watroby, przewodu pokarmowego,
jednak najwieksza aktywno$é obserwuje sie w ner-
kach [44]. Poza tym, rozpuszczalne izoformy DPP IV
sa obecne takze w wielu ptynach ustrojowych: §linie,
26kci oraz ptynie nasiennym. Ekspresja DPP IV regu-
lowana jest przez limfocyty B i T oraz komérki NK
(natural killers), stad zamienna nazwa i symbol CD26,
podkreslajace szczegdlna role tego biatka w uktadzie
immunologicznym [2].
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Ryc. 1. Swoisto$¢ substratowa DPP IV - schemat (wg [3] zmodyfikowano)

CHARAKTERYSTYKA DPP IV

Dipeptydylopeptydaza IV (dipeptidyl peptidase IV, DPP
IV, EC 3.4.14.4) to ektoproteaza serynowa, zgodnie z kla-
syfikacja hydrolaz peptydowych nalezaca do rodziny
oligopeptydaz prolilowych S9, podrodziny S9B [61]. Po
raz pierwszy zostala opisana w 1966 r. przez Hopsu-
-Havu i Glennera jako glicyloprolilo-p-naftyloamidaza
uzyteczna w procesie pozyskiwania amylazy I z watroby
szczura [4]. W literaturze wystepuje réwniez jako biatko
wigzace deaminaze adenozyny ADAbp (adenosine
deaminase binding protein) oraz jako biatko CD26 akty-
wujace limfocyty T [3].

Uwzgledniajgc rodzaj aktywnosci enzymatycznej, DPP
IV jest egzopeptydaza, a doktadniej aminopeptydaza,
gdyz w wyniku hydrolizy odszczepia od N-korica sub-
stratu dipeptyd o budowie Xaa-Pro, Xaa-Ala lub rzadziej
Xaa-Hyp badZ Xaa-Ser, przy czym reszta aminokwasu
poprzedzajacego nie moze by¢ ani reszta Pro, ani reszta
Hyp (ryc. 1). Naturalnymi substratami enzymu sg bio-
aktywne peptydy, petniace funkcje chemokin, hormo-
néw oraz neuromodulatoréw. Tak wiele réznorodnych
substratéw wskazuje na plejotropowa funkcje DDP 1V
w organizmie [3,81].

Ekspresja DPP IV wystepuje niemal we wszystkich tkan-
kach organizmu ludzkiego. Ludzki gen DPP IV znajduje
sie na dtuzszym ramieniu chromosomu 2 (2q24.3), obej-
muje okoto 70 kb, sktada sie z 16 eksonéw oraz domen
wiazacych czynnik transkrypcyjny genéw konstytutyw-
nych. Mimo zidentyfikowania pojedynczego mRNA DPP
1V, stwierdzono znaczna niejednorodnos¢ biatka, ktéra

jest spowodowana prawdopodobnie modyfikacjami
potranskrypcyjnymi. Po biosyntezie DPP IV zawiera
liczne jednostki glikozylowe i stanowi integralng cze$é
typu II btony komérkowej. Mechanizm uwalniania DPP
IV z blony jest nieznany, cho¢ przyjmuje sie, ze odbywa
sie za posrednictwem proteolizy poczawszy od reszty
seryny 39 (Ser39). Naturalna, rozpuszczalna DPP IV
wystepuje w postaci dimerycznej o masie czasteczkowe;j
220-240 kDa [1].

STRUKTURA PRZESTRZENNA DPP IV

Funkcjonalny enzym zwykle jest zakotwiczony w blo-
nie komérkowej dzieki transmembranowym odcinkom
o strukturze helikalnej, znajdujacym sie na N-koricach
taticuchéw polipeptydowych dwéch podjednostek.
Fragment zewnatrzkomérkowy kazdej z podjednostek
jest zbudowany z 766 reszt aminokwasowych i obej-
muje dwie domeny: domene o/p (reszty aminokwasowe
506-766) o aktywnos$ci hydrolazy peptydowej (domena
katalityczna) i o§miocztonowa domene P (reszty ami-
nokwasowe 55-497) o strukturze przypominajacej $mi-
gto (domena wigzgca), w ktdrej kazdy czton - , topatka”,
tworzony jest przez cztery naprzeciwlegte arkusze p
(ryc.2) [3,81].

Centrum aktywne enzymu wspéitworzg reszty amino-
kwasowe obu domen, a trzy najwazniejsze, tworzace
triade katalityczng, czyli reszty Ser630, Asp708 oraz
His740, naleza do domeny «/f. Sg ulokowane w miej-
scu ,,ostrego” skretu taricucha polipeptydowego zloka-
lizowanego w przestrzeni miedzy obydwoma domenami
enzymu. Miejsce to jest okre§lane mianem ,,nukleofilo-
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Ryc. 2. Homodimeryczna struktura DPP IV zakotwiczona w btonie
cytoplazmatycznej z zaznaczonymi domenami a/ (kolor szary) i § (kolor z6tty)
oraz triada katalityczng (kolor czerwony) (wg [80] zmodyfikowano)

wego tokcia” (nucleophile elbow), poniewaz wszystkie
trzy tworzace go reszty aminokwasowe zawierajg nukle-
ofilowe grupy funkcyjne taricuchéw bocznych, bezpo-
$rednio odpowiedzialne za funkcje katalityczng enzymu.
Substrat moze dotrze¢ do centrum aktywnego DPP 1V
badZ przez tunel o $rednicy 15 A, utworzony przez skrzy-
dta domeny P bad?Z przez szczeline o szerokosci okoto 21
A, ktéra znajduje sie miedzy obiema domenami i umoz-
liwia dostep wiekszym polipeptydom. Rozmiar substratu
mogacego ulec hydrolizie zalezy od jego struktury trze-
ciorzedowej. Znane sg np. polipeptydy zbudowane
z ponad 80 reszt aminokwasowych, bedace substratami
DPP IV [2,81].

BUDOWA CENTRUM AKTYWNEGO DPP IV

Swoisto$¢ substratowa, jak réwniez mozliwo$¢ inhibi-
cji DPP 1V, sa zwigzane z budowa centrum aktywnego,
a wlasciwie obecnoscig w jego obrebie okre$lonych reszt
aminokwaséw katalitycznych i wiazacych, tworzacych
trzy kieszenie: S1, S2 i S3 [10,33,70].

Silnie hydrofobowg kieszen S1, oprécz reszt aminokwa-
sowych triady ,,nukleofilowego tokcia”, tworza Tyr631,
Val656, Trp659, Tyr662, Tyr666 oraz Val711. Utworzona
wneka, umozliwiajaca idealne wpasowanie pierscienia
pirolidynowego reszty proliny obecnej w substracie, jest
dodatkowo stabilizowana przez oddziatywania typu stac-
king z réwnolegle utozonym pier§cieniem aromatycz-
nym Tyr662 oraz prostopadle ulokowanym pierscieniem
Tyr666. W przestrzen kieszeni S1 mozliwe jest réwniez
wpasowanie innych reszt aminokwasowych o niewiel-
kich rozmiarach, a mianowicie Hyp, Ala, Ser i Gly, jednak
nie jest ono tak optymalne jak w przypadku Pro. Wia-
zanie amidowe reszty Pro umiejscowionej w kieszeni S1
z reszta aminokwasu poprzedzajacego wystepuje w kon-
figuracji trans. Laricuchy boczne reszt aminokwasowych,

zaréwno poprzedzajgcej (Xaal) oraz wystepujacej bez-
posrednio za Pro (Xaa3), nie oddziatuja z biatkiem enzy-
matycznym, co ttumaczy niemal catkowitag dowolno$¢
sekwencyjna substratu w tych pozycjach. Jedyne ogra-
niczenie to to, ze w pozycji Xaa3 nie moze wystepowac
amina drugorzedowa, czyli reszta proliny oraz hydrok-
syproliny. Dla czynno$ci katalitycznej DPP IV wazna jest
réwniez obecno$¢ wolnej i protonowanej grupy ami-
nowej na N-konicu substratu. Oddziatuje z diada Glu205
i Glu206 (kieszen S2), a takze grupa hydroksylowa
Tyr662 (kieszeri S1). Oznacza to, ze rozpoznanie N-ter-
minalnej czesci substratu determinuje jego odpowied-
nie umiejscowienie w centrum aktywnym, a tym samym
selektywno$é substratowa i jest warunkiem nastepczej
hydrolizy prowadzacej do odszczepienia wtasciwego
dipeptydu. Natomiast z punktu widzenia mozliwosci
inhibicji DPP 1V, wazna role odgrywa obecnos¢ trze-
ciej kieszeni S3, tworzonej przez reszty Val207, Ser209,
Arg358 oraz Phe357, ktéra nie wystepuje w strukturze
zadnej ze spokrewnionych ewolucyjnie z DPP IV pep-
tydaz prolilowych. Nalezy wiec oczekiwad, ze zwiazek,
ktéry mégltby wypetnié kieszen 3, bedzie bardzo sku-
tecznym i selektywnym inhibitorem DPP IV. Warto
dodaé¢, ze zaden z naturalnych substratéw enzymu nie
wigze sie z tym fragmentem enzymu [10,33,70].

NATURALNE SUBSTRATY DPP IV

W organizmie ludzkim zidentyfikowano wiele pepty-
déw i biatek, ktére mogg by¢ substratami DPP 1V. Jak juz
wspomniano, petnig funkcje chemokin, hormonéw oraz
neuromodulatoréw [3] (tabela 1).

Naturalne substraty DPP 1V z grupy chemokin

Wsréd zidentyfikowanych substratéw enzymu najlicz-
niejsza grupe tworza chemokiny - biatka uczestniczace
w procesach migracji komérek uktadu odpornoscio-
wego poprzez wigzanie sie z odpowiednimi receptorami
obecnymi bad? na ich powierzchni lub na powierzchni
komérek nabtonkowych narzadéw. Niejednokrot-
nie N-terminalny fragment czgsteczki chemokiny jest
konieczny do wystapienia waznych oddziatywan ligand-
-receptor [3,51].

Chemokina, wobec ktérej DPP 1V wykazuje najwyzsza
selektywnos$¢, jest czynnik pochodzenia stromalnego
1 SDF-1 (stromal derived factor-1, CXCL12). SDF-1 jest
chemoatraktantem dla spoczynkowych limfocytéw T
i monocytéw, odpowiadajacym za prawidlowy rozwdj
komdrek krwiotwédrczych. W chwili odtaczenia N-korico-
wego dipeptydu, biatko SDF-1 traci aktywno$¢ biologiczng
z powodu zaniku zdolno$ci oddziatywania z receptorem
CXCR4. Udostepnienie niezwigzanego receptora CXCR4
dla innych ligandéw moze by¢ w tym przypadku wyjat-
kowo niebezpieczne, gdyz zwieksza mozliwo$¢é zainfeko-
wania komérek uktadu odporno$ciowego jedna z odmian
ludzkiego wirusa upo$ledzenia odporno$ci - HIV-1, ktéry
na etapie wnikania do komérki gospodarza wykorzystuje
CXCR4 jako koreceptor [26,60].
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Tabela 1. Wybrane naturalne substraty DPP IV

Peptyd / Biatko Liczba aminokwaséw N-terminalna sekwencja
Chemokiny

SDF-1(CXCL12) 68 KP | VSLS-
RANTES (CCL5) 68 SPLYSSD-
MDC (CCL22) 69 GP|YG|AN-
Eotaksyna (CCL11) 74 GP | ASVP-
[P-10 (CXCL10) 77 VP | LSRT-
Neuromodulatory

Neuropeptyd Y (NPY) 36 YP | SKPD-
Substancja P (SP) 1 RP | KP | QE-
Endomorfina-1 (EM-1) 4 YP | WF
Endomorfina-2 (EM-2) 4 YP | FF
Hormony

Peptyd YY (PYY) 36 YP | IKPE-
GLP-1 30 HA | EGTF-
GLP-2 35 HA | DGSF-
GIP Y] YA EGTF-
PACAP 27 lub 38 HS | DGIF-
VIP 28 DA | VFTD-
GRH 44 YA | DAIF-

| - hydrolizowane wigzanie peptydowe.

Druga chemoking, ktérej hydroliza z udzialem DPP 1V
ma wplyw na proces infekcji HIV-1, jest RANTES (regula-
ted on activation, normal T-cell expressed and secreted)
- biatko indukujace migracje limfocytéw, monocytéw,
komdérek dendrytycznych, eozynofiléw, bazofiléw oraz
komérek NK (natural killer). Utrata N-terminalnego frag-
mentu Ser-Pro zmniejsza zdolno$¢ oddziatywania che-
mokiny RANTES z receptorami CCR1 i CCR3, co znacznie
ostabia jej wptyw na wymienione komdrki. Jednoczes$nie
jednak wzrasta powinowactwo biatka wzgledem recep-
tora CCR5, stanowigcego drugi z koreceptoréw wirusa
HIV-1, czynigc go niedostepnym dla patogenu [26,60].

