
Protease inhibitors as therapeutic agents 
Laura Mendieta Martínez 

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB 
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos 
privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro 
ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza la
presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta 
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de 
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the 
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital 
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not 
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author.



��

�
�
�
�

������	
���������	����	�	
��
��	
��������	��	���	����	���	�	
���

�
�
�

�������	�
��������	
�	
����������
�����	�



�
�
�
�
�

���������������������
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
��	�	
��������	�















���������������������� � � � � ����� ���� ����
��!�"��
��	#��$��%��������������	��� � � � ���	�	��
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



���

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 
  



����

                                            INDEX 
�
�

�

&���	�����	�''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''(�

� (����	����)))))))))))))))))��*�

� +����	�����������
����
��))))))))),�

� *����	��������-��	���������
�))))))���(+�

� .��!���������)))))))))))))))���+(�

�

�

�

/-0���%�'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''.*�

�

�

�

1�����''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''.2�

�

�

� !������(������&3���-���
����	�	�	
�����������������	��

� 4������������-��	��)))))))))))���������������))))))))))�).,�

�

!������(��	��5��))))))))))))))���)))))))��6*�

(�(������&3���	�-������5�����	���������������))))��66�

(�+������&3��������������	�)))))))))))))))))78�

(�*������&3���������)))))))))))))))�)))))27�

!������(�	%�%�4)))))))))))))))))))))��,6�

�

�

� !������+������	%���	#�����&3�����-��	���#�	��������5�����))))))))�),2�

�

!������+��	��5��)))))))���))))))))))))))�(9(�

+�(��:����	�;�5������	���������)))))))))��))))�(9*�

+�+����������	
����
���)))��))))))))))))))))���((.�
!������+�	%�%�4)))))))))))))))))))))��(+6�

�

�

� !������*������	%���	#��/������-��	���-��< :))���������������)))))))))�����(+2�

�

!������*��	��5��))))))))))))))���)))))))���(*(�

*�(��:�=���#��	�������	��������	��5��������)))))(*6�

*�+��<�
�����	�
�����������
)))))))))))))))��(.+�

*�*��<���%�������	�)))))))))))))�))))�)))))��(6(�

*�.��>�������������	#��������������))))))))))))(7+�

!������*�	%�%�4))))))))))))))))))))))�(72�

�



�%�

� !������.��!������������	��	#��������������%��������#	���

� � � ��������������������������-��	��))���������������)))))))))))�)(7,�

�

!������.��	��5��))))))))))))))���)))))))��(2*�

.�(����-�����������
��)))))))))))))))�))))��(26�

.�+�����������	��	#��������-���	����������))))��)))�(28�

.�*���	�?��
))))))))))))))))�))))�)))))�(8(�

!������.�	%�%�4)))))))))))))))))))))��(86�

�

�

�

��������	�'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''(82�

�

�

�

!	������	��'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''+9*�

�

�

�

�����������������	��'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''+9,�

�

� !������()))))))))))))))))))))))))))))))))))))��+((�

� !������+)))))))))))))))))))))))))))))))))))))��+*+�

� !������*)))))))))))))))))))))))))))))))))))))��+*7�

� !������.)))))))))))))))))))))))))))))))))))))��+*,�

�

�

�

1����'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''+.*�

�

�

�

��-��	
�����''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''+2*�

�

�

� �



�

�

� �



�

�

�

�



@�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

                            INTRODUCTION 
�

�

�

����������	
��	
A����A	�
�	��	�	��	
A���������	
����A	�
�B



@B����A������

CB����A�������������A����A��

DB����A�����	
�	�	A������������

EB�������A�	��B�������F������
���A����	
�����
���

�
�
�
�
�



C�

 
 
 
 
  



Proteases 

D�

                                                                                                                                           1. Proteases 
�

�

���A������ ���� �
������ A��A� �������� ��	
�� ��	�F� ���A	��� �
� ���A�	
�� ����� �������
���A	���������A�	
�GH@I��
�����
�F�A���������JDD� 
��
��
���A�A	������A������K!��������
CL@EMF��
�A���
������	
������������������GHCI�!	��A��A�������	
�@NDOF����"����

F�����
����	��� ����	
GHDI� "	
��� A��
F� 	
A�
��� ��	�
A	�	�� ��������� ���� ���
� ���A�� A�� A���
���A����� �	��F� ��A�	
	
�� �	����� ��������� 	
�����A	�
� 
�A� �
��� ��� A��	�� ��
�A	�
� �
�
�����
	��������A	�
F���A���������A��	��	
�������
A�	
����	����
�������	����	������A�����G�
����������	
�����A	�
������	
A�
��A����A�	
�����������	�A����������A�����G�
�

�

�

����
������������ !

�

���A����A	���
�����������	����	�A�	��A��	
�A�������
����G��������
��������A��	
�A���
�#A����������������� K�����#	��A���� A���PLQMF���� 	
� A��������������A����F���	���������A	�����
������������A	�
�	��	
A��������
���GHEI�$	��
�A������	�A��������A�����F�A�������������	�	��
���
���������������A���G�
����
	
���
� A�������A��A�� A����������F����A��������
�������	�	�� 	
A���#�R���A������
K������� ����� A���%������ A���	
	M�����
�R���A������ K��������
� 	
A��
������A	����
F� ����
�����������
��A���	
	MG�
������
�A�����A���A	�������
	��F����A���������������	�	��	
A������
����������G�
!	
����F����
	
���
�A��������A	�
������	�	
F�A������
���������������	�	��	
A�����
���
�
���	�	��G�
�

�

@G@G@G���A���A	�������
	���

����
	
�� �
� A��� ��A���A	�� �����
	��F� ���A������ ���� 	�	�� 	
A�� A��� ��	
� ������B�
���A	������
�������G�
�

�����	
	A	�
F����A	���������������������A	
���
����A	����
�G�&�����������
�	
�� A��
���A	���������� ����� 	
A�� A���'�� DGEG�$	��
� A���
�A������� A���
�������	��� 	
������ 	
� A���
�������	�F����A	���������	�	��	
A��O����������G�����
�������	�����
���������	���A��A�
�������
������	
A����	�A����	
��A�������A	�
�K������
A���A����	�MG�����������A�����	
�R
A���	
���
�������	������������F� �
� ����	�	�� 	
A�� A��� ���������� ��� ���	
�F� ���A�	
��
�
� A����
	
�� ���A�����G� �
� A��� ��
A����F� A��� 
�������	��� ��
� ��� �
� ��A	��A�� ��A���
��������G�����
	
���
�A�����A	��A	�
����A�����������F����A����������	�	��	
A�������A	�F�
��A������
����A��	�����A�����GHCI�
�

(
A	������
A��F�A���A�����S���A����T��
�S���A	���T���������
����������
�
���F���A�A���
����
A�	��������������A	�������������	������A���	�A	
�A	�
����A�����
���A�G���	��������
����	�������� 	
� CL@@����)���	
����	���F����
��A��	
�� A�������R�����	
���������������
A������� ��A�A��
����A��� ����� ������GH@I����� �
����� ��
A�	
�� �
� �������	
�� ���	��� A��A�
������ �� �	��R�������� ����	
	�	�� �	
�� �	A�� 	A�� ��
� �����
��� �����
G� *�A��� A���
��������
�
A� 	
��A	�
F� A��� ���A	�� ��
� 	�� ������G� ���� �
��������� �����	�	�� ��� ��



Introduction_1 

E�

�����F��	
��� A������
��������������R�F��R�F��R%��
��A������
��������
��	�����
A� A��
�
�������	������#	�A	�
G�&�����������
�	
��A�������������������	
A��A���'��EG�*�����A�����F�
A����� 	�� �
��� �
�� ��������� A�� �A�F� A��� �������	
�� ���A	�� ������F���	��� ���� 
�A� ���
�
	
�������A�	
�A����(�&���������
�A	�
�GHCI�
�

����F�A�������������
��������������A������������
�A�����A���A	�������
	��F��
��
��	��A��
�
������A����
 
��
������
	��U����A�����G��
�����
�F�A����������������
A�A	��������������
A�����#���A��������A��	�����A	������
��������	
�����A	��������G�
�

�

@G@GCG�'����A	�
������	�	
�

���A������ A��A���������������� 	
� A���������	�	������	
����	���V��
�������A���A��������
�
������ 	
A�� ���	�	��G� *����������� ��� �� ���	��� ������� A��� ���A	�� ��
� ��� A��� �����
��A���A	�������
	��G� !��	�	��� ���� 	�
A	�	�� ��� �� ��AA��� K��A���A	�� A���M� �
� �� 
�����G�
"�������	�	����������	�	�F����
	
���
�A����
�	�
A�	�����
������A������A�����GHCI�
�

*����
�	��A�������������
�������������A��������	�	���A��A����������	
���������A	�
������	�	
G�
"	�	���� ���A�	
� �A���A���� ��� �����
� ��V��
��� ��A	��� ����
� A��� ��A	��� �	A�� ����
������A�������� A���
������ ���	�	��� 	
������
F���A�
�A� A�����A���A	�������
	��G����
������
	�
A	�	�����A�����AA���F���	
��A����	��A��
������A��A��A��������
	��������A	�
G���AA���S�T�
��	�
��A��������
���������	#�������
	�������������
AG�*�����������������	�	��F����
����
�
������	�	��	
A��������
�GHCI�
�

�

�

��"�
�# �$��$
�%&��#��$�

�

!��������A	��������A�	
� A�������
�	��������
��
���
�������A���������A��A�F� 	A����� A��
����	�� A����� ��V�	�	A��G�!	��AF� 	A����A���
A�	
��� �����
	A	�
���V��
��� �������	��
����A����F�
�
� ����
F� A��� ���A����� ���A� ������� A��� ����A��A�� ��
	�A�� 	
� �
� ��	 �����	 �����G�
+������F�A������A	��������A�	
������
�A������
�	�������������A��A���
A	��	A���������
���
��	���A�
��������
�	
�A�����������������������A��
A�����#A���������������A	�
��	A��
A�����A	������A����HPIG��A�	��
�A��
���	����A�
A�A��������
������A������A����A	���
����F���A�
�����	A����	�	A��A���������A�������A��A�G�
%�A�����������
����
��	�F��
��
�����A������������������A��
��
������A��A�G����������A�
��������A����U������	����	��������A��A��	����	
�����A������A������������G�
�

�

@GCG@G���
A	�	��A	�
�������A���������A��A���

��
A	�	��A	�
����A����
���
��������A��A�����������A�����	��
�A��
������A�� G��	��R��	
��
���
A�F� ���� ��
��
A��A	�
�� ��� ���A� �������	
�� ��� �� ���A����A	�� �����A����� 	��	���A� 	A��
	�
A	�	��A	�
�	
��
���	�����	�����G�
�

���	A	�
����F�A���������A���������������
�A�����AA��R���A���
	V��B��	��
�������A��A�F�
�A��� A��������A�������A������ 	
������ A���A���	
����	����
����� 	�� A��������
�	���� ����
	A���������	
�G�������,��	A��������A�����U�����A��A�����������
�	�
A	�	�����A�	����A��G�



Proteases 

P�

!����#�����F�����A��A�������
�	�A�
�	
R��
���A	
���
�����K*�'M������	����������� A���
��AA��R�����������GHPF�OI�
�

)���
A��F� ��	 ������	 �	�	
�����A	��� A����� ����� ������ 	
� A��� ����A��A�� ���	�A	�
G� ����
����A��A�� ����	�	�	A	��� ��� ���A������ ���� �A���	
�F� �
� ����	�	�� ���A	�� ��V��
���� ����
��A�	
�G� ���
F� A����� ��V��
���� �������� A�� A��� ������ ��
���� 	
� ����� A�� �	
� A���
��
A�	
	
�� ���A	�� ��� ���A�	
G�+������F� A��� �������A�� ���	
	A	��� ���� A��� ������ ��A	�	�	���
����A��A�����������A�
A	�����	�����A��A������A	��������A�	
�����A��A��G�!���A��A������
F���	
������	 A����� ���� ��������
A�� �	A�� �� ����
� ��A��� ���� ����A��A�� ���	�A	�
G� �
��
����� ����� �#������ ��� A��� ����	��A	�
� ��� �	�	
�����A	��� A����� 	�� A��� 	�
A	�	��A	�
� ���
������������A��A��GHPF�WI�
�

!�����	
�� A��� ����� �A��A���F� A��� ����ARA��R����	���A��� ������� A��� 	�
A	�	��A	�
����
�
���
���� ����A��A��� ����� �
� ���A	�� ���	
	A	��GHPI� ������	
� �#������ ����� ��� A���
	�
A	�	��A	�
����A�����A�	#���A�������A�	
���RC�����A��A��KA�����
���A��������AA���A�
A�
���A�	
�D�R&��DMGHNI�
�

$�
�A	������������F��������� 
�� 	
F� 
�� ��A����������)%*� 	
A������
��� K)%*	MF�����
�����
A� ����� 	����
A����F� ����� ���  
�� ��A� ������
	�� ��A���	A�� �
� ��������A	�
� ���
�����
��A�������A����� ��
�A	�
�GHPI�%����A������F� A������������
������� ��� �����������

A���
	V��� 	
� A��� ���A����� �������� �	��G� βR�	A�� *��R�����	
�� �
����� K�*�'M� ����
���	�A�������A����A�����*����	���U��	�����F�A��
 ��A��A�����
�	���A	�
F������
�A	��A����F�

A��A��*�'����������A���βR�����	����A	��	
������GHJI�
�

!	
����F����A���	�� A����F������������������A����A��� K&"M�������
����� A��� 	�
A	�	��A	�
�
������A���������A��A���A��A������
�A�����	�����	A��A�������	������A������	��G����A���	��
��A���������#���A��A������#A����������������	
�����A��A���A���	
�A	�
�	
�A���
�#A�����
�����GHDI�
�

)����	
�� A��� A��� ���A� A���
	V���F� ��
�A	�� ����������� �
� ���A���	�� A����F� �	A	�
���
������A	�
�����������A� �
G��
�A�����A���
	V���F�A�����	��
����	�
���A��A�A������A��������
�A��� 	�� �����
�	���� ���� A��� 	���A� ���A�����	�� ��� A��� ����A��A�F� ��A� A��A� 	A� 	�� ��������
	
������ 	
� 	A�� �������	
�G� !��� A��A� �����
F� �� ���A	�� ��� ���A�	
� 	�� �
��� ��
�	���� ��
���A����� ����A��A�� ���
� A��� ��������� 	�� ������ ��	 �����G� ��A� 	
�A��� ��� ��	
�� ��
	����
A���F� ��
�A	�� �
� ���A���	�� A����� ����� �������� A��� �
���A�
	
�� ��� A���
���A����������
	��������A	�
G�
�

�

�

��'�
�%!��� !�

�

����
	
�� �
� A��� ����� ��� A��� �������	
�F� ���A������ ����� A�����	
� ��
�A	�
�B� ���A�	
�
�����A	�
F���	��������A�����A	�������� A�A������
��������A�	
�F��
����A�	
��������	
��
��	�����
�	�A���
������������������������������A�	
�G��
�

)����	
�� ���A�	
� �����A	�
F� ���A������ ����  ��A� 	
� ����
�����F� ����� ��� ���������� ���
�
������F� ��� ���� 	
A����A�� 	
� A��� ���A������� ���A��GHPI� ���� ������A��
A��	��A	�
�



Introduction_1 

O�

���	�� A����
��
A���������A�	
������A	�
F��	��
� A������A�A��A�A��������A����������
�
R
�����A	��G�
'#�������������A�	
������A	�
�	
��������A�	
�������	
���
�A����
A	��
��������	
������
A��	�� �����
A�A	�
� 	
� &+�� �� K�A��A�� ��� A��� ��A	�
� ��� A��� ���A������M� �
� &+�� ���
����������K�
��������
��������������A�����MGHEI�
�

�
� A��� ��
A����F� ���A������ 	
� ������� ��� ���A�	
� �������	
�� ���� �	����� �����A	��G� �
� �	��A�
A���F� A������A�������A	��A��F� 	
��A	��A��������A���� A��� ��
�A	�
���������A�	
G�+������F� A���
����A��A����� A��������A���������A����A	�����
A����� ��������A�������	����	������A����GHPI�
����F��	
�����
�A	�
�������A������	����	
�����A������������A��	������A��A�����������A�G�
�

�
�

!	����� 	G@GB� !�
�A	�
� ��� �� ���A����G� ���� 	���A� ��
�A	�
� 	�� A�� ��A��� A��� ��A	�	A�� ��� �� �	��
� ����A��A�G�
+������F� A��� �	
�����A	�
����
�����
� A������A	�	��A	�
���� A��� ����A��A����������A� 	
����	����	����
��A����G�

�

�

���A����A	���
���������� A��
������ A�� ������A�� ����	�	���	����	������A�����F���A	��A	
�����
	
�	�	A	
�� A��� ���A�� ���
� A��� �������	�A�� �A	���	G� ���� ��	�	A�� ��� ���A������ ���� A���
������A	�
� ��� �	����	���� ���������� ���� ���
� 
���� ��� ���A����� �	�
���	
�GHPI�*�� 	
� �A����

�
R���A����A	����A�����F� A����	�
��� 	������	�	����� A�����
����A	����A���F���	�����
����
������A�G� �
� ��
A���AF� A��� ���A����� �	�
���	
�� 	�� 	�������	���F� �
� A���F� �
��� �A��A��
�����A����

�A������A�A������A��A��G�
�A�����A�������
A	�
��A��A��
A	��
������
A�A	�
F�����	����A�������A�	
������A	�
F���
�
��������	�	����������������A������	�
���	
�����
AG�+������F�	
�A�	��A�#AF�A���A�������A�����
�	�
���	
���	����������
���A�����A�	
��������	
�G�
�

�

�

��(�
�$�)�!��*
 �
+# �$��$
��,!����!,

�

!��� ���A������ 	�� 	����A�
A� A�� ��	
�����A� A���� �� KA��	�� ��A	��A�� ��
�A	�
X�M� ��A� 	A� 	��
����	��� A������	�A������ A������������ A��	����A	�	A�G���	�����
�� A������	��� A������A�����
�	�
���	
����A����G��
�

*� �	
���� ���A����A	�� ���
A����� ��� 	���	��A�� 	
� A��� ��A����B� A��� ��������� ��� �� ���A�	
�
����A��A�������A���������	�	�������AG�!����#�����F�A������A�����*�*&@L�K*�*&��A�
������
�� 	�	
A���	
� �
� ��A�������A�	
���M� ��A	��A��� A��� �����A��� +')C� K�����A��� A����	
�R



Proteases 

W�

���A�	
�  	
���� ���RCMG� *�A��� A�	�� ���
AF� A��� �����A��� 	���	���F� ����� 	
�� �
�
��A�����������A	�
� A��A� 	
	A	�A��� �������� �	�
���	
�� ��A�����F� ����� ��� A���&*�-� ���A��
K�	A���
R��A	��A�����A�	
� 	
�����Y����������	����A	�
M����
���A����G��
�

�A�������A���������A	�	��A��	
���
����A	�������A	�
��������A�������A��A��	����
�
R���A�����
���A�	
GHPI��
���#�������������� A��� �����V��
A��������	
�����*��� K�����	�����������

���A�	
M����αR�βR��
�γR�����A����GH@LI�
�

���� A�	�������
	��� ��� �	�
��� A��
���A	�
� 	�� A��� ������G� ������ ��A������ ��
�	�A� �
�
��
����A	������A����A	�����
A��������A�������A��A����������A�����GHPI�*�������
�K	
��A	���
���A����M� 	����A	��A�����������
����A����G��
�����A	��F� 	A���
���A	��A�� A���������
������
A�	�� ���A����F� �
� ��� �
G� �
� ����� �����F� 
�A� ���� A��� ����A��A��� ���� ���A�����F� �
� 	A� 	��
	��	���A� A����	�� 	�� A��� A����������� 	���������	�A�G�!��� A��A������
F� A��������������#�
��A������ ���� ������ ���A����� 
�A��� �GHPI� ���� ���A� �A�	�� ������� 	�� A��� ����R
�������A	�
� �������F� ��	��� ���� �	��A� ����	��� ��� &��!����
�� 	
� @JOEFH@@I� ������
��
����A	������	
�����A��������A	��A��������
�G��������A����A�����	��A�����	
�A��A���������
�	��	
���
�	
A���	��	
F������	
��	A���������A	�
�	
A��A�����������AG�HDI�
�

*���A� �������	
	
�� A�������������������A����� �	�
���	
�����
AF� ������
���A�
	
����� A���
�����
	��� 	
������� A��� ����	�A	�
� ��� A��� ����A	�
��	�� ���
�� ���� ���A�	
�G� ����	A��
���A����A	�����
A������ 	
���
�
AF����A������������������ A��	����A	�	A���	A�������
�F����
	
�������#��	A���A�������A�	
�� K���A���������
�AMG����A�	
R���A�	
��
A����A	�
�� K���M�����
����	���	
���������������F���������A������A������R���A�	
������A	�
G�
�

�

�

��-�
�$,%���� !

�

���A������ ���� 	
������ 	
�  ��� �	����	���� ���������G� !���� 	���
�� �����
��� A�� ����R
�������A	�
F� A����� ���� �#������� ��� ���A����� ���A	�	��A	�
� 	
� �����A� ������ ����	����	����
���
AG������������A���	����A�
������A�����A���������������A������A� �����AF��
�A������A�
��������� 	
������A	A������ ���A��F����A����A	���
���������� A	��A��� ������A���A�	�����
A�
������G�
�

*A�A��������A������F�A��
���	�A	�
�������A�������
���	��������A�����
������������A���G���	��
������A	�
��������A������A	����
�A���������#�����	�
G�
)�����A�A��A�������A	�
F���	V�	A�������A�������������
�	
������������A����K�������������	
R
@MF� �������� A	����R����	��	��� ���A����A	�� �
������ �����
A� �� ���A�	�A	��� �#�����	�
�
��AA��
G����������A���������������	�	��������A��A���������	����A��
���	
�A��������A����������
A���� ���� �#������G� !��� �#�����F� ��A����	�� �����#����A	���� E� 	�� �� ��A�������A�����
�#��������#����	�����	
�A������
�����
�A���	��G�H@CI�
)����	
�� A�� A��� A���������#�����	�
F� A��
���	�A	�
���
������
�A	A�A	���������������A���
���A�	
� �A	���	G���
�A	A�A	����� �#����������A������ ���� A��� �����R ���	
�� �
�����F� �
�
���A������� 	�� A������A� ������A��	�A	�� �#�����G��
� A��� ��
A����F� A��� �#�����	�
� ��� ��
�
���A����F����	A����
�	������	
�����A�����	
������	
������A	�
�����#		������A�	
�F�	��
	
�����
�����
	A	�
��������A���A����GH@DI�



Introduction_1 

N�

*A� A��� ���A�	
� �����F� ���A������ ���� ��� ��A	��� ��� ��� �#������� ��� ������
�G� ����F�
�����V��
A���A	��A	�
F��	A������A���A���A	������������������A�������A�����F� 	����V�	��G�
���	��F�A������������A������A��A��A	���
���A����	
	
���������	�	�������A����	
������A�����
������ ��A	��F� ����� ��V�	��� ���ARA��
���A	�
�����	�	��A	�
�� �
� �A���� ���� �
��� ��A	��� 	
�
������#������A	�
F���������A������A������G�
*����A	��������������������A	�
��A�A������A�	
� ������ 	�� A��������
�������#��	A��� K����
����
�	
	
���	A��MG���������������������A������A������A�����A	����	A�����A������A������
������
	����A�
A������� 	
�����A��A�������
	A	�
GH@EI������#��	A������� ��� 	
� A�������A��A�����	
	A��
�
� ����	�	�	A�� ���� ����� �
�����G� �A� ���� ���
� ������A�� A��A� A��� 	
A����A	�
�� ��A���
�
�#��	A��� �
� ����A��A�� ���� 	����A�
A� ���� A��� �A���	
�A	�
� ��� A��� ���	
	A�H@EIF� �	 �� ��
�����
	A	�
R�� 	
������������A�������A��A�G����
F���A���A�	�����
AF��	
	
�����A�������A��A��
�	A�� A��� ��A	��� �	A�� ����� �����A�� A��� ��A���A	�� ���
AG� ����F� �#��	A��� 	
A����A	�
��
	
����
���A�����A����	����A��GHDI�
���� �������A	�
� ����� ������� 	�� �� ������A� �#������ ��� ���A����R��
A�	
	
�� �#��	A��G�
'#A�	�	��.����������#FH@PI�!��A���.��FH@EI����A�����	
���H@OI��
� A�����	
H@WI������
������
��	����#��	A���#	�A�
����������
����
�A��A�G�
�

!	
����F�A�����	�������A��A������������A	�
�A��A����	��A������A�����	�B�	
�	�	A	�
GHPI�!������A�
���A�����F� 	A� �#	�A�� �� ���A�	
� ��� ���A	�� 	
�	�	A��� �������� ��� �A���	
�� A��� ���A����A	��
��A	�	A�G� ���������F� A�	�� ���A� �A��� ��� ������A	�
� ������� �� ���A� ��	A��R���� ��� A��� �	�
���	
��
��A����F� 	�� A��� �
����� 	�� 	
������ 	
� �
�G� '
������ �
� 	
�	�	A���� K��� ����� ��� A���
����A��A��M� ����� ��R������� A�� �������	��� �� ����������� �	�
���	
�� ���A�G� "	
���
�A���� 	��
���
��	���F� A����� 	
�	�	A���� �����A� �������� ���A������ �A� A��� ����� A	��F� A��	������ ��� A���
��������	��F��
�A�����������������	�	�	A�GHEI�
������ ���� A��� A����� ��� �
���
���� 	
�	�	A���� A��A� 	����� 	
� A��� ��
��
A��A	�
� �
� A���
 	
�A	������A���	
�	�	A	�
GHPI�����������
���	
�	�	A������������A��	
����������������A��
A��
A��A� ���	� A��� ��
A��A� �	A�� A��� ���A����G�/��
� ��V�	��F� ���� �	����A�� A�� 	
�	�	A� A���
�
����� 	
������A���

��G��
� A�����
A����F�������A���� 	
�	�	A����������R�����	����	A�� A���
���A������
������������	
�RA�
	
�����A������A����A	�����
AG�
*
� 	����A�
A� �����A� ��� 	
�	�	A���� 	�� A��� ��	
	A	�
� ��� A��	�� �	
	
�� ��� �AG� ���� ����A�
��,��	A�����A�����������A�����A	����	A������
������������A��	AF�A�������		
��A����	
	
�����
A�������A��A�G�+������F��A����	
�	�	A�����	
�A���#��	A�����������A��	����A���A�G�/�	���A���
A�����S�#��	A�T��
�S�����A��	���	A�T���������
�����	
	�A	
�A��F��#��	A���������V�	�������
��A	�	A�� ��� ���� ����A��A�� �����
	A	�
F� ��	��� �����A��	�� ������ ���� 
�A� 	
������ 	
� A���
���A����A	�����
AG�%�
�A������F��	
	
����� �	��
�� A�������A��	���	A������	�� K����
��
���M�
A������������
�A	�
����A����
����G�
���� A��	���� �#������ ��� �
���
���� ���A����� 	
�	�	A���� 	�� ����	
�G� ���� ����	
� ���	��� 	��
���������EN��������FH@CI��
�������	
������	
�����A�����	
�	�	A���G�
�

*����
A	�
������	�����F����A������	�
���	
�� 	
������� 	�������	��������A	�
�F� 	
� A�����
���
A��A� A��������A� ��

�A� �������� 	
A�� ����A��A�� K�#���A� ���� ��A����	
� "��
��� ���
��� ���
�+MG���A�A������A�A��A�A�������A	�
������	�������	��������
�A�	�����A��A��
���A�	������A���
��A����������A�����������������F� �	 ������	
�������AG�������������������A	�
���	
A�F��A�
	�����
A��A����F����
A�A�������	�	�	A������A���	
�������A	���������
A�	����V�	��G�
����F�������A	�
��������� A���������A���������
������ A�������A	�
����
�A��� F��
��������
���A����
�������
��A	���	F���	�A	
��A�������
��G�
� �



Proteases as drug targets 

J�

                                                                       2. Proteases as drug targets 
�

�

���A���������A	�	��A�� 	
������A	A������ 	����A�
A��	����	���������������
� A��	����A	�
� 	��
A	��A��� ������A�G� !�	����� 	
� A��	�� ��A	�	A�� ����	�������A	�
� ����� A�� ������
A� �	�
���	
��
��A�������
� A��������F����A����A	���
���������� 	
������ 	
��� ������
���������	������G�
!���A��A������
F����A����������	����A�
A�����A����A��	
����	����
������	������F���������
*����	���U��	�����F���
���F����	����������	��������
�+���	
���A	�
����
���A����G�����
������	
�����A	�
������	
A�
��A������	���A��������A	�
���������A��������������A����AG�
�

�

�

"���
�# �$��$
��#,$�
�.$!�������� !