MDC (macrophage-derived chemokine) to nastepna,
po SDF-1, chemokina, wobec ktérej DPP 1V wykazuje
bardzo duza selektywno$é. W wyniku reakcji enzyma-
tycznej sa usuwane az cztery N-koficowe aminokwasy
biatka w postaci dwéch dipeptyddw o sekwencjach Gly-
-Pro i Tyr-Gly. MDC jest chemoatraktantem monocytéw,
komérek dendrytycznych, aktywowanych limfocytéw
oraz komérek NK, a w nastepstwie hydrolizy obserwuje
sie jedynie zmniejszenie aktywnosci biologicznej che-
mokiny, a nie jej zupetny zanik [60].

Innym przyktadem chemokiny bedgcej substratem DPP
IV jest eotaksyna, ktéra wigzac sie z receptorem CCR3,
wystepujacym na powierzchni eozynofiléw i bazofiléw,
determinuje ich taksje w kierunku stanéw zapalnych,
wywotanych gtéwnie reakcjami alergicznymi. Hydroliza

biatka prowadzi do utraty jego aktywnosci biologicz-
nej na skutek zaniku zdolno$ci wigzania sie z recepto-
rem [3,31].

Natomiast w przypadku chemokiny IP-10 reakcja hydro-
lizy z udziatem DPP IV prowadzi do powstania produktu,
ktéry nadal wykazuje zdolno$¢ taczenia sie z odpowied-
nim receptorem, jednak oddziatywanie to nie indukuje
dalszej $ciezki sygnatowej. Tym samym biatko nie moze
petni¢ swej funkeji, polegajacej na kierowaniu aktywo-
wanych limfocytéw T do miejsc zapalenia [3,18].

Naturalne substraty DPP IV z grupy
neuromodulatorow

Najlepiej poznanym substratem DPP IV pelnigcym
funkcje neuromodulatora jest neuropeptyd Y (NPY).
Uczestniczy w regulacji ci$nienia krwi, bierze udziat
w gospodarce energig oraz wptywa na taknienie
przez oddziatywanie z receptorami wystepujacymi na
powierzchni neuronéw umiejscowionych w obrebie
synapsy. Obecno$¢ receptoréw NPY stwierdzono réw-
niez na powierzchni komdrek uktadu odpornosciowego
z grupy leukocytdw, a jego wptyw na te komérki okazat
sie bimodalny. Oddziatujac z komérkami prezentujacymi
antygen (antigen presenting cells, APC), NPY pobudza je
do wytwarzania cytokin prozapalnych, natomiast wcho-
dzac w interakcje z limfocytami T - wywotuje sekrecje
cytokin przeciwzapalnych. Hydroliza peptydu prowadzi
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Ryc. 3. Budowa kompleksu TCR (wg [16] zmodyfikowano)

do utraty jego catkowitej badZ czesciowej zdolnosci wig-
zania z odpowiednimi receptorami [60,74].

Substrat DPP IV tworzy substancja P (SP), ktéra uczestni-
czy w przekazywaniu sygnaléw zwiazanych ze skurczem
miesni gladkich, a takze pelni funkcje immunoregulatora.
Struktura N-terminalnej sekwencji peptydowej determi-
nuje odciecie nie jednego, a dwéch dipeptydéw o sekwen-
cjach Arg-Pro i Lys-Pro, w wyniku czego powinowactwo
SP wzgledem receptora NK1 zmniejsza sie [60].

Substratami DPP IV sg réwniez peptydy opioidowe,
zwlaszcza dwa endogenne tetrapeptydy: endomor-
fina-1 (EM-1) i endomorfina-2 (EM-2), bedace ligan-
dami receptora p opioidowego, ktérych aktywno$é
biologiczna przejawia sie u$mierzeniem odczuwanego
bélu [3]. Hydroliza peptydéw opioidowych jest niepo-
zadana z punktu widzenia mozliwo$ci zastosowania ich
jako potencjalnych analgetykéw. Wystarczy wspomnie,
ze katalizowana przez DPP 1V degradacja endomor-
fin w organizmie zachodzi wyjatkowo szybko - nawet
w ciggu 1 minuty moze doj$¢ do catkowitego zaniku ich
aktywnosci [72].

Naturalne substracy DPP IV z grupy hormonow

DPP 1V odgrywa istotng role w inaktywacji bioaktyw-
nych peptydéw nalezacych do nadrodziny PACAP/glu-
kagon. Obejmuje dziewie¢ hormondéw peptydowych,
sposréd ktérych szes¢ to substraty enzymu. Sa to:

e glukagonopodobny peptyd-1 (glucagon-like pep-
tide-1, GLP-1);

e glukagonopodobny peptyd-2 (glucagon-like pep-
tide-2, GLP-2);

e glukozalezny polipeptyd insulinotropowy (glucose-
-dependent insulinotropic polypeptide lub gastric inhi-
bitory peptide, GIP);

e polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenyla-
nowa (pituitary adenylate cyclase-activating polypep-
tide, PACAP);

e wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal
peptide, VIP);

e hormon uwalniajacy hormon wzrostu (growth hor-
mone-releasing hormone, GRH).

Umiejscowienie oraz funkcja poszczegélnych hormo-
néw w organizmie sg réznorodne. Kazdy z wymienio-
nych peptydéw oddziatuje ze swoistym dla siebie typem
receptora, a zdolno$¢ interakgji i tym samym aktywno$¢
biologiczna, zanikaja w chwili hydrolizy katalizowanej
przez DPP 1V [60,77].

Opisane wyzej bioaktywne peptydy i biatka to wybrane
przyklady czasteczek zidentyfikowanych dotychczas jako
naturalne badZ potencjalne substraty DPP IV. Cze$¢ poli-
peptydéw poddanych badaniom biologicznym nie wyka-
zuje podatnosci na dziatanie enzymu w warunkach in vitro,
mimo obecnosci reszty Pro lub Ala w przedostatniej pozy-
¢ji taticucha peptydowego. Nie oznacza to oczywiscie, ze
in vivo nie ulegaja hydrolizie [3]. Jest wiele substratéw DPP
IV wciaz niedoktadnie poznanych. Nie tak dawno ustalono
chociazby, Ze substratami dipeptydylopeptydazy moga by¢
tzw. peptydy bogate w proline PRP (proline rich peptides),
jak réwniez agregujace peptydy amyloidu f (AB) [4].

FUNKCJE DPP IV W ORGANIZMIE

Ze wzgledu na wielo$¢ substratowa oraz mozliwo$¢ wig-
zania na swej powierzchni dodatkowych biatek, DPP IV
przypisuje sie wiele funkcji w organizmie, z czego nie
wszystkie zostaly jeszcze doktadnie poznane.

Rola DPP IV w regulacji st¢zenia glukozy we krwi

DPP 1V bierze udziat w regulacji stezenia glukozy we krwi
przez hydrolize dwéch peptydowych hormondw inkre-
tynowych, GLP-1 i GIP. Inkretyny sa wydzielane przez
komérki jelita w odpowiedzi na spozycie pokarmu i powo-
duja zwiekszone, positkowe wydzielanie insuliny, zmniej-
szajac stezenie glukozy we krwi. Inaktywacja GLP-1 i GIP
nastepuje w wyniku hydrolizy przez DPP 1V juz po okoto
2 minutach od chwili ich wydzielenia. GLP-1 jest zdolny
do przenikania bariery krew-mézg. Ponadto, pobudzajac
odpowiednie receptory, zmniejsza apetyt oraz zwieksza
uczucie syto$ci, wpltywa na motoryke jelit i wydzielanie
soku zotgdkowego oraz promuje przezycie komdrek B
trzustki w warunkach stresu metabolicznego. Ustalono, ze
hamowanie aktywno$ci enzymu wydtuza czas aktywnosci
GLP-1 i GIP, co jest niezwykle korzystnym i pozagdanym
efektem w terapii cukrzycy typu 2 (choroba charaktery-
zuje sie m.in. odpornoscig tkanek obwodowych na dziata-
nie insuliny i/lub niedoborem insuliny na skutek defektu
jej sekrecji). Do tej pory opracowano wiele syntetycz-
nych inhibitoréw DPP 1V, tzw. gliptyn, sposréd ktérych
cze$¢ jest juz dostepna na rynku farmaceutycznym [34].
Wybrane z nich zostang omdéwione w dalszej cze$ci pracy.

Rola DPP IV w funkcjonowaniu uktadu

immunologicznego

Wazng funkcjg DPP 1V jest udzial w regulacji odpowiedzi
immunologicznej z wykorzystaniem zaréwno aktywno-
$ci katalitycznej enzymu, jak i jego wtadciwo$ci wigzania
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innych biatek. Katalityczna aktywno$é DPP IV w regu-
lowaniu odpowiedzi immunologicznej moze sie prze-
jawiaé, m.in. przez hydrolize bioaktywnych peptydéw
i biatek (SDF-1, RANTES, MDC, eotaksyna czy NPY),
zwiazanych z uktadem odpornos$ciowym. Wtasciwosci
wigzace enzymu umozliwiajg jego oddziatywanie z kola-
genem oraz fibronektyna, bedagcymi sktadnikami macie-
rzy zewnatrzkomdérkowej ECM (extracellular matrix),
dzieki czemu modulowany jest proces migracji limfo-
cytéw [32,81]. Ponadto, DPP IV wykazuje zdolno$¢ wia-
zania deaminazy adenozyny (ADA), czym przyczynia
sie do nasilenia proliferacji limfocytéw T. ADA katali-
zuje przeksztalcenie czasteczki adenozyny w inozyne,
zmniejszajac tym samym zewnatrzkomérkowe stezenie
adenozyny, ktéra hamuje proliferacje limfocytéw [37].
Jednak gtéwna funkcja DPP IV w odpowiedzi obronnej
organizmu na dzialanie patogenéw wydaje sie induk-
cja sygnatu kostymulujgcego, prowadzaca do aktywacji
komérek T uktadu odpornosciowego [3].

Udzial DPP IV w aktywacji ]imfocytéw T

Jak juz wspomniano, glikoproteina DPP IV oznaczana
symbolem CD26, wystepuje na powierzchni komérek
uktadu immunologicznego. Pierwotnie byta okreslana
jako antygen réznicowania komdrek T, obecnie otrzy-
mata miano markera aktywacji limfocytéw T. W niewiel-
kiej ilosci znajduje sie na powierzchni spoczynkowych
limfocytéw T, natomiast liczba limfocytéw niosacych
CD26, jak i liczba czasteczek biatka na ich powierzchni,
wyraznie wzrastajg w wyniku aktywacji komérek uktadu
odpornosciowego. Ponadto, CD26 pojawia sie takze na
powierzchni aktywowanych limfocytéw B oraz komdrek
NK [37].

DPP IV (CD26) petni funkcje kostymulatora aktywacji
limfocytéw T, indukujac dodatkowy sygnat komérkowy
wzmacniajgcy sygnal podstawowy. Gtéwny szlak sygna-
towy, aktywujacy limfocyty T, inicjuje rozpoznanie anty-
genu prezentowanego na powierzchni komérki APC.
Antygen, najczesciej bedacy krétkim polipeptydem (8-18
reszt aminokwasowych), zostaje umieszczony przez APC
na czasteczce gltéwnego uktadu zgodnosci tkankowej
MHC (major histocompatibility complex) i w tej postaci
jest rozpoznawany przez kompleks TCR (T-cell receptor)
obecny na powierzchni limfocytu T. W sktad kompleksu
TCR wchodza: receptor (zbudowany z tatdicuchéw a i p),
koreceptory CD3 oraz taficuchy C (ryc. 3). W chwili roz-
poznania antygenu, inicjowane sa wewnatrzkomérkowe
reakcje, ktére uaktywniaja odpowiednie czynniki trans-
krypcyjne. W aktywowanej komérce T zachodzi ekspre-
sja licznych biatek powierzchniowych (tzw. markeréw
aktywacji limfocytéw), ktérych obecno$é umozliwia
przeprowadzenie ataku na komérki patogenu [37,59].

Dokladny mechanizm generowania sygnatu kostymulu-
jacego przez DPP IV (CD26) nie zostal jeszcze catkowi-
cie wyja$niony. Dowiedziono jednak, ze indukcja sygnatu
przez enzym wymaga utworzenia kompleksu TCR-anty-
gen-MHC. Obecno$¢ dodatkowego sygnatu intensyfikuje

odpowiedz limfocytu T na antygen przez zwiekszenie
sekrecji cytokin, nasilenie proliferacji i zapoczatkowa-
nie réznicowania w kierunku komérek efektorowych
oraz stymulowanie ich migracji do tkanek docelowych.
Wzmacnia réwniez sygnaty aktywujace limfocyty B oraz
limfocyty T cytotoksyczne CTL (cythotoxic T lympho-
cytes) [37,66]. Sugeruje sie, ze DPP IV (CD26) oddziatuje
z innym biatkiem powierzchniowym CD45, wykazujg-
cym aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej, co moze skut-
kowa¢ regulacja CD45 przez DPP 1V (CD26). Fosfataza
tyrozynowa odgrywa wazng role w transdukcji sygnatéw
komérkowych prowadzacych do aktywacji limfocytéw T,
katalizujac defosforylacje wewnatrzkomdrkowych frag-
mentéw koreceptoréw CD3 oraz taricuchéw { kompleksu
TCR [24,37].