�

$	��
� �� 	�����F� �����A	�
� ��� A��� �������	�A�� ���A����� A����A����� ���� A�� 	��	���A	��G�*�
A���������
����	����� A�����A��������	�������	�� 	
�����A	�
�����A� A�����A��������������
A��A������
����	
�G�
�

�
�������	�A�����A�����	���������
�	����A�
A������	
���������	������F�����������
�����
�

�������
���A	���	������G�
���� ���A����A	�� ��A	�	A�� ��
� ��� 	�	
	���� ��� 	
������G� ��A�� ��
� ��� �����A� ��� ��
�A	��
������A	�
�� ��� ��A���� ������A	�
�� K	
����	�	�
A� ��A	��A	�
� ��� �#����	��� 	
�	�	A	�
� ����
	�	
	�������A�����	���
��#����	�����A	��A	�
����	
����	�	�
A�	
�	�	A	�
�����A���	
�������
�
����A	����A	�	A�MG�!����#�����F��#�����	�
����A������A�	
�����A��������A����	
�����
���
	��	
�������	
�A����������G�
�

�
� �A���� ��A�����	��F� ������#� �	�
���	
�� ���A��� ���� ��A���F� �����A	
�� 	
� �
� �
��	������
�����AG��������A������������A	�	��A�� 	
� A����
����
�����A������
� A�
	
����� 	A����A	�	A��
���A����� A������������

	
����� A�����A����G� �A���
�����������
� A��A� A����
������
� A���
��������� A���	����������
�A�����A�F���A���	�	��A	�
���� A������A�������A	�	A�������A�� 	
���
��
��	�	��� �����AG� *
� �#������ ���� A�	�� ���A� ���
��	�� 	�� A��� 	
�	�	A	�
� ��� *�'� ���� A���
�����A�
�	�
� A���A��
AG� *�'� �������� �
�	�A�
�	
� �� 	
A�� �
�	�A�
�	
� ��F� ��	��� 	�� ��
������
�A�	�A��G� ��� ���		
�� ������� ��
�A�	�A	�
F� ����� ��������� 	�� ������G� ����F� *�'�
	
�	�	A�������A����
������������	�����A	�
F���	���*�'�	A�����	��
�A���A����	
�A���	�����G�
�

!	
����F� 	
���A	���� ���
A�� ����� ��������	A��F� �	����������A��	�F������ A��	����
����A�����F�
��	�����
���� A����A�� A�����	� A�������	����A	�
���� A��������
A�G�����+��R@����A���������
���
���������	
���A	��A�����������A����A�������A�	���
����	�	�
�����
�����K*��"MGHPI�
�

�

�

�

�

�

�

�



Introduction_2 

@L�

"�"�
�# �$��$
��#,$�
/���.��� !

�

*����	�A��A����A�	���
��
A	A����	A	������	
������	
���	�������
������������A	�
��������
�� A�������A	�� �����AGH@NI� �
� A��� ����� ��� ���A�	
�F� A��� A����A� ������ ��� �#������� 	
� ������
�	
 �� A�� A���	��������A������G�"���	�	�����F������#�����	�
� 	���� ������ ��� 	
����	�A��
A����A�G�!��A�������F�����
��	�	��������A�����A�������������	
��
	�������������A���	������
��A���A���A��
A��	A����������	
�A�A���A����A����	
� 
�� R��A�A��
���
	���
	����G�
�����A����	�A	�
�	��A��
�A���A������������A��������
	A	�
����A�������	�����������A������A�	
�
	
�A���	�����G��
�

+	�A��	�����F� ���� 	�������� ���� �
��� ������� ���	
�A� ���	�A�� A����A�G� +������F�
���	�A	�
� 	�� A	��R��
���	
�� K��V�	���� A��	������ ����� A��
� �
�� ����F� �����A	
�� 	
� �
�
�#A��������������A��M��
�����
�A�������������������������	���������������G�
��	�� ���A� �����
A� 	�� ��

��A�� A�� A��� ���A� A��A� ���	�A�� A����A�� ���� 
�A� 
�������	���
��������G� !��� �#�����F� �� ������ 
������ ��� ���A����R���	�A�� A����A�� �������� A��	��
��A	�	A��A����������A�	
R���A�	
�	
A����A	�
��K���MG���A�A�����	��
����� �A��	
�	�	A��������
A�� 	����A� ���F� �������� 	A�� 	�������� 	�� �� ������
��� A��A� ��V�	���� �� ����� ���
��	��
	
���A��
AG�+��������F���A���������
	
��A���
	V�����
�A�����	�
����
����������������	A��
�
	���	
�����������A	��F������A��
������A�������	
�	�	A�������	�������������������
���
A�������A	
�����������G�
���	��F�	A�	�����	����A��A�A���������������	�A��A����A�����������������
�������G�
����F�A�������	��������������������A��������
A�A����A��	���#A�������	��	���AF�����	
���	���
�AA�	A	�
� ��A��� ��� ����� �A� 	�������� ��� ��������
A��� �A����G� ��	�� ���A� ���� ��	��
�
	������
�	�������A�A���������
�������A����A����	�A	�
��
�	���	�	
����������������A	����
�����
	��� A������� A�� ��A��
�A	��� �A��A��	��F� ������A	
�� A��A� A����A� ���	�A	�
� 	�� 
�A� ��
�����V�	�	A�� ��������	�������G�+������F� A�����,��	A��������������A	���� 	
��A�	����A	���
��� ��
����	�A��A����A�G�
�

�

�

"�'�
��%.0
 �
�)$
��#,$�

�

*��	��
����A���������A�����������������A��	���������������A	
��	A����������A����AG��A�	���	���
A�������������� 
���������� A�������A��A��F������
	���������A������	�
���	
��K	���
�M��
�
	A��������A	�
G��
�	��A���
�A����������A�������	
�A����A������A	�
��
�	
�A���������	�
����
����G��
�

�
��	�
���	
����A�����F��������A����	
�	�	A	�
��������������������A	������� 	
�����A����	
���
�����AX�G� ��� A��� ���A����A	�� �
����� 	�� �A� A��� �
� ��� A��� ������F� A��� 	
��A	��A���
��
��
A��A	�
� ���A� ��� �	����� ��� A�� A��� �	�
��� ����	�	��A	�
� �����AG� ����F� 	A� ����
�������	���A�������A�����A���A���A��
AG�
*
�A����	����A�
A������A�	
��	�
���	
�����A���A��A�	���������	����A��������������	��������
	�� A��� �#	�A�
��� ��� ����A�����A�����G����A���������A	�	��A	
�� 	
� �� ����� ���A������ �����
�	�	������A	����	A��F��
�A�����#���
����	
�	�	A�����	��A���A���
�A��
���A���A����AF���A������
A��� �A�������A����A	�� �
�����G�-
��	
�� ��������
���	������A������ ��
� ��� �����A�� 	��
��	A	��������A����	
	
����������A	���	
�	�	A���G�
�



Proteases as drug targets 

@@�

)����	
�� ������A	�
F� A��� �����
��� ��� �#��	A��� �
� �����A��	�� �	A��� ���� �������
A� �
�
���
A���� 	
� A��� �����A	�
�������A������ ������� A����A�G������� �	A��� 	����� �#A������A�	
�
���������A��A���
������,��A�����	��
��	
	
���
�A��A������F�
�������F���AA��������A	�	A��	
�
���
A�����A�������A����A	���
�����G�
�

�
� ��
����F� 	
�	�	A	�
� ��� A����A�� 	�� ���	��� A��
� ��A	��A	�
F� �
� ���� A��A� �����
F� ����
	�������� 	
� ���A����� �	��� 
�������� ������� A�� 	
�	�	A���G� +������F� ��A	��A	�
� ��� �����
�
������ ��
�������	��������A�������
�� A��
���A	��A	�
G�!����#�����F� A�����A	�	A�������
���A����A	���
�������
���� 	
���������� 	
�	�	A	�
���� A����
���
���� 	
�	�	A���GHPI����
F�
�
����	�����A���������
���
��������	��
����A��������������A����A�������	
�A��������A	�
Z�	
�
A��� ���� A��A� A����A� 	�
A	�	��A	�
� �
� �A��� ���� 	A���A	��� ���������G



Introduction_3 

@C�

�

                                                            3. Protease inhibitors as drugs 
�

�

����	���	��A	�
�������A������	
������A	A������	��������� ���A�����������������A����A�G�
�
� ���AF�����
�PR@LQ���� A������������A	���� A����A���������A����A	���
�����HDI��
� A�����
���� �������� ����������� ���A����� 	
�	�	A���� 	
� A������ �AG� �
��A	��A���� ��� A�����	
� �
�
���A���.�F���	�
�� ���� A��� A���A��
A�������������A�	��F�������������("[D��	��	�
������F�
�
� *�'� 	
�	�	A���F� ���	
�A� �����A�
�	�
F� ("[O� �	��	�
GHDI� �
� CL@D� A��� ���� ��� 	
�	�	A���
0�
��	�F� ���� A���� C� 	���A��� A���A��
AF� ��	��� A��� ������ ��
���A	
��("[D� �	��	�
� 	
� A�A���
�	
��� 	A����� ���
���� 	
� CLLOG� ����F� ���A������ 	
�	�	A������� �A� 	�� ����� �AA���A	��� ����
���������A	���������
	����
�	���
�������������	
��	
���A��
AG�
���� ������	
�����A	�
������ 	
A�
�� ���� A�������	�A	�
���� A�������	�������������������
�������� A�����	
	A	�
���� A��� 	�������A����� 	
�	�	A��G�!	
����F� A��	������ 	�� �������
A�����
�����������������#������G�
�

�

�

'���
�#%,
.��� /$#0
��#��$,�$�1
 &���!�!,
�
)��

�

���� ��,��A	��� ��� 	
�	�	A���� 	�� �	
	
�F� 	
� �� ����	�	�� �
� ��A�
A���

��F� A�� A��	�� A����AF�
����A	
��A�����A	�	A�G��
�A��������������A�����F�	
��A	��A�������� �A����
A��
�������������	
��
���A�������A��A�G�
*���������������A�������A�	
�F�����	�������� 	
����A����A	���
��������
����������������
���A� ��������� �A��A��	��G�!��� �������� A���F� A����� 	�� �� ��V�	����
A���� 
���������� A���
���A����U�� A����R	��
�	�
��� �A���A���F���	��� ���� �A���� �A��A��	��F� 	A� 	�� 
�A���
�A���G�
+������F���A������
�A���	
������
A	��F�����	����	
�����A	�
�����A�A����	
	
�����	
�A��
���A����A��	�������������������	���������
����	
���
AG�
�

�

DG@G@G�"A���A���R���������	��������

�����	�� 	
�	�	A���� ���� ����A��A�����A	����	��A	���F� �
� ��F� A��	����������
A�����
�A�
��V�	��� �A���A���� ����	�A	�
� ��� A��� ���A�	
G� +������F� A��� A����A� A����R	��
�	�
���
�A���A���� ��
� ��� ���� 	
� A��� ��	�
� ��� 
�
R���A	�� ��	��A	��� ������
�G� *�� �� �����AF�
�������A�
A��
��A�����������
��������A�	
�G��
�	�	A���������
	
��
����������������
�
��A�	
�� ������	
�� A�	�� �A��A���G� ����	
�A��	��� ����	�A��� 	�� �� ������� A���� 	
� ����� A��
�#������������������A	A��
A���������
����	
�A������A�	
�����	A�G�
�

/	A�� A������
A����
��� A���
����	��F��	�A���������
	
�� K�"M�����������������
� ��	������	
��A��
�A	��G� �A� �������� A��� 	�������� ��� 
��� �	��
�� �	A�� A��� ���� ��� �����A��R�����
��A�����
�����	����	
�����A	�
�������A�	
��A���A����G���������������������������������
	
� A����	��	�������� ��� A����"� ����	��A	�
� 	
� A������A����� 	
�	�	A��� ������G�!��� �#�����F�
	
��A	��A�������A������	
�����A���������
�����	���H@JF�CLIF����A��������A	����	�\R�����A���HC@I�
���
����
���A����G�!��A�������F��"� 	������������� A���
	V��� 	
������ A����	
������� A��
��� �AFHCCI���A�	A�����A���������	
���	A���A�����A��A��	���	
������A����
�	���A����	A�F����
A�� 	A�� 	
A�	
�	����� 
�����G�*�� �
� ��	 ������� A���
	V��F� 	A� ������	A�� �� 	
�� �
� ����	
��



Protease inhibitors as drugs 

@D�

��������G������������A	�
����A����	
	
�����	
	A	��F���	������
���
������A	�
��
���	��F�	��

�A��A	���������A�����	A��A��������A��	
�A����	��GHCDF�CEI����	��F����A�	
���������#	�����
A	A	���
�
� ������� ��	�	��A	�
�� ��A��� A��� 	
�	�	A��� �	
	
�G� (
���A�
�A���F� �"� ��	��� 	
� A���
�������A	�
����A�����
�����A	�
������
���GHCDF�CPI�
�

�

DG@GCG�"A���A���R	
���
�
A�����	��������

���������	������	���������A��A����������A�����	
�	�	A����	��������
�����	����	
�����A	�
�
�������A��A�X�G�!	��AR��
���A	�
� 	
��A	��A������
�	�A���
�����A��A����	��A	���G����������F�
A���� �������A	�������������	A�� ������A����	�� �A��	�	A�G����
F����A	��	��A	��� ��	
� 	
�
�	�����	���� ������A	��F� ����� ��� �A��	�	A�G� +������F� ��A	���� ��
	A	�
�� ���� 	��	���A� A��
���	���� ���� ����� A����A�G� �
� A����� ���
��	��F� �A���A����� 
��������������
��������� 	
�
�����A����	��A��������A	�
�����������������A	A��
A�G�
�

+	��RA��������A� "����
	
�� K+�"M� 	�� �� A���
	V��� A��A� ������� A��A	
�� ��� A�����
�� ���
������
�����	
�A���A����A�	
������A��������A����A���A�����A�����GHCOI�+�"�	������	������
A�� �� ���	�A�� ��� A����A�F� �	A�� A��� �
��� ��V�	����
A� ��� �� �����
	
�� A���
	V��� ���� A���
	�
A	�	��A	�
����A����	A�F���������!��������
��������	��A	�
G�
+�"������
�	�����	
�A���JLU�����������	�	
��A������������	�������F���A������A�������
�A�
����#���A�G�*��
��A����������������	�����F�������
��	����	���V���	A�������A��A�����A���
��	
�	�����
�G��	����	��F����	A����	
�������F���
�A�������A����
A	�������	���������F���	���
	�� ��A	��A�� A�� ��� ����
� @#@LEL� A�� @#@L@CN� ���������GHDI� ���	��F� ������A	��� ��� A���
������
�� ���F� 	
� ��
����F�
�A� ��A	�	��F� �
� A��
���������������� �����	����	���	�	A�G�
����F������R��������	����	�����������������������������	�	�
A�A��������A�������	��A	�
����
+�"� 	
� ���� 	�������GHPI� �������� �	����	��� ���� 
��� ��	
�� ���� �
� ���	A�� ��� A�����
���
�����	��� ��� ��A����� 	
� A��� ���	
�� �����G�*�� �
� �#�����F� 	
�	�	A���� �����A�	�
	
��
��	
����A	���� @�� ����� ����������	 ����������	 ����� ���
� ������������� ��A�	
�� ���
+�"GHCWI���	�� A���
	V��������������� A�������	�	�	A����� 	
R����� A��A	
����� ������
�G� �
� A�	��
�����F� 	
�A��� ��� ������	�	
�� A��� ������� ��� ��A�
A� ������
�F� �A���� ������A	��F� ���
A�#	�	A���
�������������	�	A�������
�������������G�*���������AF��	A����������� �	 ���� A�����
�����A	���������	A�������	�����	����������A	����
��	
	�����	�������A�GHCNRDLI��
�

!�����
AR����� �����
	
����	�
A�� ���� A��� �	
	
����� ���������������� A��A� 	
A����A��	A��
A��� A����AG� ���� A�� A��� ������������������	��AF� 	
A����A	�
�� ������� F� �������� 	
� A���
�	�	����������	����	�����������
��G�!�����
A������	�
A	�	���	A��A���
	V�������
�������
���
�A	������
�
���K%&)MF����������A����A���K&"MF��������R������
�����
�
���K"�)M����
#R���� ����A����������F���	��� ����� ������ A��� 	�
A	�	��A	�
� ��� A��� �	
	
�� ����� ��� ������
���������� K�#���A�"�)MG����� A���
	V������	��� 	
� A��� 	�
A	�	��A	�
�����A� ����A� A����	
	
��
�	A��� 	
� A��� A����AF� ������ 	
� �����G� !�����
A�� �	
	
�� A�� 	�����
A� ��AR��� �A�� ���� A��
�
����	�������	
 ��	
������A����A�	
����������A�
A��	��
F��	A�����	
	A	���A��A���
�������A���

�
���������
��GHDI�
!��� ����� ��	�
A	�A�F� ������
AR����� �����
	
�� 	�� �� �A���A���R����� ���� 	��������
��A��F���	��������A�����	A�	��
�AF���A�	
����AF�	A���
������A�G�����
	
���
�A������	���	�	A�F�
���
�AF���� A��� A����R	��
�	�
��� �A���A������� A������A�	
F� A��� 	�
A	�	��A	�
� A���
	V��� 	��
�����
G�/�	���.R��������A����������� 	���	�������	�����A���A��������	�A	�
F�%&)��
�&"�
��
��������	
���A�����
��	��G�����F�������
AR��������������
	
��	���������A	���A��������



Introduction_3 

@E�

����	�������� �
� A����� ���� �������� �#������� 	
� A��� �	��	�������G�*���A� ������A��	���
���� A�	�� A���
	V��� 	
� ����	
�A	�
� �	A�� %&)� ���� A��� �	
	
�� ��� ��A�������A�	
���RD�
K&&�DM�	
�	�	A���G�*���A�
A�������
F�*��RP@N��������
�A��	
�	�	A�A����
������	A���
�
��PL����������@C�
&GHD@I��A����������������������A�
�����A������������
A�	�������A�F�A����
��A�����A�A��	���
 
��
GHDCI�
�

"	�	������ A���	�A���� �����
	
�F� A����� 	�������A�A	�
��R����� �A��A���� A��A� ��
��������	��
�	A���A� A����A� �A���A�����  
������G� �A� ��
�	�A�� �
� A��� �����
	
�� ������������� ���	
�A�
�	�	���	A��������� 
��
� �	��
��������������������GHDDI�*���
��#�����F� 	
�	�	A������� A���
����A	A	�����	�������A�������������
���A�	
��A�������A�	����������GHDEF�DPI�
�

!	
����F����
�	��A���A����A�	���
 
��
F�����	��������	������	����������
�A���������
	
�G�
���A	
�����������
��	���A���	
A���
	���������������	�����	��������A������������
�����	��
�	
���A������	

	
�������	�	
�������	�A����
��A	���
�������	���������������
�������G�
����R�������������������	
���������	A��	
�A���	�����������
�������	�����
A	A	��GHDOI���	��
�A��A���� ��
�	�A�� �
� A��A	
�� ���������������� 	
� 	�����R����A�� ���A����F� ����� ��� A�����
�����G��������
��	�	��������A�	���A��A�F�����A�����	�����	�����
������A�A	�
�����A��������
��������A����A�	�
A	�	��A	�
��
��A������	A�������
	��������A	�
G�
���
�A���������
	
�����V�	�����
����A	������	���A��
�A����AR���������������F���������
A����A� 	�
A	�	��A	�
� ���� A�� ��� �������	���� ��	
�� A��� �������G� "���A	���F� A����A�
�A���	
�A	�
� 	�� 	�����	���F���	
������������������	�	�	A����	��� 	�����G�+������F� A��	��
����	��A	�
�	�������
�	
�������	���F������	�	
����#A���A��A��A�G��
�	�	A�����������A	A	����
�	�������A����HDWI� �
���A�	#���A�������A������ J� �
� @CHDNI���������
� ���
���� 	
	���A�
����	�������F�A����������	�	�	A�����A�������������������
�A����
������A�G�
�

�

�

'�"�
	!
�)$
2%$��
� #
�)$
+$#�$��
.#%,1
 &���!�!,
�
�$�.

�

*
� 	
�	�	A�����A�	
����� A��������	��������������A����
�A��
�����A	��F���A������ 	A����� A��
����	�� ��V�	����
A�� ����� ��� �����A	�	A�� �
� ���� A�#	�	A�G� ���� ����
��� ��A���
� ��A�
��F�
�����A	�	A���
��	����	���	�	A�� 	��	��	���A� A�����	���F��
�����A	�����
��� 	A� 	������	�������
����	�	�	
��A������	����G�����F�A�����	��
�������A���������	
�A�����	�
	
������
�	�������F���A�
�������	��	
�����������������G�
�

�

DGCG@G��
�	�	A�����	�
�

)����	
�� A�� A��� 	
�	�	A����	��F��������������������������������� A�����	�	
�������	�A��
��� A�� A��	���	�����	����������A	��G������� 	
�	�	A�������������	��	���A	��� 	
��
A��	
�� A���
�����F���A�������	A����������#A�������������������A�����A�����G�+������F�A�����������A�	�A��
���A�����	
	�A��A	�
����A�G�
!	��A�������������������	
�	�	A��������������
��
����������
���
����	
�	�	A���F���������
A��������������	
�����A����	
�	
�	�	A��������A���A���A��
A�������A	���	����	�GHDJI����A�	
��
�
���A	����	��������������������������	��� 	
� A��� �	A���A���GHDI�!����#�����F��	��	
F���
A�����	
� 	
�	�	A��F� �
� 	A�� ��	��A	���� ����� ��	�
�� ��� �
A	�������
A�GHPI� +������F�
�	����	���� ���
A�F� 	
� ��
����F����� ������ 	���
���
	�	A�G��A���� �������������������� 	
�



Protease inhibitors as drugs 

@P�

���� 	�������� ���� ��
����
��� �
A	��	��F� ��	��� ���� 	
� �����	
	���� �
� ��	
	����
��������
AGHPI� *
A	��	��� ������ �	��� ����	�	�	A�F� A��������� ���� ������� 	
� A����A	
��
���A�������	A���A���	��	
�� A��� ��A	�	A�� ��� A��� �������� ����A�� �
�����G� %����A������F�
��
����
��� �
A	��	��� ���� �#��
�	��� �
� �A	��� ����� A�����	
� ������ ��� ����������������
K��	
	�A��A	�
����A��	�����A�	�A�MG�
�

)�����A� A�� A��� �	
	
��  	
�A	��F� ������	���� 	
�	�	A���� �������
A�� ��AA��� ���	��� A��
�
	�������	�������������G��
��	����
A�������A�����AA���	��A��A�������
A�����	�	�����A�	
��
�����������
A	��
	�	A�G�+������F� A�����	
������� � 	������	�	�	A�G�*�������	���� 	
�	�	A���
�	��A������A��A�������A�����F���A��
������A	����F����
	
���
� A������	
	A�� ������A� A�� A���
���RA����A�G� �
� A��� ��
A����F� �
� 	�������	���� 	
�	�	A��� �	��� ���� � A��� ��A	�	A�� ��� ���� A���
���A������A��A�	A��	
��A�F�	
��������
�
A���

��F���	
��A��	����A�
A��	�������A�G�
����F� 	�������	���� 	
�	�	A���������
����������
�� 	�� A��������A	�	A�� 	���	����
����F�����
���AR������� �
� ���� A��	�� ���A�	�A	��� ������ 	
� ���A�� �	A��A	�
�� �
� �	��RA����A�
	
��
	������GHPI�*���A� ����� 	A�� ��	
	�������F� 	�������	���� 	
�	�	A���� ���� ���A��� ����	�� 	
����	��
����������	��
� 	A����	�	A�� A�� ������ A����A���
� A������	��	�	A����� 	A����
A���	�F���	�����
����
���	������	��������AA���	
�����������A��A������
	����A�����A	��R�	A�����	��G�
�A�����A�������	
A����A�A��A�
�A�����������
A�	
�	�	A��������	�������	���F��	
����������
��
���� 	
�A	������������	���GHDI�
�

/	A�� ������ A�� A�����A���A	�������
	��F� 	
�	�	A������
���������A	A	������
�AG�&�	
�������
	
�	�	A���� 	
� A��� ��� �A� ���� �����A	A	��� �������� A��	A	�
����� A���� ����� ��������G�
���	��F� A����� 	�� �
� �
������� ��� A���
	V���� ���� A��� �	
	
�� ��� A�	�� A���� ��� 	
��A	��A���F�
��	��� �� ��� 	A�� 	�������� ���	��G� +������F� �����A	A	��� 	
�	�	A���� �	��A� �����
A�
�����A	�	A��	�����G�"���	�	�	A��	������	���	
�����A������������A���A��
AG�*����
A	�
��������F�
	
����A������A����	
	
������������A	���	
�	�	A���������������	��	���A�A��
�	
��A����A����A��
�	��
� A��� �	�	���	A�� ��� A��� ��A	��� �	A�� ��� ����A�� ���A����A	�� �
�����G� �����R����A	�	A��
������� 	
��� �����������
A���� �������� 	
�	�	A���F���A� A��� ������ A��������
A���F� A�����AA��G�
&�������F����
	
���
�A������������A������RA����A�F���
��V��
�����	���
�A������A��������
	����AG� �
������� ��� A��� �����A	�	A�� ��� ����������� ��
� ��� ���	���� ��� �A���A���R��A	�	A��
�A�	��� K"*)MG� "A���A����� 	�����
���� 	
� A��� �	
	
�� �	A�� ��A���
� A��� A����A� �
� �	�	����
���A��������������	A����� ���� A�����	�
���� ����	�	�� 	
�	�	A���F���	����	����	��� ������ �	��
�����A�G�
$	��
� A��������A	�	A��	����
A�������������A	A	������������F� A����� 	���
���A���� A�
�
���
���� A������� ���
�
R�����A	A	��� 	
�	�	A���G������������������	
� A�� �����A��	�� �	A��� ��� A��
�#��	A��F�A�������		
��A����
A��
������A����������	
�����A�������A��A��	
�A�����A	����	A�GHPI�
/�	��� ��A	��� �	A��� ��� ����A�� ���A������ ���� �	�	���F� A��� 
�
R�����A	A	��� ������ �����
A�
����A�
A	��� 	�����
���G� !��� A��A� �����
F� �����A	�	A�� ��� 
�
R�����A	A	��� 	
�	�	A���� 	��
��
��������	����G����	��F��	
���A�����	
�	�	A��������
�A������A	
���	A��A�������A��A�F�A���
��
��
A��A	�
� A��A� �	���� 	
�	�	A	�
� 	�� �����G� ����F� 
�
R�����A	A	��� 	
�	�	A���� ����
��A�
A	���������������A	����
������A�#	�G�
�

�

�

�

�

�



Introduction_3 

@O�

DGCGCG��
�	�	A�������	����	����������A	���

$��� �	����	���	�	A�� ��� �
� 	
�	�	A��� 	���	��� A�� ����� �����A����� *�&'�� ������A	���
K������A	�
F�	�A�	��A	�
F���A����	��F��#���A	�
��
� A�#	�	A�MG� �
������ A��������� A���F���
���	��������	��������������������	�����G�
�

����� ��	
	�A��A	�
� 	�� A��� ��������� ���A�� ���� �� ���� A���A��
AG�+������F� ����� �����
������A�����R�A��	�	A��	��������������
�����A��������A���	
A��A	
�������G�����RC�������������
������ ���	����� A��A����� ���� A����A���	
�A	�
������A�
A	��� 	
A��A	
��������A	�
G����	��F�
�����	�	A�� �
� �A��	�	A�� ������� K	
� 	�����
A� ��	��F� ���
	
�� �
� A��� �����A��
��	
	�A��A	�
����A�M������������
�G�
�

�
�	�	A���F����	A����	
����A	����
������A	��F����� ��	�� 	�� A������
�A������� A��	�� A����A� 	
�
A�������
	��G�
�
�A�����������	
A�����������A����A�F�	
�	�	A�������A����������R��
�A��A	
��������A	��G�/�	���
��������������� ���� ������� ����� A�� �
A��� 	
A�� �����F� ����� ��V�	�����	�	��A	�
�G� ����R
��
�A��A	
�� ���A	��� K���M� ���� �����A	��� A����� ���� 	
A����������� ��	����GHELI� ���� ����
�����A	��� ���������� A��A� ��
� ��� ����	������ ��	�	�� �
� A�	����B� A��	�� ���	�A�
��� A��
���A������ 	�� 	
������� ��� A��� ���� ��� �R��	
�� ��	�F� �
� ����	�	�� ��V��
���� �
X���
����A	A��
A�������������
	
���
�A��������A��	
A��
��	��A	�
��������G��
�����R��	
����	���	��A	����������A����������A	��K"*�MF�������	
�R�	������A	�F��������
�
����	��� ��� �� ��A�
A� ���� �	A�� ���A����� ���	�A�
��GHE@F� ECI� ���	��F� ���A���� �	A	�
� ���
��������	������A	A��
A�F�	�������	A���������
�A��A	�
����	�	�
��F��� 	
��"*����	��A	����
�� ����	�	
�� A���� ���� A��� 	
A��
��	��A	�
� ��� ���� �������GHEDI� %����A������F� A����� 	�� 
��
���A����� 	
�	�	A��� ������� A������ 	
���������
A� �A���G���	����������������� A���� ����
�#��
�	���A����������
�����
�A���	A����������������	
	�A��A	�
G�
���������������
�������
�A� A����
	V�������	���� 	
� A�������
	��G� �
������ A�����A��A� A���
���	
��������A�
A	�������	
���
A	A	��F� A�����
A����
����������A��� 	��������������� A���
����R���	
� ����	��� K���MG� �A� 	�� �
� �#A������� ���A�	�A	��� ����	��� ������ �����	
�� ���
����������	��A	��A���������A�G���	������	����	������
�A��	
A�	���	A�������A������������

	
��
���A������	
F���A�	A���������	��A����
A��
��������	�	
�������G��A��������
���A	��A��A��A�
�
���A���CQ������A�
A	���
����A�������A	������������A��������A������GHEEI����������F�������A�
�����
A���� ��� ����� ��V�	��� ���AA���� A�� ������ 	AG� �	 �A��	�����	
��� K�-�M� ���� ����
	��
����������A��A������A���������	������A	�
�	
����A	����
A���	�F����
�����	
��	���A�A����	��A�
�������
����	A	�
������A������	
�K��A���	
��MG�����	A����	
���
��
A�������A�F��-������
����	������A���������A���A��
����A�������������������A�������A�����������	���	����	�
GHEPI�
���A	����������������
��#���	A������������AA���G�*�������������A��A���� 	�� A��������A��R
��	�A�� A��
����AG� �A���
�	�A���
� A�������������A	��� A��A������A	����� A����A������A�������
A��� ���� �
�A���	��� �����F� ����� ��� A��� A��
�����	
� �����A��G� ������ ���AA���� ����� ���
�
������ A�� ������ ���
� ������ �������F� ��� ���� 
�
����A	����F� A������� A��� ���GHEOI� *
�
��A��
�A	��� A�����AA���� 	�� A������������������ A��A��
��� 	
� A�����
A����
����������A�������
��������� A�� ������ A��� ��A	��� ���G� *
� �#������ 	�� ��	����	
F� A��� ������
�� ��	�A�� ���
��	���	
F���	�����A�
A	�������������A��������������	���	����	�
GHEWI�
�

)����	
��������A����	��F�	A�	������	����A����A������	�������
�������
���A���
�������
��A�������� �EPLF� 
���� ��� �1�F� �
� ����A�� ��	
�	������ 	
� A��� �	���G� ���A	
�� A���
�������	
�� ��� A��� 	
�	�	A��� ��� A����� �
������ ������� 	
�����A	�
� �	A�� ������ A�� A���



Protease inhibitors as drugs 

@W�

�����A����� 	A����A����	��F��
�����	���� A�#	�	A�G����	��F�
�A����� A����1������� A��������
���	
	A������A����#���
�������������F��
�A���F�A�������	�	���1��A��A���A����	����A�������
��
������	
�G�*
����	
�� A����1���
� ������	
�� 	A��	A���1������A�������������F����R
����	
A����A	�
����
������A���	���G�
�

'#���A	�
� ��� ���� �
� 	A�� ��A����	A��� 	�� �������� A������� A���  	
���G� �
�������	�A��
�#���A	�
���������A��A�#	�	A��	�����G�
�

/	A��������A�A��A�#	�	A�F�����A�#	�	A�����������
X�����A����	A���	���������	
�����R�����
A��A�GHENI� *�A��
�A���F� A�#	�	A�� ��
� ��� �
������ ��� ������	
�� ����� �	��	�	A�� ��	 �����F� ����
�#����������
�&��������G�
�

!	
����F� ��A��� 	
� �	A��� A��A�F� 	
�	�	A���� ���� ������� 	
� �
	���� �����F� ������ ��A�
��F�
A�#	�	A�� �
� �	����	���	�	A�� ���� ���������� �
�����G� �A� ���� A�� ��� ��	
A�� ��A� A��A� A�����
��������
�A��������������
��	
�������A�
A	���
����������	����	�������������F��
�A���F�
����� A��A� ����� ��	�A�� �����A����� ���	����� �
� ����	����	���� ������A	��� 	
� �
	����
����������
�A������A�������������A�	
�����
�G��A����
���
�A���A��
���A	�
������������
A����
	����������	A��������A�A������
�B����������	����������������������A�������
�
��A������� 	
����	����������� A��
� �����A����G� �
� A���������	��������� A�������� 	��
�A�
�������	�A�F���� �����������	�	�	A��	���
����	
A���������
�����������	�����G�
�

�

�

'�'�
�# �$��$
�!)�&�� #�
��
.#%,�
3$4�*+�$�5

�

�
� ����� A�� �	���	��A� A��� 	����A�
��� ��� ���A����A	�� �
������ 	
��A	��A���� 	
� A���
���������A	������� �AF�A����#����������������A�G�
�

�

DGDG@G�*�'�	
�	�	A����

�����
�	�A�
�	
R��
���A	
���
����� K*�'F����A	���	���A	����*M� 	����������
�R���
�
�	
����A�������A��������@PLR@NL�-���K����A	������MG�
�A���������A����RA���	
���	���A	���������A��A������
�A������A����	���	��
�A������A��	�����
�
� �����A	�� �
� A��� ��
��A	��A�� ���	A	�
� 	�� 
�A� �����	�� ��� �� ����	
�G��
�� ��� A��� *�'�
����A��A��� 	�� �
�	�A�
�	
� �F� ��	��� 	�� ��������� A�� �
�	�A�
�	
� ��G� ��	�� ��������� 	��
�����
�	���F� ���
�� �A���� ��
�A	�
�F� ���� A��� ������
�A�	�A	�
� �
� 	
������� ��� �����
��������G� ���������F� *�'� 	�� �� ���	�A�� A����A� 	
� ���	���������� ��
	A	�
�� ����� ���
�����A�
�	�
F�����A���	������
�����A��AA�� GHPI��
�

*�'�����A���������	���A���A��������
�A��������
A	��CLLDHEJIF� A��
� �	��A�*�'� 	
�	�	A���F� 	
�
A���NLU�F���������������	A���A� 
�����������A�A���A����A�����	A��A���G�����F����������
��	�
� ���� ����� �
� A��� �����#����A	���� *� �A���A���F� ��	��� ���� ���	���� A�� ���
�A���A�����������A�� A��*�'G��
�	�	A��������������F���
A�	
������A��R�����A	
���������
�
��� ����������A	�	A�F������	
���	�������A�����������
�	�����GHPI��
1�������A��F�����A���������	������	�A	�
���������A��A�*�'��A���A���������
A���	�
	�	��
A�
	�����
���� A�� �����#����A	����*F� A���� �#���	
	
�� A��� ��	����� 	
� �����A	�	A�� ��� A��� �	��AR



Introduction_3 

@N�

��
���A	�
� 	
�	�	A���G� *�'� 	�� ������ ��� A��� ��A���A	�� ���	
�� A��A� 	������ 	�����
A�
���	
	A	�����������A��A��F��
�A��������F�����	
�	�	A���G������RA���	
������	
�	��	
������	
�
A��� �������	
�� ��� �
�	�A�
�	
� �F� ��	��� A��� %RA���	
��� ���	
� 	�� 	
� ������� ���
�����������A	�
����������G�������
�A�	���	
	
�F�������
���
���A	�
����*�'�	
�	�	A����	��
��	
��	
���A	��A�G�
�����
A���A���������DW�*�'�	
�	�	A����	
�A������ �AF���	
�����A���	��A����	��A��
��	
�@JNLG�
+�������A���
�������	���	
�������	
�A������	
�����������A���	�����������
����A���A���R
��	�
��*�'�	
�	�	A���G�
�

�

DGDGCG�+������A�����	
�	�	A����

���������A	�����A��������+��R@�	��������	���	���
��������@LGN�-��G��A�	��	
�����������A���
�������	
������	���������
����R�����������A�	
�����������G�����F� 	A�� 	
�	�	A	�
������A�� 	
�
A��������A	�
����	���A�����
�
�
R	
���A	�����	�	�
�G�!���A��A������
�+��R@����A�����	����
���	�A��A����A�����A���A���A��
A����*��"G�
��������A���������	���A���A��������	�A	�
��������������� A�������	
�A�������	��������
�������F� �
� ������� �� ���A� ������ A�� A��� ��� �A� ��� A��� 	
�	�	A���G� ���� ���A�	
� ����
	��������	
�@JNPHPLI��
�@L�������������
���������	
�	�	A����A��������A������ �AGHDCF�P@I��
�

%������F� A����� ���� J� +��R@� ���A����� 	
�	�	A���� 	
� A��� ��� �AGHDCIG� ���������A	����
�����
	����
����
�
���������	
����� �A�G�
�

�
�@JJPF�"�V�	
��	��K)����Z�!��A�����M���������	
�A������ �A����A����	��A�+��R@����A�����
	
�	�	A��G��
�
�@JJOF�&��� ����
�����
	
��	���
���A����������	���
���������	#	��
G��A�	�������
A���
	
��������������A���A����������-����	U�������������A�����A	A�A��"����	����	�"�
	A�G�
"���� ����F� )	A�
��	�� �������� K*���AF� %���	�MZ� �
� 	
� @JJWF� %���	
��	�� K*�����
R
��	���X)����Z��	�����AM����� �������G���	�� ���A����������	A����
� ����� A���'������
�
��� �A� 	
� CLLW���� A���
� 	����	A�� K�A������A��
������
�A�MG�+������F� A��� �	��
�������
��R	
�A�A�� A������������G����	��� 	A������	��A	�
� 	
� A���*��"� A���A��
AF� 	A������ 	����	
��
�A�	�� 	
��A������
	A	�
��������������������A������	��A������
����� K"*)"MF����A��	��
���������A����A����������
����A	����
�������
����
�G�
�
�CLLLF�*���A����
�������	
��	��K*���	��
M��
�A�������������A���*A���
��	��K%����A	�F�
)���A��M� ������� A������ �A� ����*��"� A���A��
AG�������	������
�/���
U������	A��� 	��
��
��A	
������������#���	��
A������	A������	
�	���A	����A	�
A�G�
*���� 	
� CLLD� �
�A���� +��R@� ���A����� 	
�	�	A��� ���� ���
���G� !�������
��	��
K$��#�"�	A�-�	
�Z� ��#	��F� ����	�M� ��
A�	
�� A��� ����A	��� ��	�A	��F� �� ������
�� �
� ��
�������
�A�F� A��A� ����� 
�A� ����	��� ����	�����G� !�������
��	�� 	�� A��� ������� ���
*����
��	�G����	������F������
��	�������
�������������K-	���	Z�*��
�����F������	MF���A�
	
�CLLP�A������������A	���������
����	��A���	A�����	A������A������ �A����0���
F��
�
��A��F�	
�CL@LF������'�����G�
���������
����	�A���������������	
������V��
A�����������A	���
��	���
����
��	�G�
���� �	��A� �
������ ���
���� 	
� CLLP��
��� A���
���� ���*�A	���� K��	���� �
������	
����
�
�����	�MG��A�	����
�
R���A		�R��	���������������
	
�����������G�
��������
��
�F����
��	�F����������
���������A���K0�
���
Z�����	�A�MG�
� �



Protease inhibitors as drugs 

@J�

�

�

�

�

�

�

�

� � "�V�	
��	�� � � � � ��	#	��
�
�
�

�

�

�

�

�

�

�

)	A�
��	�� � � � � %���	
��	��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

���	
��	�� � � � � *A���
��	��
�
�

�

�

�

�

�

� � !�������
��	�� � � � �	���
��	��
�

�

�

�

�

�
�

�

����
��	��
�

�

!	�����	GCGB�+��R@����A�������� �A��	
�	�	A���� �



Introduction_3 

CL�

'�(�
�# �$��$
�!)�&�� #�
� #
��#,$�
/���.��� !


�

*���A������A�������������A�����	
�	�	A����	
�A���A���A��
A�������A�	
�	������F�A������
����
��������A����A����	�A	�
G�+������F��	
���A������ �����������A���A���	��	��
�A�����A��A��
A�	���	��F�A�	������	��A	�
�	����	�������	
A����AG�
�

����	A��A�������A����
���	
���	�
�����	
��A���CLA����
A���F�A���������A���
���A�
	
��
��� A����	����	�������������� 	�� ��������G�!��� ��������A������ A��� �	AA��� 	�� 
��
�����A� 	A��
����	����	��������A��A��F������
	������������A	�
G��
�A����������F�A����������	
�	�	A����	����
��������� A���� ������	
	
�� A��� ��
�A	�
� ��� A��� �
����G������ ��
� ���������� 	
� A��� A����A�
���	�A	�
��������GHPI��
�

��	���A��A��������
�A�A�������
������	A��A������
�A���������
	
�F�������A���A����A�����
�
 
��
G� �
� A�	�� ����F� A��� ���A�	
� 	�� ��	
�� ��A� 	A�� ����� 	
� A��� 	������ 	�� 
�A� ������
������A��	��G� �
�	�	A���� ��
� A���� ��� ��A�	
�� ��� �� ���A	A��� ��� �A��A��	��F� 
�A� �
���
���
�A���������
	
�G�
�

���A�����	
�	�	A���������������A���������A����A����	�A	�
F��
�	A�	����A���
	V���A��A�	����	
��
��������������������A	������
� ������A��	�������
� A�������G��
�A������ ������	
�� A���
A��	A	�
��� ������� ��� A����A� ���	�A	�
� �������� ��� ���� 	�������F� A��� ���������� ����
��������	��G���� A�	�F� A	����
����A�����������F��
� ����� A	��RA�R��� �A� 	���	����	�����
����
���G�
�

�����
���	����
A������� A�������	��A	�
���� 	
�	�	A���� 	
� A����A����	�A	�
� 	�������A	�	A�����
A������������GHEI����A�������	�	�	A��	�����F�
�A��
���A���A����A��	�����������A�F���A������A���
�������� ����A�� ���A�	
�G� ����F� A��� ����A	�
��	�� ��A���
� ���A�	
� �
� 	������ ���� ���
�������	��G�
�

�

� �



Case studies 

C@�

                                                                                                                               4. Case studies 
�

�

(���
��+$+��.0�
+$+��.��$
	6
3���
	65

�

����A�����
���
�A�����������A���������A��A��A�	�����A����G�
�

�

EG@G@G��������A�	
�

�	���A	������A	�������K������F���COF�'��DGEG@EGPM�	�������	
���#����A	����A��A�����
���
A��������	��������A������	���"J�K���
�"�MG��A���������������A��A�����
A�	
	
����%RA���	
���.R
�������.R*��G������������������A�����A���	
�������@F����
�A�	����	
����	�	��������	
������
�
���
	
�F�A���%�A���	
���	��������
�A����@U����	A	�
�	��
�A�������	
�GHPCI��
�

�� � � �	!�������	

���� ��� 	�� �� CCL�-��� ����	���	�� ���������A�� A���� ��� A��
�������
�� ���A�	
GHPDI� �A� 	��
��	
����#A�����������KWOL����	���������A�����A����	
MF��
�	A�	���
�����������CCR��	
��
��	� A��
�������
�� ��V��
��F� ����	
�� �� ����A� 	
A����������� %RA���	
��� A�	�� ��� O�
���	���GHPCI�
�

����������������������A����A���A��������������F��	A�������
�����������#�F��	
���	A������	��A�
����	�A�����)�������
��A���G�	
�CLLDGHPDI�'������
�������
A�	
��A������	
�B��
�]X\R
��������� ���	
� �
� �� \R���������� ���	
G� ���� ������� �����	���� �� ��
A���� \R����AF�
�������N�\R�A��
�F��
�������
�����O�]R���	���F���	���A�����AA�����
�	�A�����N������F�
��������������E��
A	���������\R�A��
�G�����������������
�������	�	��	
A��������	
�
@F������	�	
��������CRPF���	���������
A���A�������	A�F��
�������	
�CF����������������
ORN��
�@�A��A�������
A�A������A�����

��G�HPDI��
������A	��� �	A����� A����
����� 	�� ����A�� 	
��� ���	A����A���
� A�����A�����	
�F��
� 	A� 	��
���������A�����A���A	��A�	��"��ODJF�*��WLN��
�+	�WELG��������	A��	��������	�������A���
���
	
��F����A�A��A�������	��
���
A������	�������
���	�������A������A�������A����
A��
���
���A�������A��A���
�A����#	A����A��������AG��
���������	��A�����

���	
�A�����
A������A���\R
�������������	
��
�A����A����	�����	�����
	
����A���
�A���A������	
�G��������	A�����
���
�
�A�A�A��������
�A��A�F���	�
����������A�A���	���A��A��
A��
����������A��A��	�����
A����	�����
	
�F��	
��� 	�� 	A�������� A���\R�������������	
F����A	������A��A�����������
������A���� �����A��
��A��
�	
������A�������������F���	��F�	���A���A��������	
���GHPDI��
�

���� ��� 	���	���� ��� 
�
R������
A� 	
A����A	�
�F� 	
� �� ������	�	�� 	
A������G� ����
A��
�������
�� ���	�
F� ���	���� OPNROO@F� W@DRWDO� �
� WEORWPW� ��
A�	��A�� A��
	���	��A	�
G����	��F��
��#A�
������	
�A����������������	
��A��	�	����A���	���G��
�	��
��������� A������
��A	�
���� A��� \R�A��
� C��������� EF���	��� ����A����� A��R�A��
�� \R
����A����GHPDI�
� �



Introduction_4 

CC�

�

�

�
!	�����	GDGB������������A���������	���A���A����K���E*P"MG��M��	���	��������F�	�����	
��A���]X\R���������
���	
��
�A���\R�������������	
G�������A	����	A�� 	�� ����A����A���
� A��� A������	
�G������
A��
������
A�������A��A��	��A�������A������
	
���	�����	
����� G��M������AA����	����	���A�������A��A���
A��
��F����	
����
��
�����	������
G��A��������
�A��
�F����A��A�A����
A��
���	���������A�A����	��A����A����A���A����K��	�A��
����
������MG�

�

�

�� � �"�	�#�������	

������� 	�� ���
���	V�	A�����F� A������ 	A� 	���#������� 	
��	����� ������� 	
� A��� 	
������A�#�
�
� ����� 	
� ������ 	
A��A	
�������R������������
��GHPEI�!��A�������F� 	A� 	�� �#������� 	
�
	
A��A	
�F� �	���� �
� ��
������ ������A	
�� �� 	���A	��� ����� 	
� A��� �����A	�
� ��� ���A	���
��	��� �����
�A�	A	�
������A�	
�GHPPI� �
� A������A����	
����� ��� 	�� ���
� 	
����	����	�����A�
����� 	
� A�������R���	
�����	��F� 	
��	������
A�	����������
���
� 	
� ���A���
	
��������GHPPI�
�������A�����	��	��������#��������
����
�����������A��������������	
�
�A����� 	�����K%-M�
�����GHPOI�)����	
���R�����F� A������� ��� �#�����	�
� ������� ���� 	
������� ��A��� ��������A��
��A	��A	�
G�

�M�

�M�



Case studies 

CD�

�� � �$�	���������	

*�������A����F����� ������������������������A�����������A��A��� KA����� 	G@GMG� �A��������
�
�������� A��A� �� ����	
�� ���	��� �A� A���%RA���	
��� 	�� �� 
�A����� ���A��A	�
� ���� �	���A	���
���A	��F� �	
��� ���� ���A������ ��
� ������� A����� ���	���G� ����F� ���� ��� 	�� �
� 	����A�
A�
���A�	
�	
�A����������	
�����A���������A��A��G�K)�����
����	
�A����B�HPCF�PEF�PWROOIM�
�

$��R@F�$��RC� K$������
R�	 �����A	�� @��
� CM��
�$��� K$������� �
���	
�A���	�����A	�M�
����	
���A	
��������������������������������A������
���K$��R@��
�$��RCM��
�-�������
K$��M� 	
� A��� 	
A��A	
�G����������������� A������ A������� A���������A����� A�� A�����
�����F�
������A�����A	����A���
�	
�������	
�	
���	
������A	�
��
��������G�
"���A�
��� �� 	�� �� ��
����A	�� 
�������A	�� 	
������ 	
� A��� ������A	�
� ��� ����� ����F�
��
����A	��
�������	�
���	
���
��#���	
����
�A	�
G�HOWI�
"�!R@�	�������	
������A��������� 	
��K�.��@CMCC�A��A��AA���A����� ���A���A��A�����
A����
%�������"��A���K�%"MG����	��F�"�!R@�	��	
������	
�A	�����������A��	���
�	
���A��A��	��
��������A�#	�����A������������GHONI�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



Introduction_4 

CE�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
%��������	��	�#�	��&'	

�

�
�
�
�
�
�
�	

�
�
�
�
�	

�


��
�
�
�
�
	
�
�

�


��
�
��
�
�
��
��
��

�
�
��
��
�
�
��
��
��
�

�
�
�
��
��
�
�
�
�
��
�

�
�
��
��
�
��

�
��
��
 
�
�


�
�
��
�
�
��
��
!
"�
�
��
�

��
#
�
��
��
�
��
��
��
��
��
�
��
��
#
�
��
��
�
��
�
#

$
%

�
��
��
 
�
�
�

�&
�
�
�
�
��
#
�
"'
�(
�



"'
)



��
�
��
��
�
��
�*
�
��
��
�
�
+
��
�
#
��
�
��
�

��
�
��
�
��
�
�
��
,
��
*
�
��
�
�
��
�
�
��
��
-
"�
�
��
��

$
.

��
��
� 
��
��
��
"#
�
�
�
�
#
�
�
��
+
�
�
�
�
�

�
��
��
��
"#
�
�
�
�
#
�
�
��
��
��
��
�
�
��
�
�
��
�
�
�
��
#
�
�(
�
�
)

/
��
�
��
��
�
��
�*
�
�#
�
�
#
�
�
�
+

��
#
�
��
��
�
��
��
��
��
��
�
��
��
#
�
��
��
�
��
�
#

$
%

��
�
��
�
��
�
�
��
,
��
*
�
��
�
�
��
�
�
��
��
-
"�
�
��
��

$
.