Ohnuma i wsp. zaproponowali mechanizm procesu
wspomagajacego aktywacje komdrek T, zaktadajacy
oddziatywanie DPP IV (CD26) z zewnatrzkomdrkowym,
N-terminalnym fragmentem czasteczki kaweoliny-1
- transbtonowego biatka, prawdopodobnie obec-
nego w blonie cytoplazmatycznej komdrek APC [66].
W wyniku tych oddziatlywar kaweolina-1 ulega hydroli-
zie, a to uruchamia szlak sygnatowy wewnatrz komdrki
prezentujacej antygen, powodujacy nasilenie ekspresji
CD86. CD86 jest biatkiem powierzchniowym komérek
APC oraz ligandem receptora CD28 limfocytéw T, a ich
oddziatywanie indukuje sygnat stymulujacy aktywacje
komérek T (ryc. 4) [66].

Badania wyja$niajace funkcjonowanie DPP IV (CD26)
w uktadzie odporno$ciowym jako kostymulatora trwajg
nadal. Pewne jest, ze CD26 promuje aktywacje limfo-
cytéw T i przyczynia sie do odpowiedzi zapalnej orga-
nizmu. U pacjentdw cierpigcych na choroby o podtozu
autoimmunologicznym, takie jak reumatoidalne zapa-
lenie stawdw, choroba Gravesa-Basedowa czy stward-
nienie rozsiane, zidentyfikowano zwiekszony poziom
limfocytéw T CD26+ w obrebie zaognionych tkanek.
Z tego tez powodu zwrdcono uwage na DPP IV (CD26)
jako na potencjalny cel terapeutyczny w terapii cho-
réb o podtozu autoimmunologicznym. Zaréwno niese-
lektywne inhibitory DPP 1V, jak i selektywne inhibitory
supresji proliferacji komdrek T DP8/DP9 hamuja proli-
feracje komdrek T splenocytéw mysich stymulowanych
mitogenem i to zaréwno myszy dzikich, jak i pozba-
wionych genu. Selektywne inhibitory enzymu DPP IV
stosowane w monoterapii nie wykazuja tego rodzaju
hamujacej aktywnosci. Traktujac myszy NOD agoni-
stycznymi inhibitorami receptora Toll-podobnego
typu 2 (TLR2) i inhibitorami DPP IV, mozna zwiekszy¢
mase B komdrek bez zmiany proporcji regulatorowych
komérek T i komérek pomocniczych T oraz makrofa-
gbw [14,23,65]. Zastosowanie syntetycznych inhibitoréw
DPP IV (Lys[Z(NO2)]-pirolidyny, Lys[Z(NO2)]-tiazolidyny
oraz Ala-Pro-nitrobenzylohydroksyloaminy) przyniosto
pozytywne rezultaty w badaniach przeprowadzonych na
modelach zwierzecych w reumatoidalnym zapaleniu sta-
wéw, stwardnieniu rozsianym oraz terapii zapobiegaja-
cej odrzuceniu przeszczepdw [66].
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Ryc. 4. Schemat powstawania kostymulujacego sygnatu aktywacji limfocytéw T, zaproponowany przez Ohnuma i wsp. [66]

Rola DPP IV w funkcjonowaniu uktadu
psychoneuroendokrynnego

Wiele réznorodnych substratéw DPP 1V, obejmujacych
m.in. bioaktywne peptydy z grup neuromodulatoréw
i hormondw, wskazuje na znaczenie enzymu w funkcjo-
nowaniu uktadu psychoneuroendokrynnego [17]. Ana-
liza aktywnosci DPP 1V niezwigzanej z btong komdrkowsa,
obecnej w surowicy krwi u oséb cierpigcych na choroby
o podtozu psychicznym oraz psychosomatycznym wyka-
zala istotne réznice w warto$ciach w poréwnaniu z oso-
bami zdrowymi [28,42].

U pacjentéw, u ktérych zdiagnozowano gteboka depre-
sje obserwowano znacznie obnizona aktywno$¢ enzymu.
Maes i wsp. [58] uwazali, iz moglo to by¢ przyczyng
zaburzen ukladu immunologicznego, ktére towarzysza
chorobie i przejawiaja sie wystgpieniem stanéw zapal-
nych, nawet w odpowiedzi na stres psychiczny. Cytokiny
prozapalne, takie jak IL-1p i IL-6, sa potencjalnymi sub-
stratami DPP 1V, a obnizone tempo ich degradacji moze
by¢ przyczyna wystepowania odczynéw zapalnych [58].

Natomiast zwiekszona aktywno$¢ enzymu obserwowano
u 0séb cierpigcych na zaburzenia odzywiania o podtozu
psychicznym, takie jak anoreksja i bulimia. Uwage leka-
rzy zwrdcit fakt, iz mimo niedozywienia, organizm osoby
chorej pozostawat immunokompetentny, a podwyzszona
aktywno$¢ DPP 1V podaje sie jako mozliwe wyjasnienie
tego zjawiska [43].

Opisane obserwacje zachecity badaczy do rozwazenia
DPP 1V jako potencjalnego markera diagnostycznego
i/lub prognostycznego dla réznych zaburzen neurop-
sychiatrycznych. Stwierdzono bowiem, ze jesli zmiany
w stezeniach DPP IV wplywaja na aktywno$¢ neuro-
peptydéw i hormondéw zaangazowanych w regulacje
nastroju i zachowania, to DPP IV moze by¢ predyka-
torem objawdéw chorobowych. Moze tez byé wskazni-
kiem stanu pacjenta, utatwiajacym jego przypisanie
do jednostki chorobowej wedtug obowigzujacej w psy-
chiatrii klasyfikacji ICM-10 (International Classifica-
tion of Diseases: tenth revison), ktéra obecnie opiera
sie jedynie na kryteriach behawioralnych [7,28]. Brak
mierzalnych parametréw biochemicznych utrud-
nia diagnoze psychiatryczna. Znane sa np. przypadki
nieprawidlowego rozrézniania schizofrenii dzieciecej
i autyzmu [20]. W ostatnich latach zintensyfikowano
badania nad etiologig autyzmu. Wykazano zmiany ste-
zenia DPP IV w osoczu u oséb autystycznych w pordw-
naniu z grupg kontrolna, natomiast znaczacej réznicy
nie wykryto w surowicy [13]. Ustalono, ze podwyz-
szony poziom DPP IV pozytywnie korelowat z pro-
blemami uwagi oraz agresywnymi i ekstremalnymi
zachowaniami oszacowanymi wedtug podskali CBCL
(Child Behavior Check-list) [35].

Wiele prac dotyczacych zaburzehi w autyzmie opi-
suje role peptydéw pochodzacych z rozktadu zywnosci
(zwlaszcza z niekompletnej hydrolizy kazeiny i glutenu)
w etiologii choroby [21,85]. Peptydy z pozywienia moga
sie wigza¢ z DPP 1V i indukowaé wytwarzanie przeciw-
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cial, inicjujac w ten sposdéb autoimmunizacje i perma-
nentny stan zapalny w mdzgu. Ponadto, przeciwciata
anty-DPP IV moga inaktywowaé enzym i doprowa-
dzi¢ do kumulacji gluteomorfin i kazomorfin w jelitach
i przyczynia¢ sie do dysregulacji neuroimmunologicz-
nej i nieprawidlowej neurotransmisji. Te same przeciw-
ciata anty-DPP IV wykryto réwniez w reumatoidalnym
zapaleniu stawdw, toczniu rumieniowatym uktadowym,
zawale mie$nia sercowego przy jednocze$nie obnizonym
poziomie niezwigzanego enzymu [85]. Hipoteza wpltywu
peptydéw opioidowych na zaburzenia zwiazane z auty-
zmem oraz autoimmunizacjg ma zwolennikéw i przeciw-
nikéw, bo doniesienia na temat stezeri niezwigzanej DPP
1V, jak i jej ekspresji na powierzchni blony komdrkowej
sa niejednoznaczne i wymagaja dalszych badan.

Rola DPP IV w rozwoju nowotworow

Oddziatywanie z biatkami (ADA, CD45), wigzanie sktad-
nikéw ECM i proteolityczna degradacja wielu sub-
stratéw wskazuja na plejotropowa funkcje DPP IV
w organizmie, w tym na prawdopodobiefistwo udziatu
w rozwoju choréb nowotworowych. Doktadna rola
enzymu w procesie nowotworzenia nie zostata dotych-
czas wyjasniona. Zalezna od DPP IV regulacja proteoli-
tycznego rozktadu ligandéw peptydowych, jako czastek
sygnatowych, wptywa na promowanie badZ hamowanie
wzrostu komdérek. Dipeptydylopeptydaza IV wspomaga
funkcjonowanie uktadu immunologicznego, a takze,
wystepujac na powierzchni komérek zmienionych cho-
robowo, przyczynia sie do ksztaltowania mikro$rodo-
wiska rozwijajacego sie guza, na co ma réwniez wplyw
rodzaj i stezenie substratéw w otoczeniu tego guza.
Istotne znaczenie odgrywa ponadto umiejscowienie
i typ komérek podlegajacych transformacji. Sugeruje
sie, ze DPP 1V ulega ekspresji gtéwnie na powierzchni
komdrek z tzw. obszaru niedotlenienia, gdzie uczestni-
czy w degradacji neuropeptydu Y, odpowiedzialnego za
aktywacje receptoréw uruchamiajgcych proces angio-
genezy [40,78].

W kilku typach nowotworéw zaobserwowano utrate
lub brak ekspresji DPP 1V i jej ligandéw w sasiednich
komérkach nowotworowych, co moze by¢ wyznaczni-
kiem progresji i przerzutéw. Ekspresja DPP IV jest np.
obnizona w czerniaku, raku pluc, stercza i jelita grubego,
a stopniowo maleje w gruczolakoraku endometrium.
Przeciwne dzialanie wykazano w innych typach nowo-
twordw, takich jak: pierwotne nowotwory ptuc, stercza,
jajnikdéw, tarczycy, podstawnokomdrkowy rak skéry, gru-
czolakorak przetyku, przewlekta biataczka komérek B
oraz w niektérych rodzajach nowotworéw limfocytéw T
(chtoniak limfoblastyczny i anaplastyczny czy ostra bia-
taczka szpikowa) [6,15].

Wykazano znaczenie i udziat DPP IV w oddziatywaniach
komérek nowotworowych z pozakomérkowymi sktad-
nikami macierzy, ktére moze zachodzi¢ dzieki swoistej
strukturze przestrzennej enzymu - $migta tworzacego
domene wigzacg, zdolng do oddziatywania z innymi

biatkami (fibronektyna, kolagenem, deaminazg adeno-
zyny). Warto przytoczyé przyktad kompleksu DPP IV
z plazminogenem I1-(Pg2), ktéry odpowiada za jednocze-
sna regulacje stezeri Ca2*, Na*, H*, warunkujaca zmiane
cytosolowego pH, w nastepstwie czego wyzwalana jest
kaskada przemian inicjujacych proliferacje i inwazje
komérek nowotworowych stercza [36].

To, ze istnieje zwigzek miedzy wysokim poziomem eks-
presji DPP IV a opornoscig macierzystych linii komér-
kowych na stosowana chemioterapie czy radioterapie,
stwarza potencjalng mozliwo$é zastosowania DPP IV
jako narzedzia do identyfikacji CSC (cancer stem cells)
w réznych typach nowotworéw. DPP IV moze by¢ mar-
kerem CSC, poniewaz wptywajac na wlasno$ci macierzy-
stych komdrek nowotworowych, takie jak zdolno$¢ do
tworzenia sfer i proliferacji oraz do inwazji i inicjowania
nowotworzenia, pozwala zarazem ocenic ich opornos¢,
jak i mozliwo$¢ zaistnienia przerzutu do innych orga-
néw, a wiec réwniez nawrotu choroby. W zwiazku z tym
gliptyny i przeciwciata anty-CD26 moga by¢ alternatywa
w terapii antynowotworowej tam, gdzie klasyczne lecze-
nie nie przynosi spodziewanych rezultatéw [25].

Reasumujac, dotychczasowe badania wskazuja, ze DPP
IV moze petnié funkcje biomarkera postepu choroby
nowotworowej na dwa sposoby:

e jako supresor nowotworowy moze stuzy¢ do badan
przesiewowych oraz do oceny skuteczno$ci leczenia,

e jako wyznacznik agresywno$ci guza moze pomagaé
w okre$laniu stopnia jego zeztosliwienia, oceniajac inwa-
zyjnos$¢ komérek rakowych, ujawniong w postaci wzmo-
zonej migracji (przerzutéw).

Niestety, jak dotad nie udato sie okresli¢ jednoznacz-
nych parametréw kwalifikujacych sie do klinicznych
zastosowari diagnostycznych i prognostycznych. Przy-
czyny mozna upatrywaé m.in. w braku wystandary-
zowanych metod do pomiaru i ilo$ciowego oznaczania
aktywnosci enzymdw i ekspresji biatek (wazne sg np.
rodzaj uzytych substratéw, przeciwcial czy warunki
prowadzonych oznaczen, w tym pH, stosowane bufory
itp.). Heterogeniczno$¢ dotychczasowych do§wiadczeri
ogranicza ich ttumaczenie kliniczne. Poza tym, na co
réwniez zwraca uwage wielu autordw, brak solidnych,
dobrze zaprojektowanych, wieloosrodkowych badan
klinicznych dla duzych kohort badawczych utrudnia
translacje wyznaczanych parametréw jako klinicznie
uzytecznych w przewidywaniu postepu choroby. Mate
grupy pacjentéw i brak spdjnosci metodologicznej to
gtéwne przeszkody utrudniajace wyciaggniecie rzeczo-
wych wnioskéw. Ponadto, wydaje sie obecnie mato
prawdopodobne, ze DPP 1V bedzie miata zastosowanie
jako pojedynczy biomarker, moze jednak dostarczy¢
dodatkowych aplikacji do juz istniejacych i powstajacych
markerdéw, zwlaszcza w odniesieniu do chordb zapalnych
i nowotworowych [90].
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Ryc. 5. Schemat dziatania sondy EP-HMRG [67]

SONDY MOLEKULARNE AKTYWOWANE DPP IV

Z powodu szerokiego rozpowszechnienia w komdér-
kach nabtonkowych wielu tkanek organizmu ludzkiego,
w tym réwniez uktadu pokarmowego sa prowadzone
badania oceniajace potencjat aplikacyjny dipeptydy-
lopeptydazy IV w diagnostyce zaburzen chorobowych
gérnego i dolnego odcinka przewodu pokarmowego.
Zmiany w przewodzie pokarmowym sa niejednokrot-
nie trudne do wizualizacji za pomoca konwencjonalnej
endoskopii, zwlaszcza w poczatkowej fazie rozwoju.

Podstawowe znaczenie ma zwlaszcza wykrywanie pta-
skonabtonkowego raka przetyku (ESCC, esophageal
squamous cell carcinomas) na wczesnym etapie, gdyz
stwarza mozliwo$¢ wyboru minimalnie inwazyjnych,
oszczedzajacych metod leczenia choroby. W diagno-
styce ESCC stosuje sie obecnie kilka technik endosko-
powych, ktére maja jednak pewne ograniczenia. Na
przyktad chromoendoskopia lugolowa, o czuto$ci, swo-
isto$ci i doktadnosci diagnostycznej wynoszacej odpo-
wiednio 94,2, 64,0 i 68,0%, moze powodowa¢ dyskomfort
(uczucie pieczenia przetyku), ryzyko skurczu oskrzeli,
jak i reakcje alergiczng na jod. Doktadna diagnoza jest
ponadto trudna ze wzgledu na duza zmienno$¢ wzordw,
a to moze spowodowa¢ zastowanie niepotrzebnych biop-
sji [69]. Natomiast technika obrazowania waskopasmo-
wego (NBI, narrow-band imaging) - w waskim pa$mie
spektralnym $wiatta widzialnego - oferuje nieinwazyjna
obserwacje z czulo$cia, swoistoscia i doktadnoscig dia-
gnostyczng odpowiednio 88,3, 75,2 i 77,0%. Jednak inter-
pretacja wynikéw, ze wzgledu na staby kontrast miedzy
tkankami zdrowymi a chorobowo zmienionymi w §wie-
tle widzialnym, szczegblnie przy powiekszeniu, jest
bardzo uzalezniona od umiejetnosci i do§wiadczenia
specjalisty prowadzacego badanie [46].

Obiecujacym podejsciem diagnostycznym wydaje sie
obecnie wizualizacja zmian nowotworowych oparta na
fluorescencji. Onoyama i wsp. opracowali sonde fluore-
scencyjng do wczesnego wykrywania ESCC [67]. Sonda

OH

\ + Glu-Pro
.
o) NH,

wysoce fluorescencyjny (HMRG)
Mg, | Mgy, = 501/524 nm

wykorzystuje wspomniana juz wczeéniej prawidtowosé,
ze aktywno$¢ dipeptydylopeptydazy IV (DPP IV) jest pod-
wyzszona w wielu rodzajach tkanek nowo tworzacych.
Doniesienia literaturowe wskazuja, ze nadekspresja DPP
IV wystepuje réwniez w raku plaskonabtonkowym prze-
tyku [9]. Sonde zaprojektowano w oparciu o strukture
hydroksymetylorodaminy (HMRG). Sposrdd zsyntezowa-
nych polaczen wybrano analog spirocyklicznej postaci
barwnika modyfikowany glutamyloproling (EP-HMRG)
- dipeptydem tatwo odcinanym przez enzym. Zwiazek
EP-HMRG wykazywatl najwyzsze powinowactwo do DPP
IV. Gdy zostat rozpylony podczas zabiegu endoskopowe;
dyssekcji podsluzéwkowej (ESD, endoscopic submuco-
sal dissection) na zmieniong chorobowo tkanke, guz byt
wizualizowany w ciggu 5 min, a gdy spryskano nim prébki
pobrane podczas biopsji, czuto$¢, swoisto$é i doktadnosé
testu oszacowano na 96,9, 85,7 i 90,5%. Warto podkre-
$li¢, ze wizualizacja tkanek nowotworowych byta moz-
liwa dzieki uwalnianiu na skutek katalizy enzymatycznej
z udziatem DPP 1V, wysoce fluorescencyjnego produktu
hydrolizy - hydroksymetylorodaminy (HMRG, Aex/Aem
(wzbudzenie/emisja) = 501/524 nm)) (ryc. 5).

Metoda zaproponowana przez japoniskich badaczy jest
stosunkowo prosta i wygodna. Jej gléwna zaletg jest miej-
scowy sposéb nanoszenia sondy w niskiej dawce (0,5 mg/
jeden pacjent) oraz krétki czas trwania testu (5 min). Ma
to niezaprzeczalna zalete w poréwnaniu do dotychczas
uzywanych sond fluorescencyjnych, wstrzykiwanych
dozylnie, ktére wymagaja nie tylko wiekszych dawek (0,1-
0,3 mg/kg m.c.) oraz dtuzszych okreséw wykrywania (2-8
godzin), ale przede wszystkim odpowiednich testéw bez-
pieczeristwa. Nowa sonda wydaje sie niezwykle korzystna
do rutynowych zastosowati klinicznych podczas badania
endoskopowego, w tym kontroli przesiewowych. Szybka
aktywacja fluorescencji umozliwia tatwe wiaczenie tej
techniki do procedur chirurgicznych lub endoskopowych
resekgji, np. do oceny marginesu chirurgicznego podczas
ESD i operacji chirurgicznej. Prowadzone sg dalsze bada-
nia oceniajace bezpieczenistwo i biokinetyke sondy.
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Ryc. 6. Schemat dziatania sondy EPFK-TPE [86]

Wang i wsp. opracowali sonde bazujaca na matrycy tetra-
fenyloetylenu (TPE), do ktérego dotaczyli hydrofilowy
peptyd Glu-Pro-Phe-Lys, stanowigcy substrat dla DPP
IV (enzym odcina dipeptyd Glu-Pro; ryc. 6) [54]. Wybér
matrycy tetrafenyloetylenowej byt podyktowany wiasci-
woécia czgsteczki TPE, ktéra nie jest emisyjna w roztwo-
rze, ale staje sie wysoce emisyjna w stanie zagregowanym.
Oznacza to, ze emisja TPE indukowana jest agregacja (Aex/
Aem = 320/450 nm). Przez wprowadzenie swoistego dla
enzymu peptydu do rdzenia TPE, sonda opracowana przez
chiniskich badaczy wykazuje doskonata czuto$é w wykry-
waniu aktywno$ci DPP IV zaréwno in vitro, jak i in vivo,
réwniez dzieki tatwosci przenikania przez warstwe fos-
folipidowg btony komérkowej. Moze by¢ z powodzeniem
wykorzystana do pomiaru redukcji emisji fluorescen-
cji w obecnosci inhibitoréw DPP 1V, co utatwia badanie
przesiewowe tej klasy lekéw w zywych komérkach.

Inne rozwigzanie do obrazowania aktywnos$ci DPP 1V
zaproponowali Zou i wsp. [94]. Opracowali sonde fluore-
scencyjng indukowang przez dwufotonowe wzbudzenie
falami IR, ktéra wykazuje duzg selektywnos¢, doskonata
swoisto$¢ i czutosé. Wiekszo$¢ sond fluorescencyjnych
do monitorowania aktywno$ci DPP IV bazuje na mikro-
skopii jednofotonowej. Technika ta pozwala wprawdzie
na $ledzenie aktywno$ci DPP 1V przez okre$lanie inten-
sywnosci sygnatu fluorescencji, ale jednocze$nie obser-
wowany sygnal, najcze$ciej zalezny od stezenia sondy,
moze tatwo interferowac z matryca biologiczng i warun-
kami §rodowiskowymi. W przeciwienistwie do tradycyj-
nej mikroskopii jednofotonowej, zastosowanie sondy
fluorescencyjnej indukowanej przez dwufotonowe
wzbudzenie w zakresie spektralnym odpowiadajacym
bliskiej podczerwieni, prowadzi do zminimalizowania tta
fluorescencji, czyli zwieksza rozdzielczo$¢ obrazowania,

+ Glu-Pro

o
O

Lys-Phe

FK-TPE
wysoce fluorescencyjny
w postaci zagregowanej

hgy | Mg, = 320/450 nm

gdyz $wiatto podczerwone nie ulega tak silnemu rozpra-
szaniu. Ponadto, dwufotonowe sondy fluorescencyjne sg
mniej fototoksyczne oraz nie uszkadzaja obrzezy prébki
biologicznej, moga tez lepiej penetrowa’ tkanki, dzieki
czemu sg bardziej odpowiednie do bioobrazowania
w warstwach glebokich, jak i obrazowania 3D w syste-
mach zywych.

Wrazliwo$¢é detekcji DPP IV w ztozonych uktadach bio-
logicznych w obecnoéci innych hydrolaz autorzy osia-
gneli dzieki skonstruowaniu struktury sondy opartej
na wilasciwo$ciach katalitycznych i preferencji sub-
stratowej enzymu (ryc. 7). Jako matryce zastosowano
N-butylo-4-amino-1,8-naftalimid (BAN) ze wzgledu na
jego pozadane wlasciwosci fotofizyczne (Aex1/(Aex2/
Aem = 430/805/535 nm). Nastepnie fluorofor zmody-
fikowano dipeptydem Gly-Pro w celu uzyskania swo-
isto$ci substratowej wobec DPP IV. Tak otrzymany
zwiazek okazat sie idealnym do wykrywania DPP IV.
Sonda GP-BAN jest bowiem szybko hydrolizowana
w reakcji katalizowanej DPP 1V z uwolnieniem barw-
nego produktu (BAN), co wywoluje znaczne zmiany
w intensywno$ci fluorescencji Zaréwno GP-BAN, jak
i BAN wykazuja doskonate wta$ciwosci do dwufoto-
nowego wzbudzenia pod wptywem $wiatta podczer-
wonego, dzieki czemu otrzymuje sie obraz o wysokiej
rozdzielczo$ci bez ingerencji matrycy biologicznej
i fotozniszczenia zywej prébki. Otrzymana sonda
swoista izoformowo zostata z powodzeniem wykorzy-
stana do monitorowania rzeczywistej aktywnosci DPP
IV w réznych prébkach biologicznych: ptynach ustro-
jowych i zywych komérkach, w tym w mikrosomach
nerek, jelita, watroby, osoczu, a takze w tkankach glebo-
kich zywych komérek.

427



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; tom 72: 417-441

nBu

DPP IV

HN—Pro-Gly

GP-BAN

BAN

wysoce fluorescencyjny

Mg, = 430/805 nm; A =535 nm

Ryc. 7. Schemat dziatania sondy GP-BAN [94]

Podsumowujac, sondy fluorescencyjne aktywowane
w oparciu o DPP 1V sa translatywnymi, wygodnymi
narzedziami do zastosowan klinicznych. Umozliwiaja
szybka i doktadng diagnoze wczesnych zmian choro-
bowych podczas zabiegéw endoskopowych lub chirur-
gicznych. Wada moze by¢ to, ze sygnal fluorescencji
w obrebie zmian nowotworowych nie zawsze jest jed-
nolity, gdyz poziom ekspresji DPP IV moze réznié sie
w zaleznosci od stanu réznicowania sie linii komér-
kowych, czy tez zalezeé np. od stopnia ztosliwosci lub
inwazyjno$ci nowotworu. Sondy te sa waznymi narze-
dziami do diagnostycznych zastosowan klinicznych.

INHIBITORY DPP IV

Zdecydowana wiekszo$¢ znanych obecnie inhibitoréw
DPP IV to substancje syntetyczne o réznorodnej struk-
turze chemicznej. Powstaly gtéwnie z my$la o zastoso-
waniu w terapii cukrzycy typu 2. Obecnie na §wiatowym
rynku farmaceutycznym dostepnych jest kilkana$cie
zwigzkéw bedacych inhibitorami DPP IV (w tym 5 zare-
jestrowanych w USA i Europie, pozostate - w Japonii lub
Korei), znacznie wiecej znajduje sie na réznych etapach
badan klinicznych [10,12,27,29,48,57,70].

Jedna z najwazniejszych cech inhibitora, zaréwno
z punktu widzenia jego zastosowania w terapii, jak
i w badaniach naukowych, jest selektywno$¢. W inhi-
bitorach DPP IV ma wyjatkowo duze znaczenie, gdyz
znanych jest wiele enzyméw o sekwencji oraz budowie
przestrzennej bardzo zblizonych do budowy omawia-
nego enzymu. Mozna wérdéd nich wymieni¢ DPP 2 (DPP

7), DPP 6, DPP 8, DPP 9, biatko aktywujace fibroblasty a
FAPa (fibroblast activation protein a) czy oligopepty-
daze prolilowa POP (prolyl oligopeptidase). Enzymy te
ulegaja ekspresji w wielu tkankach organizmu, a funk-
cja czesci z nich nie zostala jeszcze poznana. Niemniej
jednak, wiele inhibitoréw DPP IV wykazuje w mniejszym
bad?Z wiekszym stopniu zdolno$¢ wiazania sie z kilkoma
z wymienionych biatek, co w terapii moze spowodowaé
rézne dziatania niepozadane [10,70].

ENDOGENNE INHIBITORY PEPTYDOWE DPP IV

Peptydy pochodzenia endogennego, bedace kom-
petycyjnymi inhibitorami DPP 1V, nalezg do grupy
hemorfin. Hemorfiny to atypowe peptydy opioidowe,
powstate w wyniku hydrolizy segmentu (32-41) taticu-
cha P ludzkiej hemoglobiny. Spo$réd nich selektywnymi
inhibitorami enzymu sa hemorfina-7 (Tyr-Pro-Trp-
-Thr-Gln-Arg-Phe, H7) oraz VV-hemorfina-7 (Val-Val-
-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe, VVH7). Zaréwno H7
jak 1 VVH7 sg substratami DPP 1V, jednak ich hydroliza
zachodzi znacznie wolniej w poréwnaniu do innych
naturalnych substratéw enzymu. Prawdopodobnie jest
to zwigzane z ich strukturg pierwszo- i drugorzedows,
ktére sprawiaja, ze peptydy umiejscowione w centrum
aktywnym przyjmujg konformacje uniemozliwiajaca
szybki przebieg reakcji enzymatycznej. Sugeruje sie, ze
jest to wynikiem wystepowania oddziatywar miedzy
resztami Gln, Arg i Phe a resztami aminokwaséw umiej-
scowionymi w kieszeni katalitycznej. H7 oraz VVH7
uznaje sie za endogenne regulatory aktywno$ci DPP
IV [3,22].
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EGZOGENNE INHIBITORY PEPTYDOWE DPP IV

Wiréd egzogennych inhibitoréw peptydowych DPP IV
najbardziej znane sg diprotyna A (Ile-Pro-Ile, Ki = 2,2
uM) oraz diprotyna B (Val-Pro-Leu, Ki = 7,6 uM), wyizo-
lowane po raz pierwszy z przesaczu po hodowli bakterii
Bacillus cereus BMF673-RF1. Hydroliza obu tripeptyddw,
podobnie jak H7 i VVH7, przebiega bardzo wolno. Jest to
zwigzane z tworzeniem trwatego tetraedrycznego stanu
przej$ciowego, w wyniku czego tripeptydowe taricu-
chy przez dtuzszy czas pozostaja uwiezione w centrum
aktywnym enzymu [3,84].

Innym przyktadem inhibitora DPP IV jest biatko Tat
(transcription anti-termination protein), uczestniczace
w transkrypcji genéw wirusa HIV-1. Jest ono potrzebne
do wystapienia replikacji wirusowego genomu w warun-
kach in vitro. W 1994 r. Gutheil i wsp. po raz pierwszy
dowiedli, ze zbudowane z 86 reszt aminokwasowych
biatko Tat wykazuje wysokie powinowactwo do DPP
1V, skutecznie obnizajac proteolityczng aktywno$é
enzymu [63]. Przypuszczano ponadto, ze fakt wigzania
Tat z DPP 1V moze ttumaczy¢ réwniez jego wtasciwosci
immunosupresyjne, co potwierdzili Reinhold i wsp. dwa
lata pézniej [75]. Wprowadzenie biatka Tat do hodowli
komdrek ludzkiego chtoniaka, wykazujacych wysoki
poziom ekspresji powierzchniowego CD26, w chwili ich
aktywacji, zahamowato proces syntezy DNA i cytokin
prozapalnych oraz wytwarzanie cytokin przeciwzapal-
nych. Podobne skutki obserwowano dla komérek jed-
nojadrzastych krwi obwodowej, w tym limfocytéw T.
Obecno$¢ Tat nie miata natomiast zadnego wplywu na
komérki ludzkiego chtoniaka wykazujace niski poziom
ekspresji CD26 [75,88].

Dowiedziono réwniez, ze Tat obniza proteolityczna
aktywnos$¢ DDP 1V takze przy fizjologicznym stezeniu
soli. Poszukiwania fragmentu biatka odpowiedzialnego
za wlasciwoéci inhibujace doprowadzity do wskaza-
nia N-terminalnej cze$ci Tat, ztozonej z trzech reszt
aminokwasowych Xaa-Xaa-Pro jako najwazniejszej do
zachowania aktywnosci. Analiza kilku innych pepty-
déw, zawierajacych w strukturze wspomniany motyw,
doprowadzita do wniosku, ze zdolno$¢ inhibicji DPP 1V
jest takze zwigzana z dtugo$cig taticucha peptydowego,
ktéry do utrzymania wlasciwosci inhibicyjnych musi
by¢ zbudowany z co najmniej 6 reszt aminokwasowych.
W celu lepszego zrozumienia wplywu struktury N-kor-

Tabela 2. Najaktywniejsze analogi peptydu Tat(1-9) [25,90]

cowego fragmentu Tat na zdolno$¢ i site hamowania
DPP IV otrzymano wiele analogéw nonapeptydu Tat(1-
9) (tabela 2) [75,88].

Warto podkresli¢, ze zgodnie z pierwotnymi ustaleniami,
dotyczacymi najbardziej optymalnej struktury inhibitora
DPP 1V, zaréwno Tat(1-9), jak i jego analogi nie powinny
wpasowywac sie do centrum aktywnego enzymu z powodu
obecnosci reszty Pro w pozycji 3 od N-kofica, a nie 2. Nie-
mniej jednak badania wykazuja, ze hamowanie aktyw-
nosci DPP IV przez Tat(1-9) i jego analogi ma charakter
kompetycyjny, co wskazuje, ze ich interakcja z enzymem
nastepuje w centrum katalitycznym bad? blisko niego.
Analiza z wykorzystaniem komputerowego modelu cen-
trum aktywnego DPP IV potwierdzita lokowanie Tat(1-
9) (Ki = 267 uM) w miejscu aktywnym enzymu i wykazata
wiele oddziatywar o charakterze hydrofobowym miedzy
peptydem a resztami aminokwaséw tworzacymi kieszeti
S1, w ktérych uczestnicza reszty Met?, Asp?, Pro?, Val* oraz
Pro®. Zmiany sekwencji peptydowej przez substytucje reszt
aminokwasowych w pozycjach 1 i 4 nie mialy znaczacego
wplywu na wlasciwosci inhibujace Tat(1-9). Zastapienie
reszty Met! mniej rozbudowanymi przestrzennie resztami
aminokwasowymi (Gly, Ala, Pro) nieznacznie zmniejszyto
zdolnosci analogéw do obnizania aktywnosci DPP 1V, a sub-
stytucja reszty Val* reszta Pro spowodowala niewielkie jej
zwiekszenie. Natomiast zastgpienie hydrofilowej, obdarzo-
nej tadunkiem ujemnym reszty Asp® hydrofobowa reszta
Ile spowodowato istotny spadek wtadciwosci inhibuja-
cych Ile>-Tat(1-9). Przyczyng mogta by¢ zmiana konforma-
cyjna, uniemozliwiajgca prawidlowe ulokowanie analogu
w kieszeni katalitycznej z powodu oddziatywar hydrofobo-
wych faficucha bocznego 1le z reszta Gly629 enzymu, co
wykluczyto mozliwo$¢ zaistnienia waznych oddziatywan
hydrofobowych miedzy Pro® a Tyr632 oraz ProS a Trp630
w centrum aktywnym enzymu. Podobnie wptywata substy-
tucja reszty Pro® przez Leu, jednak w tym przypadku nie
obserwowano znaczgcej zmiany konformacji przestrzen-
nej Leu6-Tat(1-9). Za zanik zdolno$ci hamowania aktywno-
$ci DPP IV odpowiadat rozbudowany taricuch boczny Leu,
ktéry byt zawada steryczna, powodujaca negatywne inte-
rakcje z resztg Trp630 enzymu. Wzrost wlasciwosci inhi-
bujacych uzyskano w przypadku substytucji reszty Asp?
szeregiem innych reszt aminokwasowych, a mianowicie
Pro, Gly, Lys, Phe, Ala oraz Trp, przy czym analog Trp?-
Tat(1-9) wykazywat niemal catkowitg zdolno$¢ hamowania
enzymu. Przyczyna tego byto wystapienie pozytywnych,
hydrofobowych oddziatywati miedzy resztg Trp? a resztami

Nazwa peptydu Sekwencja peptydu

Tat(1-9) H-Met-Asp-Pro-Val-Asp-Pro-Asn-lle-Glu-OH
le>-Tat(1-9) H-Met-Asp-Pro-Val-lle-Pro-Asn-lle-Glu-OH
Leu®-Tat(1-9) H-Met-Asp-Pro-Val-Asp-Leu-Asn-lle-Glu-OH
Trp2-Tat(1-9) H-Met-Trp-Pro-Val-Asp-Pro-Asn-Ile-Glu-OH
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Tabela 3. Przyktadowe sekwencje hydrolizatow biatkowych inhibujacych DPP 1V [29,57,86,94]

Substrat

Sekwencja peptydu

Zelatyna ze skory tososia atlantyckiego

H-Gly-Pro-Gly-Ala-OH

H-Gly-Pro-Ala-Gly-OH

Zelatyna ze skory wieprzowej

H-Gly-Pro-Hyp-OH

H-Gly-Pro-Ala-Gly-OH

H-Leu-Pro-Gly-Asn-lle-Pro-Pro-Leu-OH

Ser gouda
H-Leu-Pro-Gly-OH
H-lle-Pro-Ala-OH
B-Laktoglobulina (gtéwne biatko mleka)
H-lle-Pro-Ala-Val-Phe-OH
Biatka mleka H-Trp-Val-OH
Alga Palmaria palmata H-lle-Leu-Ala-Pro-OH

hydrofobowych aminokwaséw kieszeni S1 centrum aktyw-
nego DPP IV.

Analiza bioinformatyczna wykazata obecnos$é N-korico-
wego motywu Met-Trp-Pro w sekwencji jednego z bia-
tek wystepujacych w organizmie ludzkim - receptora
tromboksanu A2 (TXA2-R). Znajduje sie na powierzchni
komérek APC, gtéwnie monocytdéw, a topologia jego
zewnatrzkomérkowego fragmentu wskazuje na moz-
liwo$¢ oddziatywania receptora z czgsteczka DPP 1V
w chwili prezentacji antygenu. Dowiedziono, ze N-termi-
nalny nonapeptyd TXA2-R(1-9) (Ki = 5,06 uM) ma zblizony
stopiei hamowania proteazy co Trp2-Tat(1-9) (Ki = 2,12
UM). Oznacza to, ze receptor tromboksanu A2 jest endo-
gennym regulatorem aktywnosci DPP 1V, a takze funkcji
uktadu immunologicznego [87].

Ito i wsp. przeprowadzili skrining biblioteki dipepty-
déw, na podstawie ktérego ustalili, ze DPP 1V jest sku-
tecznie hamowana przez dipeptyd Trp-Arg (ale nie przez
sekwencje o odwrdconym biegu taricucha typu Arg-Trp),
ktéry budowa nie nasladuje struktury substratu [41].
Ponadto kolejne badania dowiodly skutecznosci inhibi-
cyjnej triady Trp-Arg-Xaa (gdzie Xaa - dowolna reszta
aminokwasowa), przy czym najwiekszymi zdolno$ciami
do obnizania aktywnosci DPP 1V cechowaly sie tripep-
tydy zawierajace na C-koricu kwasowe reszty aminokwa-
sowe - kwas glutaminowy i asparaginowy (Trp-Arg-Glu,
Trp-Arg-Asp; Ki = 130 i 160 uM odpowiednio) [52]. Suge-
ruje sie, ze za obserwowane dziatanie inhibicyjne odpo-
wiada gtéwnie N-terminalna reszta tryptofanu, gdyz
wpasowujac sie do kieszeni S2, przez hydrofobowe
oddziatywania pier$cieni aromatycznych, taczy sie Sci-
$le z resztg Phe357 enzymu. Dodatnio natadowana reszta
argininy nie umiejscawia sie w kieszeni S1, ale tworzy
wigzania jonowe z resztami Glu205 i Glu206, ktére znaj-
dujg sie obok Phe357, w wyniku czego zablokowana
zostaje funkcja katalityczna DPP 1V. Dodatkowe reszty
kwasowe (Glu i Asp) w C-koricowym fragmencie pep-
tydu odpowiadaja za oddziatywania z dodatnio natado-

wana resztg Argl25 enzymu, wystepujaca obok Glu295
i Glu206 w kieszeni katalitycznej.

Niezaleznie od badaczy z Japonii, Nongonierma i FitzGe-
rald odkryli, ze sktadnikami hydrolizatu biatek mleka
i nasion soi, odpowiedzialnymi za obnizanie aktywno$ci
DPP 1V, sg takze peptydy z reszta tryptofanu w pozycji
N-terminalnej [64]. Proces inhibowania dipeptydylopep-
tydazy przez hydrolizaty biatkowe, pochodzace z typo-
wych produktéw spozywczych, jest obecnie tematem
wielu badan (tabela 3) [39,45,73,91].

Wiekszo$¢ peptydéw uwzglednionych w tabeli 3, hamu-
jacych aktywno$¢ DPP 1V, zawiera sekwencje zbudowane
z 2-7 aminokwaséw. Jednocze$nie budowa prezentowanych
inhibitoréw odpowiada wymogom stawianym strukturze
substratu DPPIV, co czyni z tych zwigzkéw takze poten-
cjalne substraty enzymu. Pozwala to sadzié, ze obnizanie
aktywnoéci DPP IV wynika gltéwnie ze wspétzawodnic-
twa wymienionych peptydéw z endogennymi substratami
(inhibicja kompetycyjna). Hydrolizaty peptydowe o dtuz-
szych sekwencjach, zbudowane nawet z 50 reszt amino-
kwasowych, oddziatujg natomiast z innymi fragmentami
czgsteczki enzymu (inhibicja niekompetycyjna), m.in.
z obszarami odpowiedzialnymi za dimeryzacje. Tym samym
uniemozliwiaja polaczenie podjednostek, co jest konieczne
do wystapienia aktywnosci proteolitycznej DPP IV.

Poszukiwanie inhibitoréw DPP IV wsréd hydroliza-
téw biatkowych jest wazne z punktu widzenia schorzen
metabolicznych, np. otyloéci, jak i innych chordb uktadu
pokarmowego. Inhibitory DPP IV mogg zmniejsza¢ ape-
tyt, zapobiegajac m.in. proteolizie NPY, zaangazowanego
w regulacje przyjmowania pokarmu: trawienie i wchta-
nianie [3].

WYBRANE SYNTETYCZNE INHIBITORY DPP IV

Peptydomimetyki
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Ryc. 8. Schemat oddziatywanr miedzy resztami aminokwasow budujacych
centrum aktywne DPP IV a czasteczka inhibitora z klasy peptydomimetykéw;
S$1, 52, S3 — kieszenie wiazace, E — podstawnik elektronoakceptorowy (na
podstawie [70])

Syntetyczne peptydomimetyki jako inhibitory DPP
IV budowa chemiczng nasladujg naturalne substraty
enzymu badz ich fragmenty. Nalezy zauwazy¢, ze
otrzymanie takich inhibitoréw chemicznie jest kto-
potliwe ze wzgledu na duza tendencje sekwencji
Xaa-Pro do cyklizacji i tworzenia odpowiednich dike-
topiperazyn. Sktonno$¢ do cyklizacji jest wynikiem
stosunkowo tatwej izomeryzacji cis-trans wigzania
N-alkiloamidowego miedzy drugorzedowa grupa ami-
nowg reszty proliny i funkcja karboksylowa reszty
aminokwasu poprzedzajacego. Procentowy udziat
konfiguracji cis wiazania Xaa-Pro jest okoto dwa
rzedy wielkosci wyzszy w poréwnaniu do N-niealkilo-
wanych wigzan peptydowych. Nastepstwem wiekszej
zawarto$ci izomeru cis jest to, ze N- i C-terminalne
grupy - odpowiednio, aminowa i karboksylowa - sa
na tyle do siebie zblizone, ze cyklizacja typu ,,glowa
do ogona” moze zachodzié spontanicznie, czesto
wykluczajac wyodrebnienie oczekiwanego produktu
liniowego. Stad tez poszukiwania czgsteczek nasladu-
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jacych topografie produktéw hydrolizy naturalnych
substratéw DPP 1V, ktére nie ulegatyby reakcjom nie-
pozadanym, a jednocze$nie bylyby bardziej aktywne
i selektywne w poréwnaniu do czasteczek macierzy-
stych [10,12,27,29,48,57].

Analiza struktury potencjalnego inhibitora DPP IV pod
wzgledem zdolno$ci do hamowania aktywnosci enzymu
wykazala, ze oddziatywania jonowe miedzy pierwszo- lub
drugorzedowa grupa aminowa a resztami aminokwaso-
wymi obecnymi w kieszeni wigzacej S2 (Glu205 i Glu206)
oraz Tyr662 sa kluczowe dla efektywnego oddzialywa-
nia enzym-inhibitor. Ponadto, obecno$¢ aromatycz-
nych ligandéw lub rozbudowanych grup alifatycznych
w czgsteczce zwieksza jej powinowactwo do centrum
aktywnego enzymu przez wystapienie oddziatywan
typu stacking lub oddziatywar hydrofobowych z resz-
tami Phe357 (kieszeti S3) i Tyr547. Poza tym, korzystne
jest réwniez wprowadzenie elektroujemnych podstaw-
nikéw do pier$cieni aromatycznych, gdyz zwiekszaja
prawdopodobieristwo interakcji z dodatnio natadowang
funkcja guanidynowg taficucha bocznego Arg3ss, tak jak
i inkorporacja podstawnikéw elektronoakceptorowych
do pierécienia pirolidyny, zdolnych do skutecznego wig-
zania z grupg hydroksylowa Ser630 (ryc. 8). Natomiast
problem selektywnosci inhibitoréw w znacznym stop-
niu mozna rozwigza¢ przez zaprojektowanie czasteczki,
ktérej fragment oddziatuje z resztami aminokwaséw
tworzacych kieszen wigzaca S3, nieobecna w strukturze
pozostatych homologicznych enzyméw [10,48,70].

W poszukiwaniu struktur o mozliwie najwyzszej stabilnosci
oraz selektywno$ci zsyntezowano i zbadano bardzo wiele
potencjalnych inhibitoréw. Uzyskano, m.in. wiele pepty-
domimetykdw, ktére mozna zakwalifikowaé do serii o lub
B. Ich wspdlng cecha strukturalng jest obecnosé w struktu-
rze 5-, niekiedy 6-cztonowych heterocyklicznych pierscieni:
pirolidynowego, tiazolidynowego, ale réwniez tiazolowego
bad? piperydynowego, ktérych zadaniem jest nasladowanie
reszty Pro, zajmujacej pozycje C-terminalng w odszczepia-

E 0 NH,

x~ N R,
R

seria [3

Ryc. 9. 0gdlna struktura chemiczna peptydomimetykéw serii a i B; X = Club S, n = 0lub 1; E — podstawnik elektronoakceptorowy
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Ryc. 10. Mechanizm odwracalnej reakgji katalitycznej reszty Ser630
zinhibitorem DPP IV z klasy pochodnych pirolidynonitryli

nym dipeptydzie. Otrzymane zwiazki nie majg jednak funk-
cji karboksylowej, ktéra czynitaby z nich fragmenty sktonne
do konkurencyjnej wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji.
W istocie wiec, uzyskane peptydomimetyki to drugorzedowe
amidy odpowiednich aminokwaséw. Peptydomimetyki serii
o sg amidami a-aminokwaséw, natomiast peptydomimetyki
serii p - amidami -aminokwaséw (ryc. 9) [70].

Przyktady peptydomimetykow serii a

Badania zalezno$ci ,,struktura - aktywno$¢ biologiczna”
wykazaty, ze skuteczny inhibitor DPP IV powinien
zawieraé w pierscieniu podstawnik elektronoakcepto-
rowy, umozliwiajacy efektywne oddziatywanie z grupa
hydroksylowa katalitycznej reszty Ser630. Bazujac na
tej informacji otrzymano zwigzki majace w pozycji dru-

T~ HN N

O

giej pierécienia pirolidynowego grupe nitrylowa, ktéra
w wyniku wolnej i odwracalnej reakcji z reszta Ser630
tworzy iminoeter (ryc. 10). Zwiekszenie nukleofilowo-
$ci grupy hydroksylowej seryny, konieczne do wysta-
pienia reakcji, nastepuje w wyniku jej deprotonacji
z udziatem dwéch pozostatych reszt triady katalitycz-
nej - Asp708 i His740. W stabilizacji powstatego kowa-
lencyjnego kompleksu enzym-inhibitor uczestniczy
réwniez reszta Tyr547. Kompleks E-I charakteryzuje sie
niska stala szybkosci rozpadu, dlatego efekt hamowania
aktywno$ci enzymu utrzymuje sie nawet po catkowitym
usunieciu niezwigzanych czgsteczek inhibitora ze srodo-
wiska [10,12,27,29,48,57].

Pierwsze zaprojektowane inhibitory DPP 1V z klasy
pochodnych pirolidynonitryli zawieraty wolna grupe
aminowg w pozycji N-terminalnej, ktéra ulegata reakcji
z elektrofilowym podstawnikiem nitrylowym pier$cie-
nia, tworzac w pierwszym etapie odpowiednig amidyne,
aw wyniku nastepczej jej hydrolizy - diketopiperazyne
(ryc. 11). Proces w znaczacy sposdb wplywat na stabil-
no$¢ oraz site hamowania aktywno$ci enzymu. Ponadto,
w niektérych przypadkach, otrzymane zwiazki wyka-
zywaly wiekszg swoisto$é wzgledem DPP 2 niz DPP
IV [10,70].

Niepozadana reakcje wewnatrzczasteczkowej cykliza-
cji wyeliminowano przez wprowadzenie do N-koricowej
funkcji aminowej sterycznie rozbudowanych podstaw-
nikéw. Korzystnym wyborem okazata sie inkorporacja
grupy adamantylowej. Uzyskano w ten sposéb wilda-
gliptyne (Novartis) oraz saksagliptyne (Bristol-Meyer
Squibb, AstraZeneca), ktére sa obecnie wykorzystywane
w terapii cukrzycy typu 2 [10,47,70].

Dalsze badania dowiodty, ze aktywno$¢ inhibicyjng wobec
DPP IV wzmacnia wprowadzenie do pierscienia piroli-
dyny atomu fluoru, ktéry zwieksza stabilno$¢ chemiczng
czgsteczki. Obecnie juz kilka fluoropirolidynowych
pochodnych przechodzi badania kliniczne: denagliptyna
(GlaxoSmithKline), melogliptyna (Glenmark), gozoglip-
tyna (Pfizer), TS-021 (Taisho Pharmaceutical Co., Lilly).

+H,0
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Ryc. 11.Wewnatrzczasteczkowa cyklizacja inhibitoréw DPP IV z klasy pochodnych pirolidynonitryli
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Ryc. 12. Struktura wildagliptyny (po lewej) oraz saksagliptyny (po prawej)
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Ryc. 13. Struktura denagliptyny (po prawej) i melogliptyny (po lewej)

Innym rozwigzaniem byla synteza inhibitoréw DPP 1V,
w ktérych wigzanie amidowe zastapiono wigzaniem (Z)-
~fluoroolefinowym (ryc. 14). W strukturze (Z)-fluoroal-
kenu, elektroujemny atom fluoru zastepuje karbonylowy
atom wegla, natomiast wigzanie podwdjne nasladuje kon-
figuracje trans wigzania amidowego. Taki izoster wigzania
amidowego skutecznie zapobiega izomeryzacji cis-trans,
prowadzacej do niepozadanego produktu cyklicznego -
diketopiperazyny.

Duzg aktywno$¢ inhibujaca DPP IV mialy réwniez
odpowiednie dipeptydowe kwasy boronowe, stano-
wigce analogi stanu przej$ciowego reakcji hydrolizy
(ryc. 15). Efektywno$¢ inhibicji zapewniat atom boru,
ktéry dzieki nieobsadzonemu orbitalowi p petni funkcje
kwasu Lewisa reagujacego z grupa hydroksylowg reszty
Ser630. Okazato sie jednak, ze pH miato istotny wplyw
na site inhibicji. W neutralnym $rodowisku przewaznie
wystepowata niekorzystna postaé cykliczna, podczas
gdy w niskim pH faworyzowana byta aktywna postaé
liniowa. Oznacza to, ze doustne podanie potencjalnego
boroterapeutyku bytoby korzystne dla jego aktywnosci

OH

\

L1y,

inhibicyjnej, poniewaz w kwasnych warunkach zotadka
nastepowata regeneracja aktywnej struktury liniowej.
Dowiedziono ponadto, ze niekorzystny wptyw wywie-
rata inkorporacja D-aminokwaséw, a,a-dipodstawionych
aminokwaséw, jak réwniez glicyny w pozycji N-termi-
nalnej. Obecnie w I1I fazie badan klinicznych znajduje sie
analog kwasu boronowego - dutogliptyna (Phenomenix).

Zsyntezowano réwniez nieodwracalne inhibitory DPP IV
w postaci difenylowych estréw fosfonianowych (ryc. 16).
Tego typu potaczenie zawiera reaktywne ugrupowanie,
ktére tworzy wigzania kowalencyjne z grupami funkcyj-
nymi umiejscowionymi w centrum aktywnym enzymu
badZ w jego poblizu, co powoduje nieodwracalna mody-
fikacje enzymu, prowadzaca do utraty jego aktywnosci
(np. fosforylacja reszty Ser630 w przypadku estréw fos-
fonianowych).

Przyklady peptydomimetykow serii B

Druga grupe syntetycznych inhibitoréw DPP 1V sg pep-
tydomimetyki serii B, zawierajagce w strukturze reszte
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Ryc. 14. 0gélna struktura inhibitoréw DPP IV zawierajacych izosteryczne
wiazanie (2)-fluoroolefinowe; n =01lub 1

p-aminokwasu [8,9,56,57,58,59]. W oparciu o wyniki
badan przesiewowych stwierdzono, ze najbardziej opty-
malnym aminokwasem, wpasowujacym sie w przestrzeri
kieszeni S1 enzymu jest (R)-p-homofenyloalanina.
Sitagliptyna (Merck & Co) zarejestrowana jako lek
w terapii cukrzycy typu 2 (ryc. 17) jest przyktadem
pochodnej (R)-p-homofenyloalaniny. Grupa triflu-
orofenylowa czasteczki sitagliptyny wpasowuje sie
w kieszei S1 z odwrotng orientacjg w poréwnaniu do
a-peptydomimetykdéw, natomiast funkcja trifluorome-
tylowa jest odpowiedzialna za oddzialywanie z resztami
Arg358 oraz Ser209. Natomiast pier$cieni triazolopipera-
zyny oddziatuje z pier$cieniem reszty Phe357. W Japonii
zarejestrowano nowy analog sitagliptyny - omariglip-
tyne (Merck & Co), zawierajaca grupe metylosulfonowa
oraz pier§ciefi diaminotetrahydropiranowy. Cecha
charakterystyczng tej pochodnej jest zahamowanie
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swobody konformacyjnej, a takze poprawiona rozpusz-
czalno$¢, co zapewnia dlugotrwalg inhibicje DPP IV bez
nasilenia dziatati niepozadanych.

NIEPEPTYDOWE INHIBITORY DPP IV

Inhibitory nalezace do grupy niepeptydomimetykéw to
inhibitory niekowalencyjne, ktére swoja struktura che-
miczna w zaden sposéb nie odwzorowuja naturalnych
substratéw DPP 1V, a ich wiasciwo$ci hamujace aktyw-
no$¢ enzymu zidentyfikowano gtéwnie w wyniku badan
przesiewowych HTS [10,12,27,29,48,57]. Do tej grupy
naleza: alogliptyna (Takeda) oraz linagliptyna (Boeh-
ringer Ingelheim, Lilly), zarejestrowane do stosowa-
nia w cukrzycy typu 2 (ryc. 18). Linagliptyna, bedaca
pochodna ksantyny, jest najefektywniejszym inhibito-
rem DPP 1V sposrdd zarejestrowanych do tej pory glip-
tyn. Alogliptyna charakteryzuje sie stabszym dziataniem
inhibicyjnym, jest za to bardziej selektywna i nie oddzia-
tuje z pozostatymi homologicznymi peptydazami sery-
nowymi.

Niepeptydowe inhibitory: trelagliptyna (Takeda) i tene-
gliptyna (Mitsubishi Tanabe Pharma Co.) zostaly zareje-
strowane w Japonii.

POTENCJAL TERAPEUTYCZNY INHIBITOROW DPP IV
W CUKRZYCYTYPU 1

Najnowsze badania wskazuja, ze inhibitory DPP IV chro-
nig komérki B trzustki w mysim modelu cukrzycy 1 oraz
poprawiaja kontrole glikemii u pacjentéw z cukrzyca
typu 1, np. zastosowanie sitagliptyny i losartanu - blo-
kera receptora typu 1 angiotensyny II (AT1) - u myszy
STZ sprzyjato regeneracji komérek p przez zwieksze-
nie zréznicowania trzustkowych komdrek progenitoro-
wych [55]. Potaczenie inhibitora DPP IV z inhibitorem
pompy protonowej przywracato stan normoglikemii
i znacznie zwiekszato stezenie gastryny w surowicy,
a peptydu C w osoczu, jak réwniez zawarto$¢ insuliny
w trzustce u myszy NOD [79]. Ponadto, podanie linaglip-
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Ryc. 15. Ogdlna struktura dipeptydowych kwaséw boronowych inhibujacych DPP IV (po lewej) oraz dutogliptyny — przyktadowego analogu w badaniach

klinicznych (po prawej)
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Ryc. 16. Struktura difenylowego estru kwasu fosfonowego, bedacego
nieodwracalnym inhibitorem DPP IV; n =0 lub 1

tyny myszom NOD ograniczalo czesto$é wystepowania
cukrzycy oraz autoimmunologicznej destrukcji komé-
rek B trzustki [47]. Zaobserwowano réwniez, ze terapia
sitagliptyng znaczaco zmniejszata zapotrzebowanie na
insuline, ale tylko czasowo poprawiata kontrole glike-
mii. Leczenie sitagliptyng pacjenta z cukrzyca autoim-
munologiczng oraz z zespotem sztywnosci uogélnionej
po 5 miesiacach obnizyto warto$ci wskaznika HbA1c
(hemoglobiny glikowanej) oraz istotnie zmniejszyto
poziom przeciwcial anty-GAD (przeciwko dekarboksy-
lazie kwasu glutaminowego) o okoto 85% po uptywie
18 miesiecy [49]. Dotychczasowe doniesienia pozwalaja
przypuszczadl, ze inhibitory DPP 1V, oprécz wptywu na
GLP-1 i GIP, maja potencjat do obnizania reakcji auto-
immunologicznej i to zaréwno poprzez efekt ochronny
w stosunku do komérek B trzustki jak i poprzez regulacje
odpowiedzi immunologicznej.

F

F

Ryc. 17. Struktura sitagliptyny (po lewej) oraz omarigliptyny (po prawej)

Istnieje hipoteza, ze gliptyny moga zaktcaé tworzenie
zaawansowanych produktéw konicowych glikacji (w tym
Ne-karboksymetylolizyny - CML i glikoalbuminy), kté-
rych postepujgce gromadzenie sie u pacjentéw
z przewlekta hiperglikemia powoduje nadmierna immu-
noaktywacje, jednak mechanizm, wedtug ktérego docho-
dzi do regulacji dziatania uktadu odpornosciowego
z udziatem inhibitoréw DPP IV nie jest jeszcze doktad-
nie poznany [68]. Uwaza sie, ze wzrost aktywno$ci DPP
IV koreluje z rosngcg odpowiedzig immunologiczng lim-
focytéw Thi, podczas gdy inhibicja DPP IV zwieksza
wydzielanie cytokin zwigzanych z aktywacjg limfocy-
téw Th2. DPP IV moze sprzyjaé odpowiedzi Th1, chociaz
jej nadekspresja jest tez obserwowana na powierzchni
komérek Th17. W oparciu o te przypuszczenia sugeruje
sie, ze gliptyny przyczyniaja sie do wzrostu komdrek
T regulatorowych (Treg) przez modulowanie migracji
patogennych komérek T CD4*, co zaobserwowano na
przyktadzie wydluzenia przezycia przeszczepu wysepek
Langerhansa u myszy NOD [92].

Wiele dowodéw wskazuje, ze w cukrzycy autoimmuno-
logicznej gtéwnymi sprawcami niszczenia komdrek p
wysepek Langerhansa wytwarzajacych insuline sg wta-
$nie komérki T CD4* oprécz T CD8*. Proces chorobowy
jest wywotany brakiem réwnowagi miedzy chorobotw6r-
czymi i regulacyjnymi limfocytami T. U podstaw pato-
genezy lezy zaburzony profil limfocytéw pomocniczych
Th1 wzgledem Th2, Bezposrednio odpowiedzialnym
moze by¢ interferon-y (INF-y), wytwarzajacy limfocyty
pomocnicze Thl i z jego inicjatywy moze dochodzi¢ do
niszczenia komérek p wysp trzustkowych. W nastepnym
etapie, w odpowiedzi na dziatanie INF-y, cytokiny (IL-4,
IL-10), pelnigce funkcje ochronng i zapobiegajace nad-
miernej aktywnosci Th1, uwalniajg limfocyty pomoc-
nicze Th2. W podobny sposéb limfocyty regulatorowe
Treg tlumia autoimmunizacje przez hamowanie prolife-
racji komérek efektorowych i cytokin, podczas gdy prze-
ciwne do nich komérki pomocnicze Th17 promuja stan
zapalny, powodujacy patogenne zmiany autoimmuni-
zacyjne. Najnowsze badania potwierdzaja, ze gléwnym
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Ryc. 18. Struktura alogliptyny (po lewej) oraz linagliptyny (po prawej)

czynnikiem wplywajacym na rozwdj cukrzycy typu 1 jest
wadliwe dziatanie supresorowe limfocytéw. Obiecujgca
wydaje sie wiec taka interwencja terapeutyczna, ktéra
bedzie jednocze$nie wycisza¢ dziatanie Th1 i Th17 oraz
wptywacé na aktywacje Th2 i Treg [92].

Z dotychczasowych badari wynika, ze inhibitory DPP IV
moga petni¢ funkgje regulacyjne w uktadzie immunologicz-
nym. Zaktécajac odpowiedz immunologiczna wywolang za
posrednictwem limfocytéw Th1, zwiekszaja wydzielanie
cytokin dla Th2 oraz aktywuja limfocyty Treg, uniemoz-
liwiajac tym samym wytwarzanie prozapalnej cytokiny
IL-17. Gliptyny promujg regeneracje komérek P, dzieki
czemu przyczyniaja sie do tlumienia autoimmunizacji.
Wydaje sie wiec, ze moga znalez¢ zastosowanie w lecze-
niu cukrzycy typu 1, ktdrej terapia powinna obejmowac
zaréwno mechanizmy immunologiczne, jak i komdrkowe,
odpowiedzialne za niszczenie i regeneracje komdrek .

Wybrane elementy farmakologii gliptyn

Inhibitory DPP IV (zwlaszcza te zrejestrowane w USA
i Europie, czyli sitagliptyna, wildagliptyna, saksaglip-
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tyna, alogliptyna, linagliptyna) prawie od dekady sg
z powodzeniem stosowane w leczeniu cukrzycy typu 2.
Stosunkowo dobrze poznano réwniez ich profil farmako-
kinetyczny i farmakodynamiczny [12,48].

Gliptyny, hamujac dipeptydylodipeptydaze 1V, wydtu-
7ajg wydzielanie insuliny z komérek trzustkowych przez
przeciwdziatanie rozktadowi peptydéw inkretyno-
wych. Inkretyny GLP-1 i GIP sg uwalniane w odpowie-
dzi po spozyciu pokarméw. GLP-1, inicjujac wydzielanie
insuliny, hamuje wydzielanie glukagonu, opréznianie
zotadka oraz wplywa na zmniejszenie taknienia. Lecze-
nie gliptynami korzystnie dziala na stezenie glukozy
we krwi, ktérego bezposrednim odzwierciedleniem jest
warto$¢ wskaznika retrospektywnego HbAlc. Pomiar
HbA1c utatwia kontrole skuteczno$ci leczenia cukrzycy
typu 2, gdyz ilos§¢ hemoglobiny glikowanej przektada sie
na $rednie stezenie glukozy we krwi w ciggu minionych
120 dni. Szacuje sie, ze gliptyny zmniejszajag w sposéb
trwaly warto$¢ HbAlc o okoto 1%. Monoterapia inhi-
bitorami DPP IV nie wywoluje istotnego ryzyka hipo-
glikemii i zwiekszenia masy ciala. Najczestsze opisane
dziatania niepozadane tej klasy lekéw dotycza bdlu
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i zawrotéw glowy, zaparé, zwiekszonego ryzyka infek-
cji, w tym zapalenia nosogardzieli, w niektérych przy-
padkach wiekszego prawdopodobiefistwa pojawienia
sie zdarzen sercowo-naczyniowych oraz mozliwosci
wystgpienia ostrego zapalenia trzustki. Gliptyny nie sg
polecane kobietom w cigzy, poniewaz badania na zwie-
rzetach wykazaly prawdopodobienistwo toksycznego
wplywu na rozwijajacy sie ptéd. Wiekszo$¢ inhibitoréw
DPP IV jest wydalana z organizmu przez drogi moczowe,
dlatego tez, zwlaszcza w leczeniu sitagliptyna, saksa-
gliptyna lub alogliptyna, konieczne jest dostosowanie
ich dawkowania u pacjentéw z umiarkowang lub ciezka
niewydolno$cig nerek. Linagliptyna jest gtéwnie wyda-
lana przez drogi zétciowe z kalem, a zatem nie wymaga
regulacji dawki u pacjentédw z zaburzeniami czynnosci
nerek [50]. W tabeli 4 podsumowano najwazniejsze para-
metry farmakologiczne gliptyn, zarejestrowanych przez
FDA i EMA do stosowania w leczeniu cukrzycy typu 2.

Sposréd wszystkich wykazywanych dziatah niepozg-
danych najwiecej kontrowersji budzi obecnie ryzyko
pojawienia sie i/lub rozwoju choréb kardiologicznych,
ktéremu po$wiecono najwiecej uwagi w ramach badarn
klinicznych 1V fazy w zakresie bezpieczeristwa terapii
inhibitorami DPP 1V [82]. Nalezy jednak podkresli¢, ze
gliptyny jako pierwsze leki przeciwcukrzycowe, zostaly
uznane zaréwno przez FDA (Food and Drug Admini-
stration), jak i EMA (European Medicines Agency) jako
majace istotny statystycznie profil bezpieczeristwa kar-
diologicznego (o gérnej granicy przedziatu ufnosci 95%
Cl dla ryzyka wzglednego gtéwnych niekorzystnych zda-
rzen sercowo-naczyniowych w poréwnaniu z placebo
<1,3). Jednak opublikowane niedawno metaanalizy, obej-
mujace dotychczasowe badania kliniczne, prowadzone
w ostatnich 2-3 latach, dotyczace wptywu gliptyn na
uktad sercowo-naczyniowy, nie sg tak zachecajace.

Powiktania sercowo-naczyniowe sa bardzo czestym pro-
blemem u 0séb cierpiacych na cukrzyce typu 2, dlatego
bezpieczeristwo kardiologiczne jest wnikliwie anali-
zowane podczas wskazan terapeutycznych dla tego
schorzenia. Szacuje sie, Ze zaréwno ryzyko chordb wiei-
cowych wzrasta dwukrotnie, jak i zwieksza sie prawdo-
podobiefistwo wystapienia réznych podtypéw udaru
mdézgu. Istniejg silne dowody, ze $cista kontrola glukozy
zmniejsza liczbe powiktat mikronaczyniowych, prowa-
dzacych do retinopatii, nefropatii i neuropatii, jak réw-
niez do powstawania powiktai mikronaczyniowych [5].
Poniewaz dipeptydylopeptydaza IV moze wptywal na
uktad naczyniowy przez modulowanie stezenia tlenku
azotu, zwiekszanie liczby komédrek progenitorowych
$rédblonka, promowanie angiogenezy, zmniejszenie
stresu oksydacyjnego i fagodzenie stanéw zapalnych,
dlatego sugeruje sie, ze wlasnie inhibitory DPP IV moga
chronié¢ przed mikroangiopatia [76]. Modele in vitro
i przedkliniczne wskazujg na korzystny wplyw glip-
tyn na funkcje naczyniowe, regeneracje komdrek $réd-
btonka i mie$nia sercowego oraz hamowanie miazdzycy
tetnic z udziatem szlaku metabolicznego zaleznego od
chemokiny 12 (CXCL12/SDF-1), substratu DPP IV [11].

Ponadto, podczas terapii inhibitorami DPP IV obser-
wowano spadek stezenia cytokiny prozapalnej TNF-q,
co przy poprawionej kontroli glikemii moze ograniczaé
ryzyko powiktan watrobowych, nerkowych, a takze
uktadu sercowo-naczyniowego [8].

Przeprowadzone analizy poréwnawcze badan klinicz-
nych wykazaty, ze inhibitory DPP IV nie mialy znacza-
cego wplywu na ryzyko $miertelno$ci wérdd pacjentéw
z cukrzyca typu 2 leczonych inhibitorami DPP 1V
w porédwnaniu z grupa kontrolna, ktérej podawano pla-
cebo [56,89]. Wprawdzie Li i wsp. ustalili, ze stosowa-
nie gliptyn moze zwieksza¢ ryzyko niewydolnosci serca,
nawet z konieczno$cia odbycia hospitalizacji z powodu
zawatu [54], jednak dotyczyto to gtéwnie terapii saksa-
gliptyna i alogliptyna, podczas gdy sitagliptyna zostata
uznana za najbardziej bezpieczny kardiologicznie lek glip-
tynowy [30,82,93]. Zaobserwowano ponadto, ze inhibitory
DPP IV byly dobrze tolerowane i mialy odpowiedni profil
bezpieczeristwa. Wprawdzie nie zawsze zapewniaty odpo-
wiednig ochrone uktadu sercowo-naczyniowego, zwlasz-
cza u chorych bez potwierdzonych wspélistniejacych
schorzen kardiologicznych, to jednak okazato sie, ze moga
skutecznie obnizad ryzyko wystgpienia udaru mézgu oraz
miazdzycy [8,30,56]. Obecnie, wobec nie zawsze spdjnych
doniesien, nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ korzy-
$ci wynikajacych ze stosowania omawianej klasy lekéw
u oséb cierpigcych na cukrzyce bez wzgledu na wspét-
istniejace schorzenia kardiologiczne, ani tez potwierdzi¢
jakichkolwiek istotnych zagrozeri dla uktadu sercowo-
-naczyniowego zwiazanych z terapig gliptynami [62].

Mankamentem poréwnywanych badati, jak komen-
tuja autorzy, byta mata liczebno$¢ préb, krétkie okresy
obserwacji oraz mato znaczgce zdarzenia sercowo-
-naczyniowe. Ponadto definicja wynikéw nie zawsze
byta dostepna lub zrozumiata, a niektére gtéwne
incydenty kardiologiczne oparte byly na zdarze-
niach niepozadanych zgtaszanych przez klinicystéw,
a nie na za$lepionych pierwszorzedowych punk-
tach konicowych. Z tego wzgledu opisywane inter-
wencje nie moga by¢ wystarczajace do oszacowania
rzeczywistego dziatania inhibitoréw DPP IV na popu-
lacje bez wspdtistniejacej choroby sercowo-naczynio-
wej [30,53,54,56,62,89,93].

Reasumujac, przedstawione wyniki metaanaliz nie ozna-
czaja definitywnie, ze inhibitory DPP IV nie wplywaja
kardioprotekcyjnie na chorych z cukrzyca typu 2, u kté-
rych odnotowano np. chorobe wieficows, ale do wycia-
gniecia bardziej jednoznacznych i rzetelnych wnioskéw
potrzebne sa dalsze badania, przede wszystkim wielo-
o$rodkowe badania randomizowane, z podwéjnie $lepa
prébag, kontrolowane placebo, dla populacji o duzych
liczebnosciach. Cukrzyca jest schorzeniem o ustalonym
czynniku ryzyka choréb sercowo-naczyniowych, wiec
dla kazdego indywidualnego pacjenta jeszcze przed roz-
poczeciem leczenia nalezy rozwazy¢ potencjalne ryzyko
i korzysci oraz koszty zastosowania okreslonej terapii.
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Tabela 4. Wybrane parametry farmakologiczne gliptyn, zarejestrowanych przez FDA i EMA do stosowania w leczeniu cukrzycy typu 2 [12,48,63]

Gliptyna Wiazalnos¢
(nazwa wiasna i handlowa, ZDPPIV ” Dawka 'Okres . Wchtanianie . .
dmiot rei . (selektywnosc, péttrwania . . Metabolizm Wydalanie
podmiot rejestrujacy, rok, urzad/ % inhibiji [mg] t[h] i dystrybucja
i 4 12
kraj) Ki [nM])
o ; ) - .
' 97; 9 1x dziennie P (CYP3aa/CYpacg)  “PORY
czynnych (0AT3) niezmienionej
nie jest substratem
L enzymoéw
w niewielkim
Wildagliptyna/ Galvus umiarkowana; 50 stopniu wigzanie cytoch~r0mu P43,
. . 1,5-45 h ) hydroliza 85 9% z moczem
(Novartis 2007, EMA) 95, 17 2 x dziennie z biatkami osocza
93%) w nerkach do
' nieaktywnego
metabolitu (69%)
75 % z moczem
B watrobowy 500
Saksagliptyna/ Onglyza umiarkowana; 5 (23 _l; brak wiazania do aktywnego gjcizegrj)st lek
(BMS, AstraZeneca 2009, FDA) 80; 0,6 1x dziennie . z biatkami osocza metabolitu sy
metabolit) (CYP3A4/5) 21-52%
metabolit)
Alogliptyna/ Nesina wysoka: % wiazanie z biatkami nieznacmy
) ; _ 0
(Takeda 2010, Japonia, 2013 FDA) 90; — 1x dzienniie 12-21 ?258_(;3%) (CYP3A4/ CYP2D6) 76 % z moczem
wigzanie z biatkami  watrobowy
Linagliptyna/ Trajenta umiarkowana; 5 10—40 0socza zalezne od do nieaktywnego > 85 %z katem
(Boehringer, Lilly 2011, FDA) 80; 1 1 x dziennie stezenia metabolitu 6,3 %z moczem
(70-80%) (CYP3A4/5)

PODSUMOWANIE

DPP IV to enzym o plejotropowej funkcji w organizmie,
co wynika z wielo$ci jego substratéw. Ze wzgledu na
osobliwg tréjwymiarowg strukture, warunkujaca mole-
kularne i funkcjonalne wtasciwosci, DPP IV odgrywa
wazna role w réznych procesach zaréwno fizjologicz-
nych, jak i patologicznych badZ przez bezposrednie
w nich uczestnictwo, badz posrednio - przez mozliwo$¢
oddziatywania z innymi biatkami macierzy zewnatrz-
komérkowej.

DPP 1V jest zaangazowana w utrzymanie homeostazy
u ssakéw, w zwigzku z tym ma udziat w mechanizmach
molekularnych wielu réznych schorzeti, zwlaszcza
nowotworowych, immunologicznych i neuropsychia-
trycznych. Rola DPP IV w etiologii tych chordb jest wcigz
niedostatecznie poznana, mimo dowodéw na zmiany
ekspresji enzymu i zaburzeni jego aktywno$ci w tkan-
kach i ptynach ustrojowych. Enzym wydaje sie obie-
cujacym narzedziem do zastosowan diagnostycznych
i prognostycznych w postaci biomarkera toczacego sie
procesu chorobowego czy sondy molekularnej do bio-
obrazowania zmian chorobotwdrczych.

W zastosowaniach medycznych sa obecnie inhibitory
DPP IV - gliptyny, wykorzystywane w leczeniu cukrzycy
typu 2, ktérych zadaniem jest ochrona inkretynowych
hormonéw peptydowych przed szybka degradacja.
Bezpieczeristwo stosowania gliptyn oraz ich korzystny
wplyw na degradacje inkretyn i kontrole poziomu glu-
kozy we krwi wykazano w modelach biologicznych
i w badaniach klinicznych. Rozwazane jest rozszerze-
nie potencjatu aplikacyjnego inhibitoréw DPP IV do
innych wskazani: wspomagajaco w terapii cukrzycy typu
1, niektérych chordéb autoimmunologicznych, nowo-
tworowych (przewlektej biataczki limfocytowej), ser-
cowo-naczyniowych (miazdzycy) czy tez przewlektych
choréb watroby [63].

Reasumujac, DPP 1V to istotny enzym do projektowa-
nia i opracowania nowych, bardziej skutecznych stra-
tegii terapeutycznych i diagnostycznych w onkologii,
immunologii, kardiologii, endokrynologii, neurologii,
psychiatrii.
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