��
��
� 
��
��
��
"#
�
�
�
�
#
�
�
��
+
�
�
�
�
�

�
��
��
 
�
�
�

�&
�
�
�
�
��
#
�
"0
�(
�



"0
)



��
�
��
��
�
��
�*
�
��
��
�
�
+
��
�
#
��
�
��
�

1
�
��
 
�
��
��
�
�
��
��
��
��
��
��
�
��
 
��
��
��
��
��
�
��
�
��

$
%

��
*
��
��
��
�
��
��
��
�
#
��
�
��
&
�

$
2

�
�
��
��
��
�
+
�
��
��
 

�
�
#
�
��
��
�
��
��
�
�
�
�
��
�
��
��
��
�
�


��
+
�
��
�
�
��
��
�
�
�
��
�
�
��
�
��
��
��
��
��
�
�

��
*
��
��
��
�
��
��
��
��
��
�
�
�
��
��
��
��
��
*
�
��
�
��
��
��
�
��
��
,
�
�


��
�
��
�
�,
��
#
�
�
,
��
��
��
,
��
�
��
"�
��
�3
�
��
�
 
��
�
�
��
#
�
�(

�
!
�

)


�
�
��
�
�
��
��
��
��
��
�
�
#
�*
,
�
�
�*
�
��
+
�
�

��
��
�
�
��
��
��
��
��
��
�
��
�
#
� 
��
��
 
�
�
�

4
5

��
��
�
��
�
�
��
�
��
� 
��
��
��
"#
�
�
�
�
#
�
�
��
+
�
�
�
�
�

�
�
��
�
��
�

�
��
�
��
��
�
��
�*
�
�6
�
6�
�
�
+
��
�
#
�#
�
�
#
�
�
�
+

!
�
�
��
�
��
�
��
*
�
+
�
�
��
�
��
��
��
��
*
�

4
'

�
�
�
��
�
�
��
��
#
�
��

�
�
��
�
��
�3
�
��
�
��
��
��
�
��

�
�
��
#
�
�(
�
�
)

	
�
�3
�
�
��
�,
��
�
+

��
��
�
�
��
��
��
��
��
��
�
��
�
#
� 
��
��
 
�
�
�

$
7

�
�
�
�
�
#
��

��
��
�
��
�
�
��
�
��
� 
��
��
��
"#
�
�
�
�
#
�
�
��
+
�
�
�
�
�

!
�
�#
��
��
+
,
�
��
��
�

�
��
+
�
��
��
�
�
��
��
��
��
��
��
�
��
��
�
�#
��
�
��
�
��
�
�

�
�
��
#
��
�
��
�
�


�
�
��
#
�
�*
��
��
#
��
�
�+

�
�*
��
�
��
�
�(

�
�
)

	
�
�3
�
�
��
�,
��
�
+

�
��
+
�
��
��
�
�
��
��
��
��
�
��
��
��
��
��
��
�
��
�
#
� 
��
��
 
�
�

$
7

�
�
��
#
��
�
��
�
�

�
��
8
�*
�*
�
�+

�
�
�
"�
�
��
�
��
�
 
��
�
��
�
��
(�

�
�
)

�
,
�
�
�*
�
��
+
�
�

�
��
+
�
��
��
�
�
��
��
�
�
��
��
#
�
��
��
�

$
7



Case studies 

CP�

�

	
%��������	��	�#�	��&'	

�

9
+
'
�
�
�
��
�
�

	




��
�
��

�
��
��
��

�
�
��
��
�
�
��
��
��
�

�

�
��
��
�
�
�
�
��
�

�
�
��
��
�
��

�
�
��
�
�
�
�
�
�
��
�
��
�
 
 
�
��
�!
�

��
��
��
"(
#
�$
�
�

"(
#
��
%
%
&
*
'

�
�
�
�
�!
��
�

(
�
��
)
��
�
��
*
�
��
�
��

6
.

+
��
�
��
�



��
 
�
��
�
�
��
��
+
,
(
��
 
 

�
��
!

�
�
��
��
�
��
�

(
��
��
��
��
�
��
�-
� 
�
�
�
�!
��
�.
��
�
��
�
��
�.
�+
��
�
��
�.

�
��
��
�
��
��
�

�
�
��
�
�
��
��
�
�
*
�*
�
�
*
��
��
��
��
��
�

��
�
�

��
��
*
��
�
��
��
�)
�
��
�
�
.��
�
� 
�
��

&
!
 
�
�
�
�!
��
�

%
�
�
 
�
��
�
��
��
�
��
��
��
�
 
 
�
��
�
�
��
��
�
�
�

7
+

�+
��
�
�
��
��
�
*
��
�
*
��
�
��
�
��
*
�$
�
(
�
+
�
�
�
%
%
&
6
'

�
�
��
�
��
�$
%
%
&
(
(
'

�
�
*
�
��
�
��

 

�
�
��
��
�
��
��
�
��
!

6
.

�
�
�
�
�!
��
�

(
��
��
��
��
�
��
�-
��
�
��
�
�
�
�
��
�.
� 
�
�
�
�!
��
��
�
�
*
�+
��
�
��
�

�
�
��
�
�
��

 

+
��
�
��
�

�
�
��
�
�
�
�
�
�
"*
�
��
)
�
*
��
�
�
 
�
/
��
�
�$
�
	
%
�
%
%
&
+
+
'

�
�
��
�
�
��
�
��
��
��
�

%
�
�
 
�
�
��
��
��
��
�
��
��
+
,
+
��
�
��
�

7
*

�
�
��
�
�
�
�
�
�
�

%
�
�
 
�
��
�
��
��
��
 
�
�
�
�!
��
�.
�*
�
�
*
��
��
��
��
��
�

+
,
+
��
�
��
�

�
�
*
��
�
��
�
��
�

0
��
1
�$
%
2
%
&
+
'

�
�
�
�
�!
��
�

(
��
�)
�
��
�
�
��
��
�
�

��
�
�
�
��
�

6
.

�
��
��
�
��
��
�

�
��
��
�
��
��
�

�
�
*
�
��
�
��

 

(
�
�
��
�
�
�
�
��
�

(
��
��
��
��
�
��
�-
��
�

��
�
�
�
��
�.
��
�
3)
�
�+
��
�
��
��
�
�
*

 
�
�
�
�!
��
�

0
%


"+
�$
%
2
%
&
7
'

�
�
��
�
�
�
�
�
�
�

%
�
�
 
�
��
�
��
��
��
�
�

��
�
�
�
��
��
��
��
�

��
�!
��
�

6
.

�
�
��
�
�
��
�
��
�
�
*
� 
�
��
�
��
!
 
�
��
��
��
�

�
�0
�$
%
2
%
&
4
'

�
�
��
��
�
�
�!
��
�

(
��
�)
�
��
�
�
��
��
 
�
��
�
�
�
�
�
�
��
��
��
�
��
�
��

6
.

 
�
*
��
��
��
��
��
��
��
�
 
 
�
��
�
�

��
��
��
�
��
�
��
�
 
 
�
"�
�
*

��
*
��
��
��
��
"(
9
�$
�

"(
9
.�%
2
%
&
(
9
'

�
�
��
��
�
�
�!
��
�

� 
 

�
�
��
� 

��
��
�
�

6
+

+
��
�
��
�

(
�
��
�
�
�
�
��
�
�
�
�
��
��
�
��
 
�
��
�
�

�
�
�
�
�!
��
�



��
 
�
��
�
�
��
��
+
,
(
��
 
 

�
��
!

�
��
��
�
��
��
�

(
��
��
��
��
�
��
�-
��
�
��
��
�
�+
��
�
��
�.
��
�
��
�
��
��
�
�
*

�
�
*
�
��
�
��

 

 
�
�
�
�!
��
�

�+
(
%
�$
%
2
%
&
(
(
'

�
�
��
��
�
�
�!
��
�

%
�
�
 
�
��
�
��
��
��
��
��
��
�

/
��
"�
��
�)
�
��
*
�+
��
�
��
�

6
.

�
��
��
�
��
��
�

��
*

��
��
�
��
��
��
��
�
 
��
�
��
�
��
��
�
��
��
�)
�
��
*
�+
��
�
��
�

�
�
*
�
��
�
��
�
��
��
��
�

�
��
�
 
�
��
��
��
�*
�
��
)
�
*
��
�
��
�
�"
(
�$
�
	
�
"(
�
%
2
%
&
(
+
'

�
��
�
 
�
��
��
��
�

5
"�
�
��
�*
�
)
�
��
�
 
�
�
�

6
.

&
!
 
�
�
�
�!
��
��
�
 
��
�

(
��
��
��
��
�
��
�-
��
�
3)
�
�+
��
�
��
�.
��
��
�
�
�
��
�
��
5
��
�
��
�



Introduction_4 

CO�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������	G@B�	����������A6�A��G�

�


(
	
%
�
�
(
�
�%
�
�


�
�
�
�
�
��
�
��
	


��
�

�
�
�
��
�
��
�

��
��
��



�
��
��
5
�
��
��
�	
�

�
�
�
��
�	
�
�
�
	
��
�

�
�
��
��
�
��

�
�
�
��
�
�
��
��
�
	
��
�
�
�
��
�
�
��
�
�
�

�
�
�
��
�
�
�

�
�
�
�
��
��
	
�
�	
��
�
�
�
��
�
�
��
��
��
�
��
	
�
�

�
�

�
�
�
�	
�
�
�
��
�
�
��
��
�
�
�
�

�
�
�
	
��
�
��
�
�
�

�
�
�
�
��
�	
�
�	
��
�
�
�
�
��
��

�
�

�
�
�
��
�
�
��
�
��
�
�
�
�

�
��
�
��
��
	
��
��
�
��
��
�
�
�
��
�
�
��
	
�	
�

��
��
�
�
��
�	
��
�

�	
��
�	
�
��
�
��
�
�
��
�
��
��
��
�

�
�

�
�
�
��
�
�
�

�
�
�
�
��
�	
�
�	
��
�
�
�
�
��
��

�
�
�
�
��
��
	
�
��
	
��
��
�
��
�
�
��
	
��
�
��
�
�
��
�

�
�
�
��
�
�
��
��
�
5
	
��
��
�
��
�
��
�
��
	
�

 
�
�
�
�

�
�
�
��
�
��
�

��
��
��



�
��
��
5
�
��
��
�	
�

�
�
�
��
�	
�
�
�
	
��
�

�
�
��
��
�
��

!
�

��
�
�
��
��

!
�
��
�
��
�
�
�
��
�
�%
�
��
�
�
�

�
�
�
��
�
�
��
��
�
�
�
��
��
��
�
�
�
��
��
�

�
�

��
��
�
�
�
�
�	
��
��
�
��
�

"
�	
	
�
��
�	
4
��
�
�
�
��
��
	
�

�
�
�
�
��
��
	
�
�	
��
�
�
�
��
�
�
��
�
5
	
��
��
�
��
�
�
��
�	
�

#
$%
�
�	
�
	
��
�
��

��
��
��
��
�

�
5
	
��
�
��
�
$	
�
�
��
�
��
�

�
�

�
�
�
	
�
	
��
�
��
$&

"
��
��
��
	
��
�
5

	
�
�
��
�
��
�

�
�

�
�
�
	
�
	
��
�
��
$�

"
��
��
��
	
��
�
5

	
�
�
��
�
��
�

�
�

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

"
��
��

!
��
�
�
��
��
	
�
�	
��
�'
�
�
$&
(��
�
��
��
�
��
�
�
�	
��
�
�

�
)

��
��
��
��
��
�
�
�
�	
�
��
	
��
��
�
��
�
�

�
�
��
�	
��
��
��
��
�
��
�
	
��

	
�
�
��
��
��
�
��

�
�
��
��
�
�
�
��
�
��
��
�
�
�
�	
�
��
	
��
��
�
��
�
�
��
�
�
�



Case studies 

CW�

"*�+,*��+A���6�A*�-�A+.�/�0.A+�0F��������+0A*6�.A���+A1����*A��/��6�A*+0�G�"��+.�--�F�A1*6*��6*�
A��� A��*���/� +0A*6�.A+�0�B� A1*��0*���6�2�A+03� A1*�.�R�A+2�-�A+�0��/��R.*--��.A+��A+�0��0,�
�6�-+/*6�A+�0�KA�4-*�+GCGMF��0,�A1��*�+0��-�+03��6�A*+0��/6�2�A1*�*#A6�.*--�-�6�2�A6+#�KA�4-*�
+GDGMG�K)*/*6*0.*��+0�A�4-*B�H@CF�OJRWJIM�
�

	,*0��+0*� �*�2+0��*� K	�	Z� �%� DGPGEGEM� +�� �0� *#A6�.*--�-�6� *0��2*� A1�A� 1�,6�-��*��
�,*0��+0*��0,�CUR,*�#��,*0��+0*�A��+0��+0*G�������X	�	��..�6���A�A1*��R.*--���6/�.*��0,�
1��� A��� ��A*0A+�-� �45*.A+�*�G� �+6�AF� 6*.6�+A2*0A� �/� 	�	� �A� A1*� *#A6�.*--�-�6� ���.*� �/� ��
-�2�1�.�A*��2���/���6��,*0��+0*�,*36�,�A+�0F��1+.1�+�����R.*--��6�-+/*6�A+�0�+01+4+A�6GHNLI�
"*.�0,F� +0A*6�.A+�0��/� A1*� A����6�A*+0�F��6�2�A*�� A1*��.A+��A+�0��/��� -�2�1�.�A*��4��.�R
�A+2�-�A+�0� �/� A1*� �%)R%�D� .�2�-*#GHN@I� �1+�� -��A� /�0.A+�0� +�� +0,*�*0,*0A� �/� A1*+6�
6*��*.A+�*�*0��2�A+.��.A+�+A+*�G�
"*�6��*��6��+46�4-��A�	.A+��A+�0��6�A*+0�K�	�M�+���0�*0,��*�A+,��*��1��*�2�+0���4�A6�A*��
�6*�3*-�A+0��*F�]R�0A+�-��2+0��0,�.�--�3*0GH@CF�OJF�WLF�NLI��	��+��������*,�A��4*�+0��-�*,�A+���*�
6*2�,*-+03��0,�*01�0.*2*0A��/�2*A��A��+�GHNLI��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



Introduction_4 

CN�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
��4-*�+GCGB��������+0A*6�.A+03���6A0*6��+0��-�*,�+0��R.*--��.A+��A+�0��

�

�

�

�

�

�
�
�
��
�
��
�
��
	

��
��
�
�
	�
��
��

��
��
	

��
��
�
�	
�
�
��
�

�
�
�
��
��
�
�
�
�
��
�

�
�
��
	�
�
��

�
�
�
	�
��
��
��
�
��
�
�
�
�
�
��
�
�

!
�
�

��
��


��
	�
�
��
�
��
�
��
��
�
�
��
��
�
��
�
��
�
��
�
�
��
�

�
�
��

��
	�
��

�
��
�
	�
��
�
�
�
	�
��
��

!
�
�

��
��


��
�
�
��
��
�
��
�
��
��


��
�
	


�
�
�
�


�

��
�!
��
�
�
�
�
!
��
�!
�
 
!
"

�
��
�
��
�
��
�
��
�
�
��
�

#
$

�
�
	�
��
�
�
�
�
�
��


�

��
�

��
��
��
�

!


��
�
�
��
�
�
�

�
�
�
�
�
��

�
	

�
�
�
	�
��
��

�
�
�
�
�
	�
�

��
�
��
�
%�
&
�
�

&


�
�
�
��
�'
�
�
�
�
�


��
�	
�
��

��
	�

��
��
�
�
��
�
��
��
�
	�


��

��
!
�(

�
�
"�
	�
��
��
��
�
��
�)
�
��
	�
*
�
��
�

��
�
	�
+

!
�
�

��
��


��
�
�
��
��
�
��
�
��
��
�
�
��
��
�
��
�
�

	�
��

��
	�
��
,
�
+
�
"

��
��
�
�
��
�

��
�
�
��
��
�
��
��
�
��
�
��
�

��
��


��
�
�
��
�
��
�
��
�&

�
�

��
�
�

�
��
�
!
�
��
�
�

�!
�
-
��
�

�
�
�
�
�
��
&


�
�
�
	

��
�
�
��
��
�
��
��
�
��
�
��
�

��
��


��
�
�
��
�
��
�
��
�&

�
�

��
�
�

!


�


��
�	
�
�	
�
��
&
�
�
��
�
�
&


��
��
�
�
�

��
��
�
�

�
��
�
!
�
��
�
�

�!
�
-
��
�

�
�
�
�
�
��
&


�
�
�
	


	�
��
��
�$
$
��
!
�
�
�
$
$
��
	�
!
�
�
(
�
$
"

��
�
�
��
��
�
��
��
�
��
�
��
�
	�
��
��
	

��
�
�
�

�
�
�

��
��


��
�
�

�
��
.
�
�/
0
�

��
�
	�
�
�
�
��
�
��
��
�
��
�

1
�

	

��
��
� �
��
	�
�
�

��
��
��
��


��
�
�

�
��
��
�
�	
�
&
�
�
�
��
�
�
��
�
��
�
��


�
�
�
��
�
�
	

�


��
�
�

'
2

�
	�
��
��
��
�
�
�
"

�
	�
��
�
��
��
��
�
��
�
!
(

#
3

�
	�
&
�
��
�
�
��
��
&
��
	

��
�
�
��
��
�
�
�
�
��
�
��


��
��
��
�

4
	�
)
��


��
��
�

�
�
�

�&

��
�
�
�
�
�

��
��


��
	

!
��


�
�


�
�
��
��

�

�&

��
�
�
�
�
��
�
��
�
	&

�
�

�&

��

��
�
�
"

*
�
��
�
��
�
�
	

�
�
��
��
	�


��
��
!
(
�
	�
��
��
�

#
3

$
+

#
 

#
-

#
'

!


�
�
�
��
�
�$
��
!
�
�
$
"

(
�
&
�
	

�
�

�
�
�
�
�
��
�
�
��
�


&
��


��
��
�
�
�
"

�
5
�	


��
��
�
�

	

�
5
�	


��
��
�
�

	

�
	

�
�&

�
&
�
	

�
�

��
�	


��
��
�
�

	

�
5
�	


��
��
�
�

	

�
5
�	


��
��
�
�

	



Case studies 

CJ�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
��4-*�+GDGB�6������+0A*6�.A+03���6A0*6��/6�2�A1*�*#A6�.*--�-�6�2�A6+#G��

�

�

�

�

�

7
�
�
�&
�
��
�
��

�	

�

��
�
��

�
��

��
&�

��
�	


�
�

�
��
�
�
�

�
�
�
�

�

�
�
�
�

��
�

�
�
��

��
�

�

�

�
�
�

�

��
�
��
��
��

�
�


�

�

�
�
�
�

�
��

�
�
��
��
��

�
�
�


�

�

�
�
�
�

&�
�

��

�
�

�
�
��
��
�

�
��
�	
�
�
�
��

�
���


��
��
��
�	
�
�
��


�
�
�

��
�
	
��
�
�
��
��

��
�	


�
�

�
�
�
��
��
�
�
�
��
�
��
	
��
�
�
�
&�

 

�
�

�
��
��


�
�
�	
��

�
�
��
�

�
�

�
�
��

	
��
��
��

�
�
�

�
�
�
�
�	
��

�
�
��
��

�

��
�
�

�
��

�
<
��
�
�
�
�	
��

�

!
��

�
	
��
��
	
�
��

�

�

�
�

"
#

"
$

"
%

"
&

�

��
	
�
�
�

'
(
��
	

�

��
�
�	
�

)
	

*
�+
�<

*
��
(

�

	
�
�
�
��
��

�

��
�,

-
�	

�
��

�
�

�
�	

�
�

�
��

�
�

	
�
+,

�
�
��
��
�
��
	

�

�
��

�
�
�

�

��
�&
&&

'
(
��
	

�

��
�
�	
�



Introduction_4 

DL�

EG@GCG�6�������0,�+A��A1*6��*.A+.�+2�-+.�A+�0�

�1*��6�A*��*� +�� +0/�-/*,� +0�.�0,+A+�0���..1����,+�4*A*�F�.�0.*6F�61*.2�A�+,��6A16+A+���0,�
�.A�+22.0*�,+�*��*�G��1*�6�-*��/�6������ +0� A1*2�.�0�4*�2*,+�A*,�*+A1*6� A16�.31������6�
40� A1*�*0102�A+.��.A+/+A0G� �A� +�� +0� A1*� -�AA*6��.*0�6+�� A1�A�6��� ��� +01+4+A�6��2�0��6�/+,*�
��A*0A+�-��1�62�.�-�3+.�-�,6.3�G�
�

�� �"� �	()�	"	���*��	+������	

�1*� +0.6*A+0� 2�-*..-*�� 2��R@� �0,� 2��� �6*� 6*-*/�0A� 2�-*..-*�� /�6� 4-��,� 3-..��*�
1�2*��A��+�� ,.*� A�� A1*+6� 6�-*� +0� +0�.-+0� *3.6*A+�0G� �/A*6� 0.A6+*0A� .�A�6*F� A1*�*� A4��
2�-*..-*���6*� 6*-*��*,� A�� A1*�4-��,� /-�4G��1*0F��0.*� +0� A1*���0.6*��F� A1*0�4+0,� A�� A1*+6�
��*.+/+.�6*.*�A�6���0,��.A+/�A*�A1*�*3�6*��+�0��0,��*.6*A+�0��/�+0�.-+0G�
��4*/*6F�4�A1�1�62�0*���6*�6��+,-0�+0�.A+/�A*,�+0�A1*�4-��,�/-�4�40�6�����GHPPI�K�1*�1�-/R
-+/*��/� +0A�.A�2��R@� +�� -�4*6� A1�0� @�2+0MGHNCI� �0A*6*�A+03-0F� A1*� +0�.A+/�A*,� /�62���/� A1*�*�
+0.6*A+0�2�-*..-*�� 6*A�+0� A1*� .���.+A0� A�� +0A*6�.A�4+A1� A1*+6� 6*��*.A+/*� 6*.*�A�6�� �A� A1*�
��0.6*�A+.� \R.*--F� �.A+03� ��� �0A�3�0+�A��4+A1�.A� A1*� .�66*���0,*0A� +0�.-+0�A6��+.� *//*.A�
K/+3.6*�+GEGM�

�

�

�
�

�
5+3.6*�+GEGB�".1*2�A+.�6*�6*�*0A�A+�0��/�A1*���6A+.+��A+�0��/�6������+0�+0.6*A+0�2�-*..-*�+0�.A+/�A+�0G�

�



Case studies 

D@�

6������+����/�-+,�A*,�A�63*A�/�6�A1*�A6*�A2*0A��/��0�*�C�6+�4*A*��&*--+A.��K�C6&M��0,�+A��
+01+4+A�6�� �6*� 4+,*-0� 6*��6A*,� +0� A1*� -+A*6�A.6*� ��� *//*.A+/*� 4-��,� 3-..��*R-�4*6+03�
2�-*..-*�GHNDRNPI�
�

�� �"�"�	,�-�	���-���&��	

�1*�.�00*3+�0��/�6������A��.�0.*6�+��.�0A6�/*6�+�-GHNOI��
�0���2*�.�0.*6�F�6������+��,�406*3.-�A*,��6�0�A�2�,+/+*,GHPEF�NWI�5�6�*3�2�-*F�+0�2*-�0�2��
.*--�F� A1*� *3�6*��+�0� +�� -��A�41+-*� A1*� A.2�6� +�� +0� �6�36*��+�0GHPEI� �1*� �*�A+,��*� +�� �-���
,�406*3.-�A*,�+0��/�6+�0�.�6.+0�2���0,�+A�1���4**0��1�40�A1�A�A6�0�/*.A+�0��/�6������+��
�4-*�A��6*/*6A�A.2�6�2�-+30�0.0G�
�0��A1*6�.�0.*6�A0�*�F�A1*��6�A*��*�+���/*6*3�6*��*,��0,�1���+0.6*��*,��.A+/+A0G�
�A� +�� A1*� .��*� �/�2��A� �/��R.*--�2�-+30�0.+*�HPEF�NWI� KDFEC^)*/+*4M� ���4*--� ��� +0�"R.16�0+.�
-02�1�.0A+.� -*.6*2+�� .*--�GHNWI� �1.�F� 6��� ��� +01+4+A�6�� �6*� .�*/.-� /�6� A1*� A6*�A2*0A� �/�
.*6A�+0��R.*--�.�0.*6�G�
�

)*3�6,+03�6������+0/�-/*2*0A�+0�61*.2�A�+,��6A16+A+�F��3�+0�+A�+����.�0A6�/*6�+�-�+��.*G�
�0� �0*� 1�0,F� +A� 1��� 4**0� �4�*6/*,� A1�A� 6��� ��� +01+4+A�6�� 4-�.6� A1*� -02�1�.0A*�
A6�0�*,�A1*-+�-�2+36�A+�0F�A1*6*/�6*�6*,..+03��00�/+�-�+0/-�22�A+�0GHNNI��
�0�A1*��A1*6�1�0,F�+0�.A+�0��/�6������6*+0/�6.*��A1*��.A+/+A0��/�.1*2�6+0*�G�5�6�*3�2�-*F�
"65R@F� ��6��� ��� �.4�A6�A*F��6�2�A*�� -*.6�.0A*� .1*2�A�3+�� �0,� +0/-�22�A�60� 6*���0�*G�
�1.�F�A1*�+01+4+A+�0��/�A1*��6�A*��*�4���A��+0/-�22�A+�0GHNJI�
6*��+A*� A1*�,+��36**2*0A��2�03� A1*��.+*0A+/+.�.�22.0+.�A+�0F��*/*6�-�6��� ��� +01+4+A�6��
1�/*� 4**0� ��A*0A*,� /�6� 61*.2�A�+,� �6A16+A+�� A6*�A2*0A� �0,� �6*� ..66*0A-0� .0,*6�

,*/*-��2*0AG�
�

5+0�--0F� 6��� ��� +�� +0/�-/*,� +0� A1*� �.A+/�A+�0� �0,� �6�-+/*6�A+�0� �/� �� -02�1�.0A*�� 40�
0.2*6�.�����G���4*/*6F� A1*��6�A*�-0A+.� +��*��*0A+�-�/�6� A1*�.-*�/�3*��/�.0A�6+0*���0,�/�6�
�R.*--�A6�0�*0,�A1*-+�-�2+36�A+�0GHJLI��0�A1*�4��+���/�A1+���4�*6/�A+�0F�6������+01+4+A�6���6*�
4*+03� .�*,� /�6� +22.0*� �.��6*��+�0� +0� �63�0� A6�0��-�0A�A+�0� �0,� +0� �.A�+22.0*�

,+�*��*�GHJLI�
�

�

EG@GDG�6������+01+4+A�6��

�1*� �A�60� �/� 6��� ��� +01+4+A�6�� ,6.3� ,+�.�/*60� +�� A1*� A0�+.�-� *3�2�-*� �/� A1*� .-���+.�
*/�-.A+�0��/��6�A*��*� +0�.A+/�A�6�G�"A�6A+03�4+A1� �.4�A6�A*���0�-�3�� A�� A1*� �2�--��63�0+.�
2�-*..-*���/�0�4�,�0�F�A1*6*��6*��-*0A0��/�6*��6A*,�6������+01+4+A�6��+0�A1*�4+4-+�36��10F�
A1�A� ,+//*6� +0� A1*+6� .1*2+.�-� �A6..A.6*� 4��+�F� �//*.A+03� A1.�� *��*0A+�-� �6��*6A+*�� -+6*�
��A*0.0F���*.+/+.+A0F��A�4+-+A0��0,�A�3+.+A0G��*6*F�A1*�2��A�6*-*/�0A��0*���6*�1+31-+31A*,GHNOI��
�

�0� A1*� *�6-0� _NL�� 6��� ��� �.4�A6�A*�� �6� �6�,..A�� �0�-�3�� 4*6*� �A.,+*,� ��� +01+4+A�6�G�
6+�6�A+0�����0,�"F�*3A6�.A*,�/6�2��.�*60�A�0A��/6�2�"�.+--.��.*6*.��..-A.6*FHJ@I��6*�*0A*,�
2�,*�A��8PL�/�-.*���/�DGC�2&��0,�@OGW�2&�6*��*.A+/*-0G�
��A*�+0�A1*�_JL��A1*�.�*��/��6�-+0*�,*6+/�A+/*���//�6,*,�2�6*���A*0A�+01+4+A�6�G�5-*0A6*�*A��-�
,*�+30*,�6������ +01+4+A�6��1�-,+03� A1*�]R��2+0��4�6�0+.��.+,��0�-�3��/��6�-+0*� +0� A1*��@�
���+A+�0GHJCI��1�.31�-+�/�-.*�� /�6�6��� ���4*6*� +0� A1*� -�4�0�0�2�-�6�6�03*F�4�6�0+.��.+,�
�0�-�3��4*6*�.0�A�4-*GHJDI��



Introduction_4 

DC�

5.6A1*6� 2�,+/+.�A+�0� �/� A1*� �6�-+0*� ���+A+�0� -*,� A�� A1*� ,+�.�/*60� �/� �066�-+,+,*�� �0,�
A1+�1�-+,+,*�����1+31-0���A*0A��0,��A�4-*�6������+01+4+A�6�G�5�6�A1�A�6*���0F�A1*�*�2�+*A+*��
1�/*�4**0�*3A*0�+/*-0�.�*,�+0�+01+4+A�6��.�//�-,�GHJEI�
5�--�4+03� A1+�� ,+�.�/*60F�6��� ��R+01+4+A�6�� 4��*,� �0� �066�-+,+0*� �0,� A1+�1�-+,+0*�4*6*�
,*�.6+4*,GHJDI�"..1����2�--�.1�03*��//�6,*,��.4�A�0A+�-�3�+0�+0���A*0.0��0,���*.+/+.+A0GHJEI�
�0� CLLC� �� A�A�--0� 0*4� �.�//�-,� 4��� �6����*,� ��� 6��� ��� +01+4+A�6F� 4��*,� �0� 3�0A1+0*�
2�-*..-*���0,�4+A1��8PL�/�-.*��+0�A1*�0�0�2�-�6�6�03*GHJPF�JOI��
�

%�4�,�0�F�A1*6*��6*�/+/*�6������+01+4+A�6��+0�A1*�2�66*A�KA�4-*�+GEGMG�
�0� CLLOF�&*6.6� -�.0.1*,� A1*� /+6�A�6��� ��� +01+4+A�6� �0A�� A1*�2�66*AF� 0�2*-0� �+A�3-+�A+0�
K&-RLED@F� 0�0./+�F� 2-�.A+/MGHJWI� �1+�� 2�-*..-*� +�� 4��*,� �0� �� 4*A�R�2+0�� 1*A*6�.0.-+.�
�.�//�-,��0,�+�����0.*R,�+-0��6�-�A6*�A2*0A�/�6��C6&G��
�0� CLLWF� %�/�6A+�� �A�6A*,� .�22*6.+�-+1+03� /+-,�3-+�A+0� K��5RCDWF� 2�-/.�MF� ��
.0�0��066�-+,+0*� 4��*,� .�2��.0,G� ��� 4*--� ��� 0�0./+�F� 2�-/.�� +�� �� �0.*R,�+-0� �6�-�
A6*�A2*0A�/�6��C6&�A6*�A2*0AG�
�0� CLLJF� "6+�A�-R&0*6�� "V.+44� �0,� ��A6�2*0*.�� -�.0.1*,� "�3�3-+�A+0� K"6+�A�-R&0*6��
"V.+44�REWW@@NF��03-01�MG�
�0�CL@L���6*,���A�6A*,�.�22*6.+�-+1+03��-�3-+�A+0�K"1)RDCCF�%*�+0�F��+�+,+�MHJNI�+0�0���0G�
��A*6F�+0�CL@D�-�.0.1*,�+A�+0�A1*�(G"G��0,�+0��/A*6�4*+03����6�/*,�40�A1*�(6�A1*���2*�0*�6F�
+A��A�6A*,�+A��.�22*6.+�-+1�A+�0�+0�A1*�(G-G�+0�CL@EG�
5+0�--0F��+0�3-+�A+0�K"��@DPOMF�.�R,*/*-��*,�40�"�*16+03*6��03*-1*+2��0,��+--0��0,�.0,*6�
�.A+/*�,*/*-��2*0AF�+���/�+-�4-*�+0�("�.0,*6�A1*�0�2*��/��6�,5*0A�F�+0�6.6��*�����6�5*0A��
�0,�+0�0���0�����6�1*0A�G�
�

�
��4-*�+GEGB�&�66*A*,�6������+01+4+A�6���6,*6*,�40�A1*+6�-�.0.1�0*�6G� �

�������
���� 	
����� 
������� ������
���� 
����� 
��������
����

:���������� �5��	
�$�:� �� ���� ����%��

������
�$��� �� ���� ����%��

������ �� ���� ����%��

:���� �� �����:��������	�� ����%��

����� �� �:���� ����%��

�� ��	 ������%

3����������� �5��	
������� �� �	%����� ���%��

������
�$��� �� �	%����� ���%��

����� �� �	%����� � ��

:�5�������� ������
�$���
�$�:� �� !����"����������: �������

:4�������� �� !����"��� �������

!�	������� ����� ��  ���� �����

$�:� ��# �����

$��� ��$ 3������

%���������� $�:� ��� �&���%����  ���&���

���	� ���  ��&���

����� ���  ������

N

ONH2

F

F

F N
N

N

F

F

F

N
H

OH

O

N

N

OH
NH2

O

N

H

H

N N

N

N

O

O

H2N

N

N
N

N N

N

O

O

N

NH2



Case studies 

DD�

(�"�
�# �0�
 ��, +$+��.��$
3�
�5

�

�'��A*6�A'6**�(/�6*�.)A��*��,*/(A*,�A(�A'*���6(A*��*G�
�

�

EGCG@G�+'*��6(A**,�

-6()0)� ()*.(�*�A*,��*� K-/-F� ��� DGEGC@GCOM� *�� �� �*6*,*� *,,(�*�A*,��*� A'�A� 4*)(,.�� A(�
�.4/�0*)0�!�(/�A'*�/�0*)0�"J�K.)�,�"�MG��A��6(.*��*���0�))��*�A*,*��(/��6(.,,�DL�6*�*,.*�F�
.)*�/*,.��/A*6���A*60*,.��(/��6()*,*GHJJI��
�

��"� � �	!�������	

-/-�*����N@�-���0(,(0*6*.�.0A(�()*.��6(A**,G�
+'*��(6.*,*�-/-� .60�A�)� �A6..A.6*�4���*)..*,�A*,�40�5.)(��*A��)G� *,� @JJNGH@LLI�!��-/-� *��
�A6..A.6�))0�6*)�A*,�A(��--��1F�*A���A6..A.6*�6*0*,,��A(����--��1�0(,(0*6G�-/-�.(,�*�A��(/�
A4(�,(0�*,�����4*))B��,�]X\R'0,6()��*�K(6�.�A�)0A*.�,(0�*,M��,,���\R�6(�*))*6�,(0�*,�K(6�
�A6..A.6�)�,(0�*,MG�/'*)*�A'*��--��1��6(�*))*6�,(0�*,�.(,�*�A*,�(,�**.'A�4)�,*�F�A'*�(,*�
(/�-/-�*�����*/*,R4)�,*,�\R�6(�*))*6F�4'*.'�*��0(6*�6*..)�6GHPDI�

+'*��.A*/*��*A*�(/�*��)(.�A*,�*,���.�/*A0�4*A4**,�A'*�4(A'�,(0�*,�F��,,�*A�*��/(60*,�40�A'*�
.�A�)0A*.� A6*�,� "*6PPEF� !��OE@� �,,� �*�ONLG� )*.�6,*,.� A'*� A4(� (�*,*,.�F� �*,.*� A'*�
�6(�*))*6�,(0�*,�.(,A�*,���,�*3A6��4)�,*F�.(0��6*,�A(��--��1F�A'*�/.,,*)�*,�A'*�.*,A6*�(/�
*A� *�� �0�))*6F� �,,� A'.�F� *,A6�,.*� (/� �.4�A6�A*� (6� *3*A� (/� �6(,..A� *�� ,(A� )*2*)0� A(� (...6�
A'6(..'�A'*��(�*,*,.G�

�
5*..6*�*GPGB�-/-�.60�A�))(.6��'*.��A6..A.6*�K�,4�@�C/MG��M���A*6�)�/**4F�)((��*,�A'*�(�*,*,.�K(6�,.*M��,,�
�.A*/*��*A*�6*�*,.*���6*�'*.')*.'A*,B�"*6�K.6**,M!���K0�.*,A�M��,,��*��KA�,MZ�4M�+(��/**4�K]X\R'0,6()��*�
,(0�*,MZ�.M��(AA(0�/**4�K\R�6(�*))*6�,(0�*,M�� �

�M� 4M�

.M�



Introduction_4 

DE�

-/-� *��4*)**/*,� A(�4*���'*.')0�,0,�0*.��6(A**,GH@L@I��,�3&)��A.,**�F�*V.*)*46*.0�4*A4**,�
,*//*6*,A�.(,/(60�A*(,��4���(4�*6/*,G�/'*)*��A6..A.6�)�*,/(60�A*(,�(/�A'*�.(,/(60�A*(,��
*��,(A��/�*)�4)*F�*A�4���,*A*.A*,�A'�A�-/-���0�)*��A4(��A�A*�F�(�*,��,,�.)(�*F�4'*.'��6*�*,�
*V.*)*46*.0G��*�*,*�F�A'*��,,*A*(,�(/�-/-�*,'*4*A(6��*���4)*�A(�,*��)�.*�*AG�+'*��A'*(60�*��*,�
.(,A6��(�*A*(,�4*A'�A'*��...*�A*,�*,,..*,R/*AGH@LCI��
�

��"� �"�	�#�������	

-/-� *�� *3�6*��*,�.4*V.*A(.�)0F� *,.).,*,.� A'*� .*,A6�)�,*6/(.�� �0�A*0� K�3"MG� �A� *��0�*,)0�
)(.�A*,�*,�A'*�.0A(�)��0�(/�,*.6(,�)��6(4*.A*(,�F�4.A��)�(�*A�.(,.*,A6�A*��*,�A'*�,..)*.��(/�
0(.,.� �,,� (),� ,*.6(,�G� �A� *�� �6*.*�*)0F� *,� ,*/*)(�0*,A�)� �A�.*�� (/� ,*.6(,��4'*,� -/-�

�.A*/*A0�*��*,.6*��*,GH@LDI�
�

��"� �$�	���������	

!�� �� �6(A*��*F� -/-� '0,6()��*�� 0(�A� ,*.6(�*�A*,*�� �,,� �*�A*,*� '(60(,*�F� �..'� ���
�.4�A�,.*� -F� (30A(.*,� (6� ,*.6(A*,�*,� �0(,.� (A'*6�G� �(4*/*6F� A'*� .)*�/�.*� 4���
,*0(,�A6�A*,� ��	�����F�4.A� *A� *��,(A�*3�)�*,*,�'(4��,� *,A6�.*)).)�6��6(A*��*�.�,�,*.6�,*�
*3A6�.*)).)�6��.4�A6�A*�G�
3*.6(�*�A*,*�� �6*�0()*..)*�� .�*,� 40� ,*.6(,�� A(� .(00.,*.�A*� 4*A4**,� A'*0G� !0(,.�

A'**6� �.A*(,�F� A'*0� .�,� �.A*/�A*� .*,*�G� 3*.6(�*�A*,*�� .(R*3*�A� 4*A'� ,*.6(A6��,0*AA*6�F�
4*.'�,*�()�6*1*�(6�'0�*6�()�6*1*�,*.6(,�G�
�

-/-�*,A*6�.A��4*A'�(A'*6��6(A**,�����6A�/6(0�*A���6(A*()0A*.��.A*/*A0G�
56(4A'� !��(.*�A*,� -6(A**,� ED� K5!-EDM�4��� *,*,A*/**,� ��� �� -/-R*,A*6�.A*,.� �6(A**,GH@LEI�
�*��*A*� �*6/(60*,.� �� 4*�2� �,,� A6�,�**,A� *,A*6�.A*(,F� A'*0� 4*6*� .(R)(.�)*1*,� *,� �*���
.*))�GH@LPI� 5!-ED� *�� �� .0A(�()*.� �6(A**,F� *3�6*��*,� *,� ,*.6(,�F� 4'*6*� *A� *�� *,/()/*,� *,�
,*.6(,�)�.6(4A'�.(,*�/(60�A*(,F��3(,�..*,�,.*��,,��0,��A*.��)��A*.*A0GHJJI��
�

-/-� �)�(� *,A*6�.A�� 4*A'� ]R�0,..)**,F� �,� *,A6*,�*.�))0� ,*�(6,*6*,� .0A(�()*.� �6(A**,� A'�A�
�..6*.�A*�� *,A(� /*46*)�G� !�� (4�*6/*,� *,� -�62*,�(,U�� ,*�*��*� ��A**,A�F� ]R�0,..)**,� /*46*)��
�...0.)�A*� *,A(��*40�4(,**�G�+'*� *,A*6�.A*(,�(/�-/-X� ]R�0,..)**,�4��� �...*�A*,� ��� �,�
�..6*.�A*(,��..*)*6�A(6��*,.*�A6*�A0*,A�(/�.*))��4*A'�-/-� *,'*4*A(6���6(,..*,���,*.6*��*�
*,�]R�0,..)**,��..6*.�A*(,GHJJI�
�

�

EGCGCG�-/-��,,�*A��A'*6��*.A*.�*0�)*.�A*(,�

�

��"�"� �	��&�����	��������	

!�6()*�/(6�-/-�*,�,*.6()(.*.�)�,*�(6,*6�F��..'�����.'*1(�'6*,*�H@LOI�(6�4*�()�6�,*�*��*F�4���
�6(�(�*,��/A*6�A'*�,*�.(/*60�(/��(0*�*/*,*,.*�G�5*6�AF�A'*�/�.A�A'�A�A'*��6(A*��*�4����4)*�
A(�.)*�/*���	�����	.*6A�*,�,*.6(�*�A*,*�G�"*.(,,F�A'�A�A6*�A0*,A�(/�6�A��4*A'�-/-�*,'*4*A(6��
*,.6*��*,� )*/*)��(/��..'��.4�A6�A*���,,�,*.6(A6�,�0*AA*6�� K�.*A0).'()*,*��,,�,(��0*,*M�

��� 4*))GH@LWI� !,,� A'*6,F� A'*� ,*A*.A*(,� (/� �)A*6*,� -/-� �.A*/*A0� *,� A'*� �*6.0� (/� ��A**,A��
�.//*6*,.�/6(0�0((,�,*�(6,*6�GH@LNR@@LI��



Case studies 

DP�

!))�A'*��A(.*A'*6��...*�A*,�A'�A�-/-�4���6*��(,�*4)*�/(6���	�����,*.6(�*�A*,*�,*.6�,�A*(,G�
+'*�� �6(.*��*,.� )(4*6*,� A'*� ,*.6(A6�,�0*AA*6�� .(,.*,A6�A*(,� �//*.A*,.� A'*� ,*.6(,�)�
.(00.,*.�A*(,��,,��A*0.)�A*(,G�
-6*.*�*)0F� ��A**,A�� �.//*6*,.� /6(0� .(.,*A*/*� ,*�(6,*6�� '�/*� )(4*6� )*/*)�� (/�

,*.6(A6�,�0*AA*6�F�A'.�F�-/-�4����6(�(�*,������A'*6��*.A*.�A�6.*A�*,�A'*�*�.(,,*A*(,�G�
�

�(4*/*6F����0*,A*(,*,�4*/(6*F�,*.6(�*�A*,*���6*�*3A6�.*)).)�6�4'*)*�-/-�*��*,�A'*�.0A(�()G�
�*�*,*�F� �� �A.,0� (/� CL@CFH@@@I� ,*0(,�A6�A*,� A'�A� -/-� *,'*4*A(6�� '�,� )*AA)*� *//*.A� (,�
�.*A0).'()*,*�)*/*)�G�+'*6*/(6*F�A'*�'0�(A'*�*��4���6*4*.A*,G�
�

��A*6F� *,� @JJJF�0.A�,A��(/� A'*��0(*4���0.A*(�A*)*.0�,*�.(*,*.0F�4'*.'�,*,�,(A�*3�6*���
-/-F�4*6*� /(.,,� A(�'�/*� *,.6*��*,� )*/*)��(/� *,(�*A()� A6*�'(��'�A*� K�-DMG�+'*�6*)�A*(,�'*��
4*A4**,�-/-��,,��-D�4���/.6A'*6�.(,/*60*,�40�A6*�A0*,A�(/�4*),�A0�*��0(*4���4*A'�-/-�

*,'*4*A(6�G�!����6*�.)AF�.(,.*,A6�A*(,��(/��-D�4*6*�*,.6*��*,����4*))GH@@CI�
+'*�.(,,*3*(,�(/� �-D�4*A'�,*.6()(.*.�)�,*�(6,*6�� *��*3�)�*,*,�40� *A���*.,�))*,.���A'4�0G�
!/A*6�*,A*6�.A*(,�(/�A'*�,*.6(�*�A*,*��4*A'�A'**6�,*.6(,�)�6*.*�A(6�F�*,A6�.*)).)�6�)*/*)��(/�
�-D��6*� *,.6*��*,F�4'*.'��6(/(2*���,��..0*,A*,� 6*)*��*�(/� *(,� .�).*.0� K��`CM� /6(0� A'*�
*,,(�)��0*.�6*A*..).0G�/,.*� *,� A'*�.0A(�()F���`C� *�� *,/()/*,� *,�0*0(60��,,� )*�6,*,.GH@@DI�
+'.�F�,*.6*��*,�)*/*)��(/�A'*�*(,��,,�0*04*6��(/�A'*���A'4�0�)*�,�A(�0((,�,*�(6,*6�GH@@EI��
+'*,F����-/-�*,'*4*A(6��.�,�*,.6*��*��-D�.(,.*,A6�A*(,F�A'*0��6*�*3�*.A*,�A(�4*�,6..��/(6�
A'*�A6*�A0*,A�(/�.(.,*A*/*�,*�(6,*6�G�
�(4*/*6F�A'*�,*6*.A�6*)�A*(,�'*��(/�-/-��,,��-D�4���,(A�,*�.6*4*,G�
5.6A'*60(6*F� A'*6*� *��,(� /.))�.(,�*,�.�� *,� A'*� )*A*6�A.6*��4(.A� A'*�6*)�A*(,�'*��4*A4**,�
��`C�)*/*)���,,�0((,�,*�(6,*6�G��
�

�,�CLLJF�A'*�-/-�,.))�0.A�,A�0(.�*�4���.*,*6�A*,GH@LEI��A�4���(4�*6/*,�A'�A�A'*�,*.6(,��
�6*�*,A*,� �)A*6�A*(,�� *,� .6(4A'� .(,*� ,0,�0*.�� A'�A� .(.),� 4*� 6*�A(6*,�4*A'� �,,*A*(,� (/�
-/-F�6*.�6,)*���(/�*A���6(A*()0A*.��.A*/*A0G�+'.�F�A'*�*//*.A�4����...*�A*,�A(�4*���6*�.)A�(/���
--�F�4'*.'�4��� A'*,� *,*,A*/**,� ��� -/-X5!-� *,A*6�.A*(,G� +'*� /*,,*,.� A'�A� A'*�� --��4���
*��*,A*�)� *,� ,*.6(,�)� .6(4A'� *3�)�*,*,� A'*� 6()*� (/� -/-� *,� .(.,*A*/*� ,*�(6,*6�F� 0*A� A'*�
(/*6�))�6*)�A*(,�'*��(/�-/-X5!-X�-D�*��,(A�.)*�6G�
5(6�A'�A�6*��(,�-/-�*��,(A���/�)*,�A*,�A�6.*A�/(6�A'*�A6*�A0*,A�(/�.(.,*A*/*�,*�(6,*6�G�
�

��"�"�"�	���.�����/�	�����	

!��*3�)�*,*,�4*/(6*F�-/-�*,A*6�.A��4*A'�A'*�*,A6*,�*.�))0�,*�(6,*6*,��6(A**,�]R�0,..)**,G��A�
'��� 4**,� (4�*6/*,� A'�A� �..6*.�A*(,� (/� A'*�� �6(A**,� .�,� 4*� 6*/*6A*,� 40� �,,*A*(,� (/�-/-�
*,'*4*A(6�GH@@PI�5(6�A'�A�6*��(,F�A'*��*6*,*��6(A*��*�*��4*)**/*,�A(��)�0���6()*�*,�-�62*,�(,U��
,*�*��*F�4'*6*��..6*.�A*��(/�]R�0,..)**,��6*�,*A*.A*,G��(4*/*6F� *A� *��,**A'*6���/�)*,�A*,�
A�6.*A�/(6�A'*��.(,,*A*(,G�
�

��"�"�$�	�����	

�,�CL@LF��,�*,.6*��*,�-/-��.A*/*A0�4���,*A*.A*,�*,�A.0(6�GH@@OI��,�A'*���0*�0*�6F�-/-�4���
,*�.6*4*,�����,� *,,..*6�(/��,.*(.*,*�*�F��,,� A'�A�-/-� *,'*4*A(6��4*6*��4)*� A(�6*,..*� A'*�
�6(.*��GH@@WI�+'.�F�A'*��6(A*��*�*�����(A*,A*�)�A�6.*A�/(6�.�,.*6�A6*�A0*,AG�
�



Introduction_4 

DO�

�

EGCGDG�-/-�*,'*4*A(6��
�

!��*3�)�*,*,� *,� A'*��6*/*(.���*.A*(,F� A'*�6*)�A*(,�'*��(/�-/-�4*A'��*/*6�)�,*�*��*�� *��0*A�
,(� �6(/*,F� 4.A� A6*�A0*,A� (/� �,*0�)� 0(,*)�� 4*A'� -/-� *,'*4*A(6�� '��� �...*�A*,� ��
A'*6��*.A*.����)*.�A*(,�/(6�A'(�*�*,�.A*/�A(6�G�
�.AF� */� A'*�0*.'�,*�0�40�4'*.'�-/-� *�� 6*)�A*,� A(� A'*� .(,,*A*(,�� *��.,.)*�6F� A'*��(�*A*/*�
*//*.A���**,�40�A6*�A0*,A�4*A'�*,'*4*A(6���6*�*/*,�(/�0(6*�,*//*..)A�*3�)�,�A*(,G�
�(4*/*6F� *A� *��4*)**/*,� A'�A� A'*��.A*(,�(/� *,'*4*A(6�� *��,(A� *0�(6A�,A�4*.�.�*� A'*0��4)�A*�
A'*��6(A*()0A*.��.A*/*A0F�4.A�4*.�.�*� A'*0�0(,*/0� A'*� A'6**R,*0*,�*(,�)��A6..A.6*�(/�-/-F�
�/(*,*,.�*A��*,A*6�.A*(,�4*A'��6(A**,���6A,*6�G�
�

3*3AF���'*�A(6*.�)�,*�.6*�A*(,�(/�-/-�*,'*4*A(6��,*/*)(�0*,A�*��,*A�*)*,��,,��A6..A.6*���6*�
�'(4,�*,�/*..6*�*GPGH@LOI�

�

�,� @JNNF� A'*� 0()*..)*� �*,10)(30.�64(,0)R�6()0)R�6()*,�)� K2--M� 4��� ,*/*)(�*,� 40�
&*.6(4*�)��'*0*�A60�)*�*�6.'�5(.,,�A*(,��,,�1�2.)A��(,�'�������-/-� *,'*4*A(6� /(6� A'*�
A6*�A0*,A� (/� ,*.6(A'*.� ��*,� �,,� ��� �,� �,A*R��1� �.*,AGHDCI� �A� *�� �� .(/�)*,A� 6*/*6�*4)*�
*,'*4*A(6� A'�A� 4*,,�� A(� A'*� �.A*/*� "*6PPE� A'6(..'� �� '*0*�.*A�)� /(60�A*(,G� �*��*A*� A'*�
'*.'*�A� �'��*� *A� 6*�.'*,� 4��� �6*.)*,*.�)F� 2--� *�� A'*� 6*/*6*,.*� �A6..A.6*� .�*,� /(6� A'*�
,*/*)(�0*,A�(/�-/-�*,'*4*A(6�G�
�

&(,*/*.�A*(,��(/�-@U�2--��(�*A*(,�)*,�A(�A'*�,*�.(/*60�(/�0+-REN@J��,,�-1-RCLEWG�
�,� @JJEF�&*A�.4*�'*� +�,�4*� -'�60�� �,,� 0���,� +(4�..(� ,*�.6*4*� 0+-REN@JG��*��*A*� A'*�
4*,*/*.*�)� *//*.A��(4�*6/*,� *,� �.(�()�0*,*� A6*�A*,� 6�A�FH@LOI� A'*�'*.'*�A��'��*� *A� 6*�.'*,�
4����'��*���G�
1*�6�� )�A*6F� *,� CLLLF� A'*� 6,*/*6�*A0� (/� ���A*6,� 5*,)�,,� ,*/*)(�*,� -1-RCLEW� ��� �� -/-�
*,'*4*A(6�/(6�A'*�A6*�A0*,A�(/�.(.,*A*(,�,*�(6,*6�G��A�6*�.'*,�A'*��6*.)*,*.�)��'��*G�
�

-C�0(,*/*.�A*(,���//(6,*,�A'*�/*,,*,.�(/�/3/R@OLD��,,�"R@WLJCG�
�,�@JNNF�/,(��A�6A*,�*,/*�A*.�A*(,��(,�/3/R@OLD�/(6�A'*�A6*�A0*,A�(/�.(.,*A*(,�,*�(6,*6��
�,,�*A�6*�.'*,��'��*���G��
�,�@JJOF�"R@WLJCF�,*�.(/*6*,�40�"*6/**6F�4���6*4*.A*,��A��'��*��G�
�

5*,�))0F� *,� @JJL� -D� 0(,*/*.�A*(,�� .�/*� 6*�*� A(� .(0�(.,,� 2RDC@� /(6� A6*�A0*,A� (/�
!)1'**0*6U��,*�*��*��,,�,*0*,A*�G��*/*)(�*,�40�2*6*�F�*A�6*�.'*,��'��*��G�
�

+(� ,�A*F� A'*6*� *�� (,)0� (,*� -/-� *,'*4*A(6� .,,*6� �.A*/*� ,*/*)(�0*,AGHDCI� �A� *�� KRMR
��*.�))(.�A*.'*,�.�))�A*F���.(0�(.,,��6*�*,A�*,�A'*��V.*(.��*3A6�.A�(/�A'*�0���,*�*�.6**,�
A*��)*�/*�G��A�4���6*.*�A*6*,�*,�CLLC�����(A*,A*�)�,6..�*,���/�6**A0�(/�,*�*��*�F�6�,.*,.�/6(0�
-�62*,�(,F��.)*6(�*�F�.(.,*A*(,�,*�(6,*6�F�,*0*,A*�F�.�,.*6�(6�0*A�4()*.�,*�(6,*6�F��0(,.�

(A'*6�G� �



Case studies 

DW�

�

�

�

�

�

�

����������2--� � � � � �0+-REN@J�
�

�

�

� � �-1-RCLEW� � � � � /3/R@OLD�

�

�

�

�

�

�

�

� � "R@WLJC� � � � � 2RDC@�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

KRMR��*.�))(.�A*.'*,�.�))�A*�
�

�
5*..6*�*GOGB�-/-�*,'*4*A(6�G�

�

�

�


 




Introduction_4 

DN�

(�'�
���)$+��!�
�
�!.
�

�

�'��A*6�/(.6�(/�6*�.)A��*��,*/(A*,�A(�A'*�*��6(A*��*�G�
�

�

EGDG@G�+'*��6(A**,���

��A'*��*,� �� K��� DGEGCCG@PM� �,,� .�A'*��*,� �� K��� DGEGCCG@M� �6*� .0�A**,*� *,,(�*�A*,��*��
4*)(,.*,.�A(��.4/�0*)0�!�(/�A'*��@�/�0*)0�K.)�,��!MG��
�

��$� � �	!�������	

�(A'� �6(A*��*�� �6*� *3�6*��*,� *,� A'*� /(60� (/� 100(.*,�F� .�))*,� �6(.�A'*��*,�G� +'*�
�6(�*�A*,*�'������A�4*)*A0�6()*��,,�*���.A(�6(.*��*,�*,��.*,*.���GH@@NI�
�

)*.�6,*,.�A(���A'*��*,��F�*A���6(*,100*�*���6(.,,�DL�-��F��,,�A'*�/*6�A�.60�A�)��A6..A.6*�
4���*)..*,�A*,�40��(.)(04*�*A��)� *,�@JJOGH@@JI��A�.(,�*�A��(/� A4(�,(0�*,�B� A'*�/*6�A�(,*� *��
�6*,(0*,�,A)0� ]R'*)*.�)� 4'*)*� A'*� �*.(,,� *�� 0(�A)0� \R�'**AG� +'*� �.A*/*� �*A*� .)*/AF�
.(,A�*,*,.��0�CP��,,��*�@OD� *�� )(.�A*,� *,�4*A4**,�(/�4(A'�,(0�*,�G� �A� *���6(A*.A*,�40���
�*.0*,A� (/� A'*� �6(�*�A*,*F� 4'*.'� *�� (6**,A*,� *,� A'*� (��(�*A*� �*,�*� A(� A'*� ,�A.6�)�
�.4�A6�A*G�+'*��6(�*.0*,A�,(A�(,)0� *,A*6�.A��4*A'� A'*�0�A.6*�*,100*�40� A'*��.A*/*��*A*�
.)*/AF�4.A��)�(� A'6(..'��� )((�� *,� A'*� \R�'**A�,(0�*,�,�0*,�����6(�*.0*,A�4*,,*,.� )((�G�
+'*��.(,A�.A�*���6*,.*��))0�,6*/*,�40�'0,6(.*,�4(,,���,,�'0,6(�'(4*.�*,A*6�.A*(,�GH@@JI�

�

��A'*��*,����A6..A.6*�4���6*/*�)*,�4*/(6*F�*,�@JJ@F�40�&.�*)�*A��)GH@CLI�!��4*))����/(6�(A'*6�
0*04*6��(/�A'*�/�0*)0F�*A�*��/(60*,�40�A4(�,(0�*,�F�4*A'�A'*��.A*/*��*A*�)(.�A*,�4*A4**,�
A'*0�*,����()�6�.)*/AG�
�

�

�

�
5*..6*�*GWGB��60�A�))(.6��'*.��A6..A.6*��(/��M�.�A'*��*,��Z�4M�.�A'*��*,��G��0�A**,*�6*�*,.*�(/�A'*��.A*/*�
.*,A*6�*���'(4,�*,�.6**,�/(6�4(A'��6(A*��*�G�

	

	

�M� 4M�



Case studies 

DJ�

��$� �"�	�#�������	

+'*0� �6*� .4*V.*A(.�)0� *3�6*��*,F� A'(..'� *3�6*��*(,� )*/*)�� /�60� ,*�*,,*,.� (,� A'*�
A*��.*GH@C@I��*�*,*�F�A'**6�*3�6*��*(,�*��'*.')0�6*..)�A*,��A��))�A'*�.*))�.0.)*��A�.*�G�
��A'*��*,���6*���6A*..)�6)0�.(,.*,A6�A*,�*,�A'*�)0�(�(0*�G�KCFEFP^�6A*.)*MG��.AF�*,�.0A(A(3*.�

+�)00�'(.0A*���,,�,�A.6�)�2*))*6�.*))�F�A'*�.0�A**,*��6(A*��*���6*�6*6(.A*,�/6(0�)0�(�(0*��
A(�A'*�.*))��.6/�.*GH@CCI��
	

��$� �$�	��������	

��A'*��*,���'0,6()0�*����/�6**A0�(/��.4�A6�A*�F�4*A'��6*/*6*,.*�/(6�A'(�*�.(,A�*,*,.�4��*.�
6*�*,.*��(6��'*,0)�)�,*,*� �A�-C� �,,�,(AR4.)20� �*,*� .'�*,� �0*,(� �.*,�� *,�-@GH@CDI�/,� A'*�
.(,A6�60F�.�A'*��*,����'(4����0(6*�6*�A6*.A*/*��.4�A6�A*��6(/*)*G��A�.)*�/*���*�A*,*�4(,,��
/(60*,�40���'0,6(�'(4*.��0*,(��.*,�*,�-C��,,����()�6�6*�*,.*�*,�-@G�H@CEI�
��A'*��*,��4*6*�A'(..'A�A(�4*�'(.�*2**�*,.�*,100*�F�,.*�A(�A'**6���*.*/*.��...0.)�A*(,�
*,�)0�(�(0*�G��(4*/*6F�/.6A'*6�*,/*�A*.�A*(,��6*/*�)*,�(A'*6�/.,.A*(,�G�
��A'*��*,�� �6(.*��� �6(A**,�� *,� A'*� ,..)*.�� �,,� *,A6�.*)).)�6� (6.�,*))*�� K'(60(,*�

�*.6*A(60�.6�,.)*�MG�+'.�F�A'*�*��6(A*��*���6*�*0�)*.�A*,�*,���/�6**A0�(/��6(.*��*�B��..'����
�6(A**,� A.6,(/*6F� *,100*� �.A*/�A*(,F� '(60(,*� 0�A.6�A*(,F� 4(,*� 6*0(,*))*,.F� �,A*.*,�
�6*�*,A�A*(,��,,�*�*,*60�)�'(0*(�A��*�GH@CCF�@CPR@CWI��
�,��,,*A*(,F�,*.6�,�A*(,�(/�A'*�*3A6�.*)).)�6�0�A6*3�K��&M�*���)�(�.�66**,�(.A�40�.�A'*��*,�G�
5(6�*3�0�)*F�.�A'*��*,���,*.6�,*��A'6**�(/�A'*�0(�A�*0�(6A�,A�4��*0*,A�.(0�(,*,A��(/�
A'*���&GH@CNI�
�

�

EGDGCG���A'*��*,�����,,����,,�A'**6�A'*6��*.A*.����)*.�A*(,�

�

��A'*��*,�����,,����)�0���2*0� 6()*� *,���,.04*6�(/�'.0�,�,*�*��*�F� �..'���� .�,.*6��,,�
6'*.0�A(*,��6A'6*A*�G��
	

��$�"� �	�����	

�,� .�,.*6� .*))�F� .�A'*��*,�� �6*� 6*,*6*.A*,� A(� A'*� .*))� �.6/�.*FH@CCI� �,,� *,� �(0*� A0�*�� (/�
.�,.*6F�A'*�*��6(A*��*���6*��)�(��*.6*A*,�A(�A'*�*3A*6*(6GH@CCF�@CNF�@CJI���A'*��*,���6*��.A*/*�*,�
)(4���F� �,,� �*,.*� A'*� *3A6�.*)).)�6�0*.6(*,/*6(,0*,A�(/� A.0(6�� *��.*,*6�))0� �.*,*.F� A'*�
�6(A*()0A*.� �.A*/*A0� *�� 6*A�*,*,� �/A*6� A6�,�)(.�A*(,GH@CCI� /,.*� (.A�*,*� A'*� .*)).)�6�
.(0��6A0*,AF�.�A'*��*,��,*.6�,*� A'*�4��*0*,A��,,�*3A6�.*)).)�6�0�A6*3��6(A**,�FH@CCF�@CNF�
@CJI�A'*6*40��6(0(A*,.��,.*(.*,*�*���,,�A.0(6�*,/��*/*�.6(4A'H@CNI��,,���6*�,GH@CNF�@CJI�
�

!��6A�/6(0�A'**6�.*)).)�6�)(.�A*(,�.'�,.*F�A'*�*3�6*��*(,��,,��.A*/*A0�(/�.�A'*��*,���6*��)�(�
0(,*/**,�*,�.�,.*6�.*))�G�
+'*� 0�)*.,�,.0� (/� A'*� A.0(6� *�� .(66*)�A*,� 4*A'� A'*� .�A'*��*,� )*/*)�F� 4*A'� '*.'*6�

*3�6*��*(,�*,�A'*��,/�,.*,�A.0(6*.*,*.�A*��.*�GH@CCF�@CNF�@CJI��
+'*��6(A*()0A*.��.A*/*A0�*��.(,.*,A6�A*,�(,�A'*�*,.*��(/�A'*�*�)*A�.�6.*,(0��F��,,�*/*,*,A�*,�
�,.*(.*,*.�*�)*A���,,�A.0(6�GH@CNI�
�



Introduction_4 

EL�

+'*� 6*)*/�,.*� (/� .�A'*��*,�� *,� .�,.*6� 4��� /.6A'*6� ,*0(,�A6�A*,� 40� 2,(.2,(4,�

*3�*6*0*,A�G���A'*��*,�����,,���2,(.2,(4,�0*.*��'(4*,���,*.6*��*�*,�.*))��6()*/*6�A*(,�
(/�PNQ�(/�6*,..A*(,�K.�A'*��*,��M��,,�EEQ�K.�A'*��*,��MGH@DLI�
�

���*,�(,� A'*��.**,A*/*.�*/*,*,.*�F�.�A'*��*,�����,,����6*��(A*,A*�)� A'*6��*.A*.� A�6.*A�� *,�
.�,.*6�A6*�A0*,AG�
	

��$�"�"�	0-�������	���-�����	

�*.'� )*/*)�� (/� .�A'*��*,�� 4*6*� /(.,,� *,� �0,(/*�)� /).*,�� (/� ��A**,A�� �.//*6*,.� /6(0�
*,/)�00�A(60��6A'6*A*�GH@D@I�+'*��6(A*��*��4*6*�,*A*.A*,�*,�A'*�*�6)0��A�.*��(/�A'*�,*�*��*F�
�...*�A*,.����6(A*()0A*.�6()*�*,�A'*�4(*,A�,*�A6..A*(,��A�A'*�/*60�4*.*,,*,.�(/�A'*�.(,,*A*(,G�
�

+'*� *,,..A*(,� /(6� A'**6� �*.6*A*(,�4��� �AA6*4.A*,� A(� A'*� �.A*(,� (/� .0A(2*,*�GH@DCI� +.0(6�

,*.6(�*��/�.A(6R]�K+35R]M��,,��)�A*)*AR,*6*/*,�.6(4A'�/�.A(6�K-�55M��A*0.)�A*,�.�A'*��*,�
���*.6*A*(,F�4'*)*�4��*.� /*46(4)��A�.6(4A'� /�.A(6� K4555M� *,.6*��*,�.�A'*��*,���*3.6*A*(,G�

5*,�))0�*,A*6/*6(,R.�00��K�53RγM�4����,�*,,..*6�/(6�4(A'��6(A*��*�G�
�

��A*6F� �� �*.(,,�0*.'�,*�0� /(6� A'*� 6*)*��*� *,,..A*(,� (/� .�A'*��*,��4��� ,*�.6*4*,G� +'*�
!+-R.�A*,�-C.KWM� 6*.*�A(6� K-C.KWM)M�4��� �)6*�,0� ,*�.6*4*,� ��� �� �(A*,A*�)� A'*6��*.A*.�
A�6.*A� *,� A'*� A6*�A0*,A� (/� *,/)�00�A(60� ,*�*��*�F� �*,.*� A'**6� �,A�.(,*�A�� *,'*4*A*,� A'*�
�*.6*A*(,� (/� �6(*,/)�00�A(60� .0A(2*,*�G� �,� /.6A'*6� *3�*6*0*,A�F� *A�4��� ,*�.(/*6*,� A'�A�
�/A*6��.A*/�A*(,�(/� A'*�6*.*�A(6�40�!+-F�.�A'*��*,��4*6*�6*6(.A*,� *,��� /��A�0�,,*6� /6(0�
A'*� )0�(�(0*�� A(� A'*�*3A6�.*)).)�6����.*F� *,,*�*,,*,A)0�(/� A'*��6*�*,.*�(/�.0A(2*,*�GH@DDI�
5.6A'*60(6*F� 6*.*�A(6� �,A�.(,*�A�� 4*6*� �4)*� A(� �66*�A� A'*� �*.6*A*(,� (/� A'*� .0�A**,*�
�6(A*��*�G�
�

�,��.00�60F�.�A'*��*,��*.6*A*(,�*��*,,..*,�*,�*,/)�00�A*(,�A*��.*�G�/,.*�(.A�*,*�A'*�.*))F�
A'*� .0�A**,*� �6(A*��*�� ,*.6�,*� A'*� *3A6�.*)).)�6� 0�A6*3F� �6(/(2*,.� ,*�A6..A*(,� (/� A'*�
A*��.*G�5(6�A'�A�6*��(,F�.�A'*��*,���6*��(A*,A*�)�A�6.*A��*,�A'*��0*)*(6�A*(,�(/�6'*.0�A(*,�
�6A'6*A*��,�0�.*�G�
�

�

EGDGDG���A'*��*,�����,,���*,'*4*A(6��

��	�����	A6*�A0*,A�(/�'.0�,�.�,.*6�.*))�H@DEI�4*A'�.�A'*��*,�*,'*4*A(6���'(4*,���6*,..A*(,�
*,� A'*� 6*�)*.�A*(,� (/� .*))�G� +'*��4��� .(,/*60*,�4*A'� ��	 ����� A6*�A0*,A� (/�0*.*� A.0(6�F�
4'*6*� .�A'*��*,� *,'*4*A(6�� �//(6,*,� �� 6*,..A*(,� (/� A'*� /().0*H@CNIF� *,/��*(,H@CCI� �,,�
.6(4A'�(/�A.0(6���,,�/*��*)�,*,�*A0GH@CNF�@DLI�
�

�*A*6�A.6*� *�� /.))� (/� .�A'*��*,�� �� �,,� �� *,'*4*A(6�F� 4.A� ,(,*� (/� A'*0� '��� 6*�.'*,� A'*�
0�62*AG� �*6*� A'*� A4(� 0()*..)*�� A'�A� �6*� �.A.�))0� .,,*6� �.A*/*� ,*/*)(�0*,A� �6*�
,*�..��*,GHDCI�
�

1�1RNJ@��,,�1�1RNCP�4*6*�6*.*�A*6*,�4(A'�*,�CL@CG�
+'*� /*6�A� (,*F� 4'*.'� *�� *,� �'��*� �� �,,� 4'(�*� �A6..A.6*� *�� ,(A� ,*�.)(�*,F� *�� 4**,.� .(R
,*/*)(�*,�40��*(��,,�1*6(4�0������.�A'*��*,���F��F�"F�5��,,�-�*,'*4*A(6G�



Case studies 

E@�

+'*� �*.(,,� .(0�(.,,� K/*..6*� *GWGMF� 4*)(,.�� A(� 1*6(4�0F� �,,� *�� *,� �6*.)*,*.�)� �A�.*G� �A� *��
,*�.6*4*,� ��� �� .�A'*��*,�� �F� �� �,,� "� *,�.A*/�A(6� /(6� A'*� A6*�A0*,A� (/� A.0(6�� 40�
�,.*(.*,*�*��*,'*4*A*(,G�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*�*GNGB��(0�(.,,�1�1RNCPF���.�A'*��*,����,,���*,'*4*A(6�.,,*6��.A*/*�,*/*)(�0*,AG�

�

+'*�,*��.6**0*,A�4*A4**,�A'*�,.04*6�(/�.�A'*��*,�����,,���*,'*4*A(6�.(.),�4*��AA6*4.A*,�
A(� A4(�.�.�*�G�5*6�AF�����6*/*(.�)0� ��*,F� A'*�*�.0�A**,*��6(A*��*���6*�,(A�/�)*,�A*,F� A'.�F�
�6(4)*0�� 6*)�A*,� A(� A'*� .(,,*3*(,� 4*A4**,� *,100*� *,'*4*A*(,� �,,� A'*� 4*,*/*A� *,� A'*�
,*�*��*�0�0����*�6G�"*.(,,F�.0�A**,*��6(A*��*���6*��� /�0*)0�4*A'��*0*)�6��.A*/*��*A*F��,,�
A'*6*/(6*F�/*,,*,.�(/��*)*.A*/*��,,��(A*,A�*,'*4*A(6��*���,�*3A6*0*)0�,*//*..)A�0*��*(,G�
�

�
�
�
�
�
�
� �



 

EC�

�
�
� �



 

ED�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

                                  OBJECTIVES 
�

�

�

�
�
�
�
�
� �



Objectives 

EE�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �



 

EP�

�

�

�

-6(A*��*����6A*.*��A*�*,���)�6.*�,.04*6�(/�4*()(.*.�)���A'4�0�G�/'*)*�A'**6��.A*/*A0�.�,�4*�
���*,.)*��,,�6*0(A*��.A*(,F�*,�0(�A�(/�A'*�.��*���6(A*()0A*.�*/*,A��A�2*���6A�(/�.(0�)*3�
,*A4(62�G�+'*��6(A*��*��*.,�))*,.�*��*66*/*6�*4)*��,,�'*.')0�6*..)�A*,��,,�/�*).6*��**A'*6�
(,�A'*��.A*/*A0�(6�*3�6*��*(,�(/��6(A*��*��)*�,�A(��4*66�,A��*.,�))*,.���A'4�0�G�
+'.�F��6(A*��*���6*�*,/()/*,�*,��*/*6�)�,*�*��*���,,�A'*6*/(6*��6*�*0�(6A�,A�,6..�A�6.*A�G�
�

5(6�A'�A�6*��(,F�(.6�0�*,�.(�)�*��A(�/*,,��6(A*��*�*,'*4*A(6�����A'*6��*.A*.��.*,A�G�/*�'�/*�
/(..�*,�(.6�*//(6A��*,�/(.6��6(A*()0A*.�*,100*�B��*�*�A*,0)�-*�A*,��*��1F�-6()0)�
/)*.(�*�A*,��*��,,���A'*��*,�����,,��G�
+'*�/*6�A�(,*F��--��1F�*����/�)*,�A*,�A�6.*A�/(6�A'*�A6*�A0*,A�(/�A0�*�����*�4*A*��&*))*A.�G�
-/-�*����.�,,*,�A*�A�6.*A�*,�0*,A�)�,*�*��*���..'�����.'*1(�'6*,*�F�4*�()�6�,*�(6,*6��,,�
-�62*,�(,U��,*�*��*G�5*,�))0F�.�A'*��*,�����,,����6*�4*)**/*,�A(�4*�.6..*�)�*,�A.0(6�.6(4A'�

�,,�0*A��A��*�G�
�

�,�(6,*6�A(�/*,,�*,'*4*A(6��/(6�A'*�0*,A*(,*,��6(A*��*�F�A'6**��A6�A*.**��'�/*�4**,�
�*)*.A*,B�/*6�AF��.6**,*,.�(/�0*,*.*,�)��)�,A�*3A6�.A�Z��*.(,,F�'*.'�A'6(..'�.A��.6**,*,.Z�
�,,�A'*6,F�.'�6�.A*6*1�A*(,�(/���.(04*,�A(6*�)�.'*0*�A60�)*46�60G�
�

�

+'.�F�A(��..(0�)*�'�(.6�.(�)F�A'*�/())(4*,.�/(.6�(44*.A*/*��'�/*�4**,�*�A�4)*�'*,B�
�

@G�+(�*3�6*����--��1��,,��*6/(60��,�3&)��A.,0G�

�M "*AR.���,�*3�6*��*(,��0�A*0�/(6�A'*�6*.(04*,�,A��6(,..A*(,�(/�'.0�,��--��1G�

4M !,�)0�*��--��1�40�,..)*�6�0�.,*A*.�6*�(,�,.*��,,�.'�6�.A*6*1*�A'*�*//*.A�(/�
*,'*4*A(6�G�

�

CG�+(�,*�.(/*6��--��1�*,'*4*A(6��/6(0�'*64�)�(6*.*,G�

�M "*)*.A��)�,A��4*A'��..�6R4)((,�)(4*6*,.��6(�*6A**�G�

4M ��()�A*��--��1�*,'*4*A(6��/6(0��)�,A�*3A6�.A���,,�.'�6�.A*6*1*�A'*�*,'*4*A*(,�
0*.'�,*�0G�

�
DG�+(�,*�.(/*6�-/-�*,'*4*A(6��40�'*.'�A'6(..'�.A��.6**,*,.G�

�M "*AR.����/).(6*�.*,.*��()�6*1�A*(,�����0�/(6�A'*�,*A*.A*(,�(/�-/-��.A*/*R�*A*�
4*,,*6�G�

4M ".6**,�,(,RA(3*.�.(0�(.,,���.�*,�A�-/-��,,�/�)*,�A*�A'*0����*,'*4*A(6�G�

.M �'�6�.A*6*1*�A'*�*,'*4*A*(,�0*.'�,*�0�(/�-/-�*,'*4*A(6�G�
�

EG�+(�*,*,A*/0�.�A'*��*,�����,,���*,'*4*A(6��/6(0���.(04*,�A(6*�)�.'*0*�A60�)*46�60�

�M ".6**,���)*46�60F���*.*�))0�,*�*.,*,�/(6�A'*�*,'*4*A*(,�(/�.0�A**,*��6(A*��*�G�

4M �'�6�.A*6*1*�A'*�*,'*4*A*(,�0*.'�,*�0�(/�.�A'*��*,��*,'*4*A(6��



 

EO�

�

�

�

�

�

� �



 

EW�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

                                         RESULTS 
�

�

�

+'*�6*�.)A��(4A�*,*,�,.6*,.�A'*�A'*�*���6*�,*/*,*,�*,A(�/(.6�.'��A*6�G�
5*6�A�A4(�6*/*6�A(�A'*�4(62�,*/(A*,�A(��--��1F�A'*�A'*6,�A(�-/-��,,�A'*�)��A�(,*�*��6*)�A*,�
A(�.�A'*��*,�����,,��G��'��A*6��*,.).,*,�*,�6*�.)A���*.A*(,���6*�A'*�/())(4*,.B



�'��A*6�@B��--��1���4*)*,.�0*A'(,()(.0��,,�A'*�*,A*6�.A*(,�4*A'�*A��*,'*4*A(6��

�'��A*6�CB��*�.(/*60�(/��--��1�*,'*4*A(6��/6(0��)�,A�*3A6�.A��

�'��A*6�DB��*�.(/*60�(/�-/-�*,'*4*A(6��40��*.'�+'6(..'�.A�".6**,*,.�

�'��A*6�EB��'�6�.A*6*1�A*(,�(/��*�A*,0)��60)�/*,0)��.)/(,*�������A'*��*,�����,,���*,'*4*A(6��

�
�





�

EN�


































 




�

EJ�






























































Chapter 1:  
DPP IV Labeling methodology 

and the interaction with its 
inhibitors 



� �



Results_Chapter 1�

PL�

�

� �



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

P@�

�'��A*6�*,,*3�
�



������
�
�
���7�



����
���
	6
���
��	����
�7�����	
�
	�
	�����
������
� @G@G@G�-6(,..A*(,�(/�4�..)(/*6.��
� � @G@G@G@G�)*.(04*,�,A�4�.0*,��
� � @G@G@GCG�)*.(04*,�,A�4�..)(/*6.��
� � @G@G@GDG�!0�)*/*.�A*(,�(/�6*.(04*,�,A�4�..)(/*6.��
� @G@GCG��--��1�*3�6*��*(,��,,��.6*/*.�A*(,�

@G@GCG@G� �/�).�A*(,� �,,� (�A*0*1�A*(,� (/� *3�6*��*(,�
.(,,*A*(,��

@G@GCGCG�-.6*/*.�A*(,��*AR.��
�

��"�
���
	6
��������	8��	
��
@GCG@G�7.�A*6,�60��A6..A.6*�
@GCGCG�!.A*/*A0�

@GCGDG�&����(/�A'*��6(A**,�
@GCGDG@G��"��
@GCGDGCG�&!����

@GCGEG�5)0.(�0)�A*(,���AA*6,�
@GCGEG@G�5)0.(�0)�A*,��--��1�,*A*.A*(,�
@GCGEGCG� 5)0.(�0)�A*,� �--� �1� .'�6�.A*6*1�A*(,B� *3�*6*0*,A�
�)�,,*,.�
@GCGEGDG� 5)0.(�0)�A*,� �--� �1� .'�6�.A*6*1�A*(,B� ��0�)*�
A6*�A0*,A�
@GCGEGEG� 5)0.(�0)�A*,� �--� �1� .'�6�.A*6*1�A*(,B� ��0�)*�
�,�)0�*��
�

��'�
���
	6
�9���	���
@GDG@G�3..)*�6�&�.,*A*.�)*�(,�,.*�K3&)M�

@GDG@G@G�3&)����)**,�A(��6(A**,��A.,0�
@GDG@GCG�"A.,0�(/�)�6.*��6(A**,��40�3&)�

@GDGCG��--��1��A.,0�40�3&)�
@GDGCG@G�&*A'0)R@D��0*A'*(,*,*��*)*.A*/*�)�4*)*,.�
@GDGCGCG�&*A'0)R+)/"1�*3�*6*0*,A�

@GDGDG�"*.,�)����*.,0*,AB��*A*R,*6*.A*,�0.A�.*,*�*��
@GDGDG@G�"*A*R,*6*.A*,�0.A�.*,*�*��
@GDGDGCG�&.A�,A��--��1��*)*.A*/*�)�4*)*,.�

@GDGEG�3&)��A.,0�(/��--��1�*,A*6�.A*(,�4*A'�*A��*,'*4*A(6��
@GDGEG@G� �,A*6�.A*(,� (/� �--� �1�4*A'� ��()*..*,*R+'*�1()*,*,*�

K-DCXJNM�

@GDGEGCG��,A*6�.A*(,�(/��--��1�4*A'�31-��--�WCN�

@GDGEGDG��,A*6�.A*(,�(/��--��1�4*A'�4*64*6*,*�

�

������
�

6��6	�:
 




Results_Chapter 1�

PC�

�3�*6*0*,A�)��.'*0*�
�










 




DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

PD�

�)�+�$#
�
� !�$4��
�

+'*� �--� �1� .60�A�))(.6��'*.� �A6..A.6*� 4��� �()/*,� *,� CLLDH@DPIF� �,,� A'*6*� �6*� �*/*6�)�
*3�0�)*��*,�A'*�-6(A**,���A����*F�**A'*6�A'*��6(A**,��)(,*�(6�*,�.(0�)*3�4*A'�*,'*4*A(6�G�
�(4*/*6F��--� �1�,0,�0*�0�'���,(A�4**,� �A.,**,�0*AG�+'*��6(A**,�,0,�0*.�4*'�/*(6� *��
.6..*�)�*,�A'*�.,,*6�A�,,*,.�(/��*/*6�)��6(�*6A**�F�*/*,�*,�)*.�,,�4*,,*,.��//*,*A**�G�-6()0)�
()*.(�*�A*,��*� K-/-MF� �� .)(�*)0� 6*)�A*,� �6(A**,� A(��--� �1F� '��� 6*/*�)*,� �� '*.'� ,0,�0*.�

*V.*)*46*.0� 4*A4**,� A4(� .(,/(60�A*(,�H@L@IG� �,� 4��*�� (/� A'*�� /*,,*,.F� *A�4��� �)�,,*,� A(�
*/�).�A*�A'*�,0,�0*�0�(/��--��1G�
�

�,�(6,*6�A(��.'**/*�A'*��(44*.A*/*F�3..)*�6�&�.,*A*.�)*�(,�,.*�K3&)M�4����*)*.A*,G��A�*����
�(4*6/.)� A(()� A'�A� �//(6,�� �A6..A.6�)� *,/(60�A*(,�4'*)*� A'*� �6(A**,� *�� *,� �().A*(,F� A'.��
�))(4*,.� A'*� /6**�0(/*0*,A� (/� 6*.*(,�� (6� */*,� ,(0�*,�G� +'*�� A*.',*V.*� 6*V.*6*�� A'*�
�6(A**,�)�4*)*,.�4*A'�*�(A(�*�F��,,�A'*6*/(6*F��,�*3�6*��*(,��0�A*0�/(6��--��1�4���,**,*,�
A(��))(4�*A���A.,0�40�3&)G�
�

�--� �1� *�� �� '(0(,*0*6*.� �*6*,*� �6(A*��*� �,.'(6*,� A(� A'*� �)��0�A*.� 0*046�,*G� +'*�
*.A(,(0�*,� (/� A'*� �6(A*��*� .(0�6*�*�� 6*�*,.*�� CJ� A(� WOO� �,,� .(,A�*,�� A'*� �.A*/*R�*A*�
.*,A*6�(/�A'*��6(A**,G��*�*,*��(/�A'*�0*046�,*R4(.,,��6(A**,F��--��1�*���)�(��6*�*,A�*,���
�().4)*�/(60F��A�6A*,.�/(60�6*�*,.*��*6*,*�DJG�H@DOI�
�

&�00�)*�,��--��1�'�����.(0�)*3�.)0.(�0)�A*(,���AA*6,�H@DWI�4'*.'��..(.,A��/(6�@C�A(�CLQ�

(/�A'*�A(A�)��6(A**,�0()*..)�6�4**.'AG� H@DNI�!)A'(..'�A'*�*�.)0.(�*,*�0(,*/*.�A*(,���6*�,(A�
�//*.A*,.� A'*� ,*0*6*1�A*(,� �,,� �.A*/*A0� (/� A'*� *,100*� H@DNIF� �AA*0�A�� A(� *3�6*��� *A� *,�
�6(2�60(A*.�.*))��'�/*� /�*)*,G�/,� A'*�.(,A6�60F��6*/*(.��4*4)*(.6��'0�'����'(4,� A'�A� A'*�
/.))��--��1F����4*))����A'*�*.A(,(0�*,� H@DJI��,,�A'*��().4)*�/(60� H@DNI��6*��.A*/*��,,��A�4)*�
4'*,�*3�6*��*,�*,�*.2�60(A*.�.*))�G�
�

���*,�(,� A'�AF���*.2�60(A*.� �0�A*0� /(6� A'*�*3�6*��*(,�(/� A'*�*.A(,(0�*,�(/��--� �1�4���
�*)*.A*,G� 1*��A� 6*�6*�*,A�� A'*�0(�A� �*0�)*� *.2�60(A*� (6.�,*�0� /(6� �6(A**,� *3�6*��*(,G�
1*��A�..)A.6*���))(4�*��0�A6�,�/*.A*(,�(/�.*,*A*.�0�A*6*�)��,,�0**),��A*,,�A(�4*�'*.'�4'*,�

.(0��6*,�A(�(A'*6�*.2�60(A*.��0�A*0�G��(4*/*6F�*�6)**6�*3�*6*0*,A��*,��--��1�*3�6*��*(,�
*,����-��	��������	'�/*�*/*,*,.*,�A'�A����*.,*/*.�,A��0(.,A�(/��6(A**,�4���6*A�*,*,�*,�A'*�
�*6*�)��0�A*.����.*�(/�A'*�0*��AGH@ELI�
/,� A'*� .(,A6�60F�0�00�)*�,� .*))�� 6*�6*�*,A� A'*�0(�A� .(0�)*.�A*,� �0�A*0G�&�00�)*�,�
..)A.6*���//(6,�)(4�0**),�F�4.A��6(A**,���6*��*0*)�6�A(�A'*�'.0�,�'(0()(.(.�G�
�,� A'*�0*,,)*F� *,�*.A� .*))�� �.��(�*,� A'*� 4*�A� (�A*(,G� +'*�0(�A� .(00(,� .*))� )*,*�� �6*�
!��������	���&�����	K"/JM��,,�(���-�������	���K�*PMG�5*,*A*.�0�,*�.)�A*(,�(/�*,�*.A�.*))��
4����(��*4)*�40�0*�,��(/�A'*�4�..)(/*6.��A*.',*V.*F���A(()�A'�A�'���4**,�/*6�A�6*�(6A*,�*,�
@JND�40�"0*A'��,,�.(R4(62*6�� H@E@I��,,�'���4**,�*3A*,�*/*)0�.�*,��*,.*� A'*,� *,�(6,*6� A(�
(4A�*,� ��/�6**A0�(/��6(A**,�� H@ECIG���..)(/*6.�� *�� A'*� A*60�.�*,� /(6� A'*�/*6.�� ��*.**�� A'�A�
�//*.A�*,�*.A�.*))�G�+'*0�,(60�))0�(...6�*,�,�A.6*F�4.A�A�2*,.��,/�,A�.*�(/�A'**6�*,/*.A*/*A0�
�,,� A'*� /�.*)*A0� A(� *,�*6A� .*,*A*.�0�A*6*�)� *,A(� *,�*.A� .*))�F� A'*0� '�/*� 4**,� .*,*A*.�))0�
0�,*�.)�A*,�*,�(6,*6�A(�4*�.�*,����/*.A(6�G�+'*�A*60�4�..)(/*6.��*3�6*��*(,��0�A*0�6*/*6��
A(�A'*�.�*�(/�*,.*,**6*,�*,�*.A�.*))�/*6.��/(6�6*.(04*,�,A��6(A**,�*3�6*��*(,G�
)*.�6,*,.�A'*��6(A**,��6(�*6A**�F�A'*�.)0.(�0)�A*(,���AA*6,��6(,..*,�40�*,�*.A�.*))��*��)*���
.(0�)*3�A'�,�A'*�(,*��*6/(60*,�40�0�00�)*�,�.*))�G�5(6�*3�0�)*F�*,�*.A�.*))���6*�.,�4)*�



Results_Chapter 1�

PE�

A(��,,� A*60*,�)��*�)0)�A*,�3R.)0.�,�G��(4*/*6F� *,�*.A�.*))�.)0.(�0)�A*(,� *���*0*)�6�*,(..'�
A(�A'*�(,*�*,�0�00�)��A(��6(,..*��,��.A*/*��,,��A�4)*��--��1��6(A**,F����6*�(6A*,�*,�A'*�
4*4)*(.6��'0� H@DPF�@EDIG�+'.�F�A'*��,/�,A�.*�(/�*,�*.A�.*))��/*6�.��0�00�)*�,�.*))��6*)**��(,�
A'*��*0�)*.*A0�(/�*,�*.A�.*))�..)A.6*�.6(4*,.��,,�A'*��.�*6*(6��6(A**,�0**),G�H@EEI�
�

+'*�/())(4*,.�.'��A*6�*��,*/(A*,�A(��--��1G�
5*6�AF� A'*� �*AR.�� (/� �6(A**,� *3�6*��*(,� *,� *,�*.A� .*))�� *�� ,*A�*)*,G� !/A*6F� A'*� �6(A**,�
.'�6�.A*6*1�A*(,�*��*3�)�*,*,G�5*,�))0F��--��1�3&)�*3�*6*0*,A���6*�*3�)�*,*,G�
�

�


 




DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

PP�

��

����
��+$+��.0�
�$+��.��$
	6
#$� *&�!�!�
$4+#$��� !
�!
�!�$��
�$����
�

�

@G@G@G�-6(,..A*(,�(/�4�..)(/*6.��

��..)(/*6.���6(A**,�*3�6*��*(,��0�A*0�*��4��*,�(,�A'*�0(,*/*.�A*(,�(/�A'*�.*,*A*.�0�A*6*�)�
(/�A'*�4�..)(/*6.��K4�.0*,MG��,�6*.(04*,�,A�4�.0*,�F�A'*�.�3!�(/�A'*��6(A**,�(/�*,A*6*�A�*��
*,�*6A*,�.,,*6�A'*�.(,A6()�(/��()0'*,6*,F����A6(,.��6(0(A*6G�+'*���))(4��A'*�*3�6*��*(,�(/�
A'*�A�6.*A��6(A**,�*,�A'*�/*60R)�A*��'��*�(/�*,/*.A*(,�KCE'RJO'��(�AR*,/*.A*(,MG�
�

5*,*A*.�0�,*�.)�A*(,�(/� A'*�4�.0*,�.�,�4*��.'**/*,�40����*A�(/� A*.',*V.*�F�4.A�A'*�0(�A�
�A6�*.'A/(64�6,�(,*�*���*A*R��*.*/*.�A6�,��(�*A*(,�K/*..6*�@G@GMG�
+'*�.�3!�(/�A'*�A�6.*A��6(A**,�*��.)(,*,�*,A(���.�66**6��)��0*,�K�5��A��.MF��.66(.,,*,�40�
A'*�0*,*R���+,W�*)*0*,A�G�+'*�0*,*R���+,W��*V.*,.*��4*))��*60*A�A'*�A6�,��(�*A*(,�(/�A'*�
.�3!�*,A(�A'*���6*,A�)�4�.0*,�40��*A*R��*.*/*.�A6�,��(�*A*(,G����-���-��	����	K��	����M�&�3�
�//*.**,.0���@L���.� .*))�� .�660���4�.0*,�4*A'��,�*,.*,**6*,� )�.2]�.*,*� .(,A�*,*,.� A'*�
0*,*R���+,W� A6�,��(�*A*(,� �*A*�F� 4'*.'� �))(4� A'*� *,�*6A*(,� (/� 0*,*R+,W� A6�,��(�(,�G�
�*�*,*�F�A'*�*�.*))��.(,A�*,���'*)�*6��)��0*,F�4'*.'�.(,*/**��/(6�A6�,��(�*A*(,�*,100*�G��
!/A*6�A'*�A6�,�/(60�A*(,�(/�&�3��//*.**,.0���@L���.���	�����.*))��4*A'�A'*�.�66**6��)��0*,F�

A6�,��(���*� *,100*�� 6*.(.,*1*� A'*�0*,*R���+,W� �*V.*,.*�� �,,� *,�*6A� A'*� .�3!� (/� A'*�
�6(A**,�*,A(�A'*���6*,A�)�4�.0*,G�+'*��A6�,��(�*A*(,�)*�,��A(��,�*,*//*.A*/*�*3�6*��*(,�(/�βR
.�)�.A(�*,��*� �6(A**,� K.(,*/**,� 40� A'*� )�.2]� .*,*MG� �,� A'*� �6*�*,.*� (/� .R5�)� �,,� �-+5F�
.()(,**��4'*6*�A6�,��(�*A*(,�'���A�2*,��)�.*�4*))�4*�4'*A*F�.(0��6*,�A(�A'*�4).*�.()(,**��
4'*6*�A'*�)�.2]�.*,*�6*0�*,��*,A�.AG�
�

�

�
5*..6*�@G@GB��,�*6A*(,�(/�A'*�.�3!�K*,��*,2M�*,�*,*�A'*�/*.A(6�*���*6/(60*,�40�A6�,��(�*A*(,�A'6(..'�A'*�
&*,*R���+,W��*A*�� K�.6�)*M��,,� A'*��.A*(,�(/� A'*� A6�,��(���*�.(,*/**,�40� A'*�'*)�*6��)��0*,G�&(,*/**,�

4�.0*,� 6*�.)A�� *,� A'*� *,�*6A*(,� (/� A'*� .�3!� *,� A'*� )�.2]� .*,*� ,*�6.�A*,.� A'*� *3�6*��*(,� (/� βR
.�)�.A(�*,��*G�

�



Results_Chapter 1�

PO�

 � � � �	0���*�����	*������	

�--��1�.�3!�/6(0�.A*6.��)**(00(��6.(0��4����6(/*,*,�*,�A'*���&1R"-/)+O��)��0*,G�

)*.�6,*,.� A'*� .�66**6��)��0*,F� A4(�4*6*� �*)*.A*,B��5��A��.��5+R3��,,��5��A��.��5+R��
K/*..6*�@GCGMG�1*.A(6��4*6*��.V.*6*,�/6(0�-6(/G�!6**�5**6)(/F�/6(0�A'*��&��G�
+'*�0�*,�,*//*6*,.*�4*A4**,�A'*0�*��A'�A��5��A��.��5+R3�.(,A�*,��A'*��*�RA�.�4*/(6*�A'*�
&�"��*A*F�4'*6*��� A'*��5��A��.��5+R��'��� *A��/A*6� A'*�&�"��*A*G��0� A'*�F�3RA*60*,�)�(6��R
A*60*,�)��*�A*,*,*RA�..*,��6(A**,�.�,�4*�(4A�*,*,G��*�*,*�F�*,�A'*�.��*�(/��5��A��.��5+R3F�
��D���6(A*��*�.)*�/*,.��*A*�*���)�.*�4*A4**,�A'*��*�RA�.��,,�A'*�3RA*60*,.��(/�A'*��6(A**,F�
�))(4*,.�A'*��(��*4*)*A0�(/�(4A�*,*,.���,(,RA�..*,��6(A**,F�4'*.'�0�0�4*�.�*/.)�*,�.��*�A'*�
�*�RA�.��)A*6��A'*��A6..A.6*��,,X(6��.A*/*A0�(/��--��1G��
�(A'� .�66**6� �)��0*,�� .(,A�*,� A'*� 0*,*R���+,W� A6�,��(�*A*(,� *)*0*,A�F� A'*� �()0'*,6*,�
�6(0(A*6F�A'*��5+�)*�,*6�K���*V.*,.*�A'�A�4*))�)*�,�A'*��6(A**,�A'6(..'�A'*�*,,(�)��0*.�

6*A*..).0� �,,� A'*� 5().*� ����6�A.�� A(� A'*� *3A6�.*)).)�6� *,/*6(,0*,AMF� A'*� "1EL� �()0� !�
�*V.*,.*� KA(� (4A�*,� �� /.,.A*(,�)� 0)3!MF� �0�*.*))*,� �,,� .*,A�0*.*,� 6*�*�A�,A� .*,*�F�
�*�A*,*,*RA�.� K4'*.'� �))(4�� �//*,*A0� �6(A**,� �.6*/*.�A*(,MF� �� �6�� (6*.*,� K/(6� �)��0*,�

6*�)*.�A*(,M� �,,� ��&.)A*�)*� �)(,*,.� "*A*� K&�"M�4*A'� �*/*6�)� .,*V.*� �*A*�� /(6� 6*�A6*.A*(,�
*,100*�G��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*� @GCGB� �5��A��.� �)��0*,�� �*)*.A*,� ��� .�66**6� /*.A(6�� /(6� A'*� 4�..)(/*6.�R*,�*.A� .*))�� �--� �1�
*3�6*��*(,G�

�

�3�6*��*(,�(/� /.))R)*,.A'��--� �1� *,� *,�*.A� .*))�� 6*�(6A*,� *,� A'*�4*4)*(.6��'0� 6*�.)A*,� *,�
A6.,.�A*(,� (/� A'*� /*6�A�� CJ� 6*�*,.*�� H@EDF� @EPIG� 5(6� A'�A� 6*��(,F� �--� �1� �*V.*,.*�
.(66*��(,,*,.�A(�6*�*,.*��DJ�A(�WOO�4����0�)*/**,�K/*..6*�@GDGMG�-6*0*6��.�*,�*,�A'*��3!�
�0�)*/*.�A*(,� 4*6*� *,.*,**6*,� *,� (6,*6� A(� '�/*� �� 0*)A*,.� A*0�*6�A.6*� �6(.,,� OPa�F�
�6*�*6/*� A'*� /�*,� )*�,*,.� 56�0*� K/)5M� �,,� .(,A�*,*,� A'*� *,,(,..)*��*� 6*�A6*.A*(,�
*,100*��*A*��/(6�.)*�/�.*� A'�A��))(4� A'*��.4�*V.*,A� *,�*6A*(,� *,A(� A'*��5��A��.��)��0*,G�

+'*��*)*.A*,�6*�A6*.A*(,�*,100*��,*,�,(A�.)*�/*��--��1��3!��*V.*,.*��,,�..A�A'*�.�66**6�
�)��0*,�� *,� �� �*,.)*� �*A*G�5(6��5��A��.��5+R3F���0��� �,,� "�*��4*6*�.�*,F�4'*6*��� /(6�
�5��A��.��5+R��!�A����,,�.'(��4*6*�.'(�*,G�
�

�

�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

PW�

�
��������������������������������������������������������������������������@������C�������D�������E��������P������O��������W�������N�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*�@GDGBG��--��1�KDJRWOOM��*V.*,.*�4����...*��/.))0��0�)*/**,�4*A'�-/.��()00*6��*G��
��,*�@B�&()*..)�6�/**.'A�&�62*6�����KLG@CRC@GC�24�M�K)(.'*M�
��,*��CREB�'�--��1�KDJRWOOM��3!��0�)*/*.�A*(,�/(6��5��A��.��5+R3�
��,*��ORNB�'�--��1�KDJRWOOM��3!��0�)*/*.�A*(,�/(6��5��A��.��5+R��

�

!,� *3A6�� �A*�� �6*/*(.�� A(� A'*� .)(,*,.� (/� A'*� �--� �1� KDJRWOOM� �3!� *,A(� �5��A��.�4���
�)�,,*,G��A�.(,�*�A*,� *,� A'*�.)(,*,.�(/��--��1� KDJRWOOM� *,A(��".6*�A�!&-�"-� K`M��)��0*,G�

+'*���)��0*,��))(4��A'*�*,�*6A*(,�(/�4).,A��3!�/6�.0*,A��*,�(,*��A*�G�"*,.*�A'*�*,�*6A*(,�
�(*,A� *�� )(.�A*,� *,� A'*���.2]� .*,*F� �*)*.A*(,�(/��(�*A*/*� .()(,**�� .�,�4*�,(,*�40� .()(.6�
�.6**,*,.G�
�*.�A*(,�(/��".6*�A�!&-�"-� K`M�4*A'� A'*�+�V��0�)*/**,��--� �1� KDJRWOOM��3!� �*V.*,.*��
4����*6/(60*,��,,���	�����.*))��4*6*� A6�,�/(60*,G�"*/*6�)�.()(,**��4*6*��*.2*,�.�F��,,�
A'*��)��0*,�4���*3A6�.A*,��,,��,�)01*,�/(6��--��1��6*�*,.*F�4(A'�40�6*�A6*.A*(,�*,100*�
,*.*�A*(,�/())(4*,�40��.�6(�*�.*)��,,��)�(�40��*V.*,.*,.�-�)G�6,/(6A.,�A*)0F�,(,*�(/�A'*�
�.6*/**,��)��0*,��4*6*��(�*A*/*�/(6��--��1��6*�*,.*�
�

+'*,F�,*6*.A�.)(,*,.�(/��--� �1� KDJRWOOM��3!��*V.*,.*�� *,A(� A'*��5��A��.��5+��)��0*,��
4����*6/(60*,G��5��A��.��5+R3�4���,*.*�A*,�4*A'���0����,,�"�*��6*�A6*.A*(,�*,100*��
�,,��5��A��.��5+R��4*A'�!�A�����,,�.'(���6*�A6*.A*(,�*,100*�G��*.�A*(,�(/�/6�.0*,A��*,A(�
�5��A��.��5+R3��,,�Y��4����*6/(60*,�4*A'�+E��3!��*.��*�.�*,.��,����6(3*0�A*�6�A*(�(/�
DB@� K*,�*6AB/*.A(6MG�+6�,�/(60�A*(,�(/�.�R5(),���	 ����� .*))��4���,(,*F�4.A�,(� .()(,0�4���
(4A�*,*,G�
�

!A�A'�A��(*,AF���,*4��A6�A*.0�4����)�,,*,G��A�.(,�*�A*,�*,�A'*�.�*�(/��5�&R+����0��)��0*,�

K/*..6*� @GEGM� ��� �,� *3A6�� �A*��4*/(6*� A'*� /*,�)� )*.�A*(,� *,A(��5��A��.��5+R3� �,,� Y�G�+'*��
�)��0*,�.(,A�*,�����()0R+� A�*)� *,� A'*�&�"G�+'*� A�*)���))(4� A'*� )*.�A*(,�(/�+�V��()00*6��*�
�0�)*/**,��3!� /6�.0*,A�F��*,.*� A'*��*,100*� )*�/*��()0R!� A�*)�G�!����6*�.)AF� A'*� )�.2�.*,*�
4*))� 4*� *,A*66.�A*,F� �*60*AA*,.� A'*� *,*,A*/*.�A*(,� (/� .*,*� )*.�A*(,� 40� .()(,0� .()(.6�
/*�.�)*1�A*(,G�
�

�

�

�

�

�

�



Results_Chapter 1�

PN�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*�@GEGB��5�&R+����0��)��0*,�

�

!/A*6�)*.�A*(,�(/�A'*�+�V��0�)*/**,��--��1��*V.*,.*��*,A(�A'*��5�&R+����0�/*.A(6F��*/*6�)�
.()(,**�� /(6�*�.'� .(,�A6..A�4*6*� �*)*.A*,G�-)��0*,� �*V.*,.*,.� �'(4*,��(�*A*/*� .()(,**��
/(6�4(A'�.(,�A6..A�G�-)��0*,��4*6*�A'*,�,*.*�A*,�4*A'���0����,,�"�*���/(6��5��A��.R3�(6�
!�A�����,,�.'(���/(6��5��A��.R���,,�A'*��--��1��3!�/6�.0*,A�4����.6*/**,�40��,��.�6(�*�
.*)G��

�
��������������������������������������������������������������������������������������@������C�������D��������E�������P������O�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*�@GPGB��5�&R+����0��)��0*,�

��,*�@B�&()*..)�6�/**.'A�&�62*6�����KLG@CRC@GC�24�M�K)(.'*M�
��,*�CB�'�--��1�KDJRWOOM��3!�/(6��5��A��.��5+R3�)��..A�
��,*�DB��5��A��.��5+R3�)��..A�
��,*�EB�'�--��1�KDJRWOOM��3!�/(6��5��A��.��5+R��)��..A�
��,*�PB��5��A��.��5+R��)��..A�
��,*�OB�&()*..)�6�/**.'A�&�62*6�1���KLGLN@RNGPW�24�M�K)(.'*M�

�

+'*,F� )*.�A*(,�(/��--� �1��3!� �*V.*,.*�� *,A(� A'**6� .(66*��(,,*,.��5��A��.��5+R3�(6� R��
4��� ,(,*G� +6�,�/(60�A*(,� (/� .�R5(),� ��	 ����� .*))�� .�/*� .()(,**�� *,A(� A'*� !.�6� �)�A*�G�
-)��0*,��4*6*�*3A6�.A*,��,,��,�)01*,�40��*V.*,.*,.�-�)F�,*0(,�A6�A*,.� A'*� )*.�A*(,�(/�
�--��1�DJRWOO�6*�*,.*��.�3!G�
�

3*3A��A*��4���A6�,��(�*A*(,�(/�A'*��--��1�.�3!�/6�.0*,A�*,A(�A'*�4�.0*,G�+6�,�/(60�A*(,�
(/� &�3R�//*.**,.0� ��@L� ��.� .*))�� 4*A'� A'*� ,(,(6� �)��0*,�� K�5��A��.� �5+R3� (6� Y��
.(,A�*,*,.� �--� �1M� 4��� �*6/(60*,G� �,� A'*� /())(4*,.� ,�0F� .()(,**�� 4*6*� (4�*6/*,� /(6�
4).*X4'*A*� .()(.6G�/,)0�4'*A*� .()(,**�F�4'*.'�4*6*� .,�4)*� A(� �6(,..*� A'*� ��.2]� .*,*�
4*.�.�*� (/� A'*� A6�,��(�*A*(,� (/� A'*� �--� �1� /6�.0*,A�F� 4*6*� �*)*.A*,G� !/A*6F� A'*�
6*.(04*,�,A�4�.0*,��4*6*��.6*/**,��,,��,�)01*,�40��*V.*,.*,.�-�)G�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

PJ�

 � � �"�	0���*�����	*����������	

���A� �A*�� *,� A'*� �6(,..A*(,� (/� 6*.(04*,�,A� 4�..)(/*6.�*�� 4��� A'*� A6�,�/*.A*(,� (/� A'*�
6*.(04*,�,A�4�.0*,��*,�*,�*.A�.*))�G�5(6�A'*���.6�(�*F�"/J�.*))��4*6*�.'(�*,G�"/J�.*))���6*�
,*6*/*,� /6(0�(/�6*�,� A*��.*�(/� A'*�0(A'�!��������	 ���&�������,,��6*� A'*�0�*,�(�A*(,�
4'*,� �6(,..*,.� 4�..)(/*6.�� /(6� 6*.(04*,�,A� �6(A**,� *3�6*��*(,G� +6�,�/*.A*(,� 4���
.�66**,�(.A�*,�OR4*))��)�A*��40�*,..4�A*,.�A'*�6*.(04*,�,A�4�.0*,��4*A'���)*�*,*.��().A*(,�
A'�A�*,�4)*�� A'*�*,A60�(/� A'*�.*,*A*.�0�A*6*�)� *,A(� A'*�*.2�60(A*.�.*))�G�!/A*6F�.*))�..)A.6*�
�)�A*��4*6*�*,..4�A*,��A�CWa��/(6�A'6**�,�0�G��.6*,.�A'*��A*0*F�4�..)(/*6.��4*6*��6(,..*,�
40�A6�,�/*.A*,�.*))�F�0**),*,.��(�.)�A*(,�@�K-@MG�
�

"A*����*6/(60*,�.,A*)�A'*���(*,A��6*�(.A)*,*,�*,�/*..6*�@GOG�
�

�

�
5*..6*�@GOGB�)*.(04*,�,A�4�..)(/*6.���6(,..A*(,��.'*0*G�

�

 � � �$�	0���*�����	*����������	�������������	

�,� (6,*6� A(� .�*,� �(A*,.0� *,� /*6.)*,.*F� 4'*.'� *�� 6*V.*6*,� /(6� �,� (�A*0.0� �6(A**,�
*3�6*��*(,F� A'*� /*6.�� �(�.)�A*(,� '��� A(� 4*� �0�)*/**,G� "/J� .*))�F� .6(4,� *,� �().A*(,F�4*6*�
*,/*.A*,�4*A'��,��)*V.(A�(/�-@�4�..)(/*6.�G�!/A*6� /(.6�,�0�F� A'*�,*4��(�.)�A*(,�(/�/*6.��
K-CM�4���.())*.A*,�/6(0�A'*�0*,*�G�!�/*,�)��0�)*/*.�A*(,�4����*6/(60*,�*,�A'*���0*�4�0F�
4.A� *,/*.A*,.�4*A'� �� -C� �)*V.(A� *,� (6,*6� A(� (4A�*,� A'*� -D� 4�..)(/*6.�� �(�.)�A*(,G� �*))�
/*�4*)*A0�4��� )(4*6� /(6� A'*� -C� *,/*.A*(,� KPLQM� .(0��6*,� A(� A'*� (,*� �/A*6� -@� *,/*.A*(,�
KNOQMF� ,*0(,�A6�A*,.� A'*� *,.6*��*� (,� /*6.)*,.*� *,� A'*� �.4�*V.*,A� 4�..)(/*6.��
�(�.)�A*(,�G�
�



Results_Chapter 1�

OL�

D�,�0���(�A�-C�*,/*.A*(,�
E�,�0���(�A�-@�*,/*.A*(,�L�

LGP�

@�

@GP�

C�

CGP�

-;<


=><


��
��
���

�	
�

��
��
� ��

��
���

��
� 

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

5*..6*�@GWGB�)*.(04*,�,A�4�..)(/*6.���0�)*/*.�A*(,�K�A*60��*�RA�.��--��1�/*6.�M�

�

!A� A'*�� �A�.*F� A4(� �0�)*/**,� -D� �(�.)�A*(,�� (/� 4�..)(/*6.�� 4*6*� (4A�*,*,G� ��.'� -D�
�(�.)�A*(,�.(66*��(,,*,�A(����--��1�.(,�A6..AF�4*A'��,�3RA*60*,�)��*�RA�.�K/6(0�,(4�(,B�
3A*60��*�RA�.��--��1M�(6��RA*60*,�)��*�RA�.�K/6(0�,(4�(,B��A*60��*�RA�.��--��1MG�
�

�

@G@GCG��--��1�*3�6*��*(,��,,��.6*/*.�A*(,�

+'*� .*,*6�)��6(A(.()� /(6� *3�6*��*(,� �,,��.6*/*.�A*(,� *�� *)).�A6�A*,� *,� /*..6*� @GNG� �,� *�.'�
�A*�F���6�0*A*6��A'�A�4*6*�0(,*/**,��6*�'*.')*.'A*,G�
�,�*.A�.*))���6*�*,/*.A*,�4*A'�4�..)(/*6.���,,�*,..4�A*,��A�CWa��*,�.(,�A�,A��.*A�A*(,G�
+'*��--��1�.�3!�*���6*.*,*,�40�A'*��5+�)*�,*6F����*V.*,.*�/(6�A'*��6(A**,�*3A6�.*)).)�6�
�*.6*A*(,G� 5(6� A'*�� 6*��(,F� A'*�0*,*�� *�� .())*.A*,� /(6��--� �1� �.6*/*.�A*(,G��*�A*,*,*� A�.�
�))(4�� A'*� �.6*/*.�A*(,� 40� �,� �//*,*A0� .'6(0�A(.6��'0� K,*.2*)� .().0,MG� �(4*/*6F� ��
�6*/*(.�� �A*�� '��� A(� 4*� �*6/(60*,� 4*/(6*F� �*,.*� A'*�0*,*�F�4'*6*� �--� �1� *�F� .(,A�*,��
.'*)�A*,.� *)*0*,A�� A'�A�4(.),� *,A*6/*6*�4*A'� A'*� .().0,� �/(*,*,.� A'*� 4*,,*,.� (/� �*�R
A�..*,� �6(A**,G� �,� (6,*6� A(� 6*0(/*� A'*�*� .'*)�A*,.� *)*0*,A�F� �� �A*�� (/� �.A(0�A*,�
,*�/*)A6�A*(,� 4��� �,,*,G� +'*� 0*,*�� *�� �)�.*,� *,� �� .'�04*6F� �,,� 4*A'� A'*� '*)�� (/� ��

�*6*�A�)A*.��.0�F�*A�*������*,�A'6(..'���LGC�μ&�/*)A*6G�+'*��0�A*0�*��.(0�)*A*)0�.)(�*,F��(����
A'*�0*,*.0� *�� /*)A*6*,F� A'*���0*�/().0*�(/�4.//*6� *���,,*,� A(� A'*�.'�04*6G�!/A*6��*/*6�)�
6(.,,���))�.'*)�A*,.�*)*0*,A���6*�/*)A*6*,G�+'*,F�A'*��,,*A*(,�(/�4.//*6�*���A(��*,F��))(4*,.�

/().0*� 6*,..A*(,G�!���� 6*�.)AF� A'*� /*,�)�0*,*��'����� �0�))�/().0*��,,�4*))�,(A� *,A*6/*6*�

4*A'�A'*�,*.2*)�.().0,G�

5*,�))0F��--�1��.6*A0F��A�4*)*A0��,,��.A*/*A0�4*6*�.'*.2*,G�/�A*0*1�A*(,�(/�4(A'F�*3�6*��*(,�
�,,� �.6*/*.�A*(,�4��� �*6/(60*,� �A� A'*� ��0*� A*0*G��*A�*)*,� *,/(60�A*(,� *�� .*/*,� *,� A'*�
/())(4*,.��*.A*(,�G�
�

�

�

�

�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

O@�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5*..6*�@GNGB�".'*0*�/(6��--��1�*3�6*��*(,��,,��.6*/*.�A*(,G�

�

�

 � �"� �	����������	���	������1�����	��	#�������	����������	

/�A*0*1�A*(,�(/�A'*�*3�6*��*(,�*��.6..*�)�/(6��A�,,�6,*1�A*(,�(/�A'*��6(.*��G�+'*�*/�).�A*(,�
(/� A'*� .(,,*A*(,�� 4��� 4��*,� *,� A'*� (4A�*,*,.� (/� �.A*/*� �6(A**,F� �,,� A'*� 4*�A� (,*� 4���
�*)*.A*,� �..(6,*,.� A(� A'*� 0�3*0.0� 0**),G� 5.A.6*� 3&)� *3�*6*0*,A�� 4(.),� 6*V.*6*� ��
.(,�*,*6�4)0�)�6.*��0(.,A�(/��6(A**,F�A'.��'*.'�0**),�*����6*V.*�*A*�4*A'��6*(6*A0G�
+'*� �*AA*,.�.��(/��--� �1� *3�6*��*(,� .(,�*�A*,� *,� A6*�)��4'*6*� �*/*6�)���6�0*A*6��4*6*�
.(04*,*,� *,� �� ,*//*6*,A�0�,,*6G� +'(�*� ��6�0*A*6�� .(,�*�A*,� (,� .*))� )*,*� K"/J� (6��*PMF�
4�..)(/*6.��.(,�A6..A�K3A*60�(6��A*60��*�RA�.��--��1MF�*,*A*�)�.*))�.(,.*,A6�A*(,�K@�Y�D�3�
@LO�.*))�X0�MF�4�..)(/*6.��0.)A*�)*.*A0�(/�*,/*.A*(,�K&/�MF��,,�*,..4�A*(,�A*0*�KCRE�,�0�MG�
KA�4)*� @G@GMG� +'*� ,*.*�*(,� (/� A'*� 4*�A� .(04*,�A*(,� 4��� 4��*,� (,� A'*� 6*�.)A�� /6(0� A'*�
�.60)�0*,*�.*)���,,�A'*��.A*/*A0�A*�A�G�
�



Results_Chapter 1�

OC�

�
�

+�4)*�@G@GB��--��1�*3�6*��*(,�A6*�)���,,�.(,,*A*(,��.�*,�*,�*�.'�(,*G�

�

�

�������3��
+4(� .*))� )*,*�� 4*6*� A*�A*,B� "/J� .*))�F� /6(0� !��������	 ���&�����F� �,,� �*PF� /6(0�
(���-�������	��G�/'*)*�"/J��6*�6*�(6A*,� A(�4*� A'*�.(00(,�.*))� )*,*� *,�(6,*6� A(�(4A�*,��,,�
�0�)*/0� A'*� 4�..)(/*6.�F� �*P� .*))�� �6*� 6*.(00*,,*,� /(6� A'*� *3�6*��*(,� (/� �*.6*A*,�
�6(A**,�F�4*.�.�*�A'*0��))(4�'*.'*6�0**),�G��,�4(A'�.��*�F��--��1�4���,*A*.A*,�40�4*�A*6,�
4)(AG��(4*/*6F�*,��))�(/�A'*�*3�6*��*(,��4'*6*��*P�.*))��4*6*�.�*,�K-@F�-DF�-EF�-NF�-@EM���
�--��1�/6�.0*,A�4����)�(��6*�*,A�K/*..6*�@GJGMG�
+'*�(6*.*,�(/� A'*� /6�.0*,A� .(.),�4*��AA6*4.A*,� A(�**A'*6���,*.6�,�A*(,��6(.*���(6� A(��,�
*,*//*.**,A�*3�6*��*(,�(/�A'*��6(�*6�/.))��--��1G�+'*�/�.A�A'�A���6A�(/�A'*�*3�6*��*,��6(A**,�
4��� �.A.�))0� �� /6�.0*,A� ,*0*,*�'*,� A'*� (/*6�))� 0**),G� 5.6A'*60(6*F� *A� 4(.),� *0�)0� ��
�*.(,,��.6*/*.�A*(,��A*�F��//*.A*,.��)�(�A'*�0**),�(/��.6*�,*0*6*.��--��1��,,�*,.6*��*,.�A'*�
A(A�)� A*0*� (/� �.6*/*.�A*(,G� /,� A'*� .(,A6�60F� �--� �1� *3�6*��*,� *,� "/J� .*))�� '�,� A'*�
���6(�6*�A*� �*1*G� "/J� .*))�F� .(0��6*,� A(� �*P� �6*� *��**6� A(� '�6/*�A� �,,� �.�)*R.�� *,�
�.��*,�*(,�..)A.6*F��*,.*�A'*0�,(,UA�,**,��.��)*0*,A��K�*P�.*))��6*V.*6*��*��6*,M��,,��6*�
�4)*�A(�.6(4�*,���'*.'*6�.*))�,*,�*A0F�4'*.'��//*.A��A'*�V.�,A*A0�(/��6(A**,�(4A�*,*,�*,�*�.'�
*3�6*��*(,G�
���*,�(,�A'�A�*/*,*,.*�F�"/J�.*))��4*6*��*)*.A*,�/(6�A'*�/())(4*,.��.6*/*.�A*(,�G�
�

� �

��� ����
���� ���	
��
 ���
���
������
����	���� ����������	����
��� ����������	
��������
�
��� ���	
�� ��� �����	
��� ������� ���������� ��� �

�� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

�� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� ��������� ������������� ���� �

��� ��� �����	
��� ��������� ������������� ���� �

��� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� ������� ������������� ���� �

��� ��� �����	
��� ������� ������������� ���� �

��� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� ������� ������������� ���� �

��� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� ��������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� ������� ������������� ��� �

��� ��� �����	
��� �������
������������� ��� �



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

OD�

�

���������-D��--��1���� !""#$%� �������-P��--��1���� !""#$%�
�����������������������@���C���D��E���P���O����W���N����J� ������������@�����C�����D���E�����P�����O����W�����N��

�

�

�

�

�
�

�
�

�
��%!�@B��!%&'&� (�- !R"A�#%!)�- $A!#%���))! �
��%!�CB�"*�! %�A�%A�$+�&!,,�&*,A* !�
��%!�DB�5,$-A' $*.'�+ $/�3#&(!,�&$,*/%�

��%!�EB�/�"'#%.�+ $/�3#&(!,�&$,*/%�

��%!�PB��,*A#$%�A*0!�@�
��%!�OB��,*A#$%�A*0!�@�&$%&!%A �A!)�
��%!�WB��,*A#$%�A*0!�C�&$%&!%A �A!)�
��%!�NB�-$ &#%!��--��1�K"#./�M�
��%!�JB��*/�%��--��1�K"#./�M�

�

��%!�@B��!%&'&� (�- !R"A�#%!)�- $A!#%���))! �
��%!�CB�"*�! %�A�%A�$+�&!,,�&*,A* !�
��%!�DB�5,$-A' $*.'�+ $/�3#&(!,�&$,*/%�

��%!�EB�/�"'#%.�+ $/�3#&(!,�&$,*/%�

��%!�PB��,*A#$%�A*0!�@�
��%!�OB��,*A#$%�A*0!�C��
��%!�WB��*/�%��--��1�K"#./�M�
��%!�NB�-$ &#%!��--��1�K"#./�M�

�

�

�
5#.* !�@GJGB�/!"A! %�0,$A"�$+��--��1�!�� !""#$%G�-D��--��1�&$  !"�$%)"�A$�A'!�!�� !""#$%�#%��#P�&!,,"F�

-'#,!�-P�#"�#%�"+J�&!,,"G�+'!�0�%)�&$  !"�$%)#%.�A$��--��1�#"�+ �/!)�#%� !)G�

�

�

�!�6�/1�)6"��/3"+)6�+�
)!"�!&A�A$�A'!�&$%"A *&AF��--��1�&$*,)�'�1!�A'!��#"RA�.�!#A'! �#%�A'!�3RA! /#%�,�$ �#%�A'!��R
A! /#%�,G�+'!�$02!&A#1!�-�"�A$�$0A�#%�0$A'�1! "#$%"�$+�A'!�� $A!#%�#%�$ )! �A$�"!,!&A�-'#&'�

$%!�-�"� 0!"A� +$ � A'!� )#1! "!� A!&'%#V*!"� A'�A�-! !� �,�%%!)� A$� A!"AG�+'!� A-$� &$%"A *&A"�

-! !�%#&!,3�!�� !""!)� #%�"+J�&!,,"F�� !"!%A#%.� A'!���� $� #�A!�"#4!G�+'!%F�!�&'�&$%"A *&A�
-�"� A!"A!)� #%� $ )! � A$� �""!""� A'!� � $A!$,3A#&� �&A#1#A3� $+� A'!� !%43/!G�/'#,!� A'!� �A! /�

&$%"A *&A� "'$-!)� �&A#1#A3�  �%.#%.� + $/� @� A$� NL� 5,*$ !"&!%&!�6%#A"X%.� $A!#%F� A'!�3A! /�

&$%"A *&A� "'$-!)�%$��&A#1#A3��A��,,� KA�0,!� @GCGMG� �A�'�"� A$�0!�%$A!)� A'�A� A'!�5,*$ !"&!%&!�
6%#A"�-�"��%�� 0#A � 3�%*/0! �*"!)� #%� A'!�"!AA#%.R*��$+� A'!�&$%)#A#$%"��%)� A'�A��--� �1�
-�"�%$A�&$/�,!A!,3��* !G�+'!�3A! /�&$%"A *&A�&$*,)�0!� #%�&A#1!�)*!� A$��%� #%��� $� #�A!�
+$,)#%.F� -'#&'� -$*,)� "A $%.,3� �++!&A� A'!� V*�,#A3� $+� A'!� � $A!#%F�/�(#%.� #A� �%� *%1#�0,!�
"�/�,!� +$ � "A *&A* �,� "A*)3G� /%!� '3�$A'!"#"� &$*,)� 0!� A'�A� A'#"� &$%"A *&A� &$*,)� %$A�
'$/$)#/! #4!G��A�'�"�0!!%�� !1#$*",3� !�$ A!)�A'�A�/$%$/! #&��--��1�#"�%$A��&A#1!G�
��"!)�$%�A'!� !"*,A"�+ $/�A'!��&A#1#A3�A!"A"F�3A! /�&$%"A *&A�-�"�)#"&� )!)G�
�

������/3��3+)!+�/3�
�%#A#�,�&!,,�&$%&!%A �A#$%�#"����� �/!A! �A'�A�#"� !&$//!%)!)�0!A-!!%�@RD���@LO�&!,,"X/��
+$ � "+J� &!,,"G� /%� A'!� $%!� '�%)F� -#A'� '#.'! � &!,,� &$%&!%A �A#$%F� '#.'! � � $A!#%� 3#!,)� #"�
!��!&A!)�A$�0!�$0A�#%!)G��$-!1! F�& $-)#%.��++!&A"�&!,,�. $-#%.F�)#/#%#"'#%.�A'!��1�#,�0,!�
%*A #!%A"F��%)�� $A!#%�3#!,)�/�3�0!� ,$-! G��!,,�)!%"#A3�-�"� #%� A'!� ,$-� �%.!� #%� A'!�+# "AU"�
!�� !""#$%"F� �%)� #A�-�"� . �)*�,,3� #%& !/!%A!)�*%A#,� A'!�/��#/*/� �,,$-!)� +$ � "+J� &!,,"�
-�"�  !�&'!)G�"#%&!��* #+#&�A#$%�-�"�%$A� A$A�,,3�$�A#/#4!)F�)!&#"#$%�$+� A'!� #%#A#�,�)!%"#A3�
-�"�/�)!�0�"!)�$%�A'!�1#"*�,���� !&#�A#$%�$+�A'!� �A#$�0!A-!!%�A'!�0�%)�$+��--��1�#%�A'!�
�& 3,�/#)!�.!,�1! "*"�A'!�$A'! �0�%)"�#%�A'!�!,*A#$%�,�%!G��%�+#.* !�@G@LG�A' !!�&$%)#A#$%"�



Results_Chapter 1�

OE�

� !�!�!/�,#+#!)G��%�-@@F�A'!�#%#A#�,�&!,,�)!%"#A3�-�"�@GD�@LO�&!,,"X/�F�#%�-@O�C�@LO�&!,,"X/��
�%)�#%�-CL�D�@LO�&!,,"X/�G��!"�#A!�A'!�+�&A�A'�A�#%&*0�A#$%�A#/!�-�"�,$-! �#%�-@@F�#A�&�%�
0!�)#"A#%.*#"'!)�A'�A��--��1�0�%)�-�"�/$ !�#%A!%"!�-#A'�A'!�'#.'! �&!,,*,� �&$%&!%A �A#$%�
K-CLMG��A�-�"�&$%&,*)!)�A'!%�A'�A�A'!�/��#/*/�&!,,�)!%"#A3F�"*&'��"�#%�-CLF�$++! !)���'#.'�
�--��1�3#!,)G�

�

� -@@� -@O� -CL�
������@����C�����D����E����P� �����������������@�����C�����D�����E��� ������@����C����D����E���P�

��
�

�

�

�

�

�

�
5#.* !�@G@LG

-@@��%)�-CL�
��%!� @B� �!%&'&� (� - !R"A�#%!)� - $A!#%�
��))! �
��%!�CB�"*�! %�A�%A�
��%!�DB�5,$-A' $*.'�
��%!�EB�/�"'#%.�
��%!�PB��,*A#$%�

-@O�

��%!� @B� �!%&'&� (� - !R"A�#%!)� - $A!#%�

��))! �
��%!�CB�5,$-A' $*.'�
��%!�DB�/�"'#%.�
��%!�EB��,*A#$%�

�--��1�0�%)"�� !�+ �/!)�#%� !)G�

�

�

�!�6�/1�)6"X�����)!+�/�
��&*,$1# *"�/*,A#�,#&#A3�$+� #%+!&A#$%� K&/�M� #"� A'!�  �A#$�0!A-!!%� A'!�%*/0! �$+� #%+!&A#1!�

�� A#&,!"��%)� A'!�%*/0! �$+� A� .!A�&!,,"G��#.'! �&/�� #/�,3���'#.'�&$%&!%A �A#$%�$+�1# *"�
1! "*"� &!,,� )!%"#A3G� +3�#&�,,3F� ��&/�� '#.'! � A'�%� N� �""* !"� �� A$A�,� #%+!&A#$%� $+� &!,,"G� �%�
� $A!#%�!�� !""#$%F� !&$//!%)!)�&/��1�,*!"�� !�0!A-!!%� @� KOLQ� #%+!&A!)�&!,,"M��%)� P�
KJJQ� #%+!&A!)� &!,,"MG� �#.'! � &/�� �""* !� &$/�,!A!� #%+!&A#$%F� �%)� #/�,3� A'�A� �� ,� .! �
%*/0! � $+� &!,,"�  !&!#1!� �A� ,!�"A� $%!� 1# *"� �� A#&,!F� �,,$-#%.� �� "#/*,A�%!$*"� #%+!&A#$%G�
�$-!1! F� A$$� '#.'�&/��/�3� &�*"!� A'!� !� ,3� )!�A'� $+� &!,,"� 0!+$ !� A'!3� '�1!� *"!)� A'!�
%*A #!%A"�#%�A'!�/!)#��#%�$ )! �A$�� $)*&!�A'!�A� .!A�� $A!#%G�/%�A'!�&$%A � 3F�#+�A'!�&/��#"�

A$$�,$-F���,� .!��! &!%A�.!�$+�&!,,"�-$%UA�0!�#%+!&A!)G�+'#"��$�*,�A#$%�$+�&!,,"�-#,,�!���%)�
0!AA! ��%)�/�3�)!�,!A!�A'!�%*A #!%A"�#%�A'!�/!)#�F�,!�1#%.�1! 3�,#AA,!�+$ �#%+!&A!)�&!,,"G�5$ �
A'�A�  !�"$%F�!�� !""#$%� A #�,"��A�)#++! !%A�  �A#$"�'�1!� A$�0!�)$%!� +$ �!�&'�0�&*,$1# *"� #%�
$ )! �A$�)!A! /#%!�A'!� �A#$�A'�A�.#1!"�A'!�'#.'!"A�� $A!#%�3#!,)G��
�*A� 0!+$ !F� +$ � �� 0�&*,$1# *"� "A$&(� A'!� %*/0! � $+� #%+!&A#1!� �� A#&,!"� '�"� A$� 0!� )!+#%!)G�
-,�V*!��""�3"� #%�-'#&'�!#A'! ��,#1!�$ �)!�)� &!,,"�� !� "A�#%!)�� !� A'!�� #%&#��,�$�A#$%� A$�
)!A! /#%!� A'!� %*/0! � $+� 1# #$%"� �! � /#,,#,#A !G� �%� A'!� &�"!� $+� 0�&*,$1# *"F� A'!� /$"A�

!�A!%)!)�A!&'%#V*!�#"�0�"!)�$%�3!*A �,�)!)G��%�A'#"��""�3F�-!,,"�$+�"+J�&!,,"�� !�#%+!&A!)��A�
�� "!A� $+� 1# *"� )#,*A#$%"G� !+A! � +!-� )�3"F� ��/#�A* !� $+� 3!*A �,�  !)� #%� �.� $"!�/!)#�� #"�
$1! ,�3!)�A$�!�&'�-!,,G�3!*A �,� !)�)3!�"A�#%"��,#1!�&!,,"F�-'#,!�)!�)�&!,,"� !/�#%�&,!� G�+'!�
%*/0! �$+�&,!� ��,�V*!"�� !�&$*%A!)��%)� A'!��+*� K�,�V*!"� +$ /#%.�*%#A"MX/��$+���.#1!%�
0�&*,$1# *"�"A$&(� #"�&�,&*,�A!)G�+'#"�%*/0! F�-'#&'�1� #!"� + $/�"A$&(� A$�"A$&(F�)!"& #0!"�

A'!�&$%&!%A �A#$%�$+��&A#1!��� A#&,!"G�

����
���
����
���
���
���

����
���
����
���
��
���
���

�����
���
����

���
�

���
���



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

OP�

/%&!� )!A! /#%!)� A'!� �+*X/�� &$%&!%A �A#$%�-#A'� A'!� �,�V*!� �""�3F� A'!�&/�� %*/0! � #"�

)!+#%!)�03� �%� !%"!/0,!�$+� !�� !""#$%� A #�,"G�/'#,!� A'!��,�V*!� �""�3�'�"� A$�0!�)$%!� +$ �
!�&'�0�&*,$1# *"�"A$&(F�A'!�&/��%*/0! �#"�&$%"A�%A�+$ ���&$%"A *&AG��A�#/�,#!"�2*"A����,�V*!�
�""�3�!1! 3�A#/!���%!-�0�A&'�$+�0�&*,$1# *"�#"�$0A�#%!)G�
3!*A �,�  !)� �,�V*!� �""�3�-�"� �! +$ /!)� A' !!� A#/!"� �%)� #%� %$%!� $+� A'!� A #�,"� �+*X/��
&$*,)� 0!� )!A! /#%!)G� �!,,*,� � )!�A'�-�"� 1#"#0,!F� 0*A� �,�V*!"�-! !� %$A� &,!� ,3� )!+#%!)G�
1#"*�,��""�3"�� !�*"!+*,�-'!%� A'!�1# *"��� A#&,!� #"�1! 3� #%+!&A#1!F� #%� A'!�-�3� A'�A���"#%.,!�
1# #$%�&�%�!���%)� ��#),3� A$� A'!�%!#.'0$* �&!,,"��%)�"$�$%G��$-!1! F� #%� A'!�0�&*,$1# *"�
"A$&("� A'�A�-! !�$0A�#%!)F��� A#&,!"�-! !�%$�"$� #%+!&A#1!F�$ �%!!)!)���'#.'! � #%&*0�A#$%�
A#/!� A$� !���%)� A$� A'!�%!#.'0$* '$$)G�+'#"� #/�$""#0#,#A#!"� A'!� &�,&*,�A#$%�$+��+*X/��03�
1#"*�,�A!&'%#V*!"F�0*A�%$A�A'!�� $A!#%�!�� !""#$%G�5$ �A'#"�A3�!�$+�",$-R� $��.�A#%.�1# *"F�
&/��*"!)�"'$*,)�0!�'#.'! �&$/�� !)�A$�A'!�/$"A��.. !""#1!�1# *"G�
�$-!1! F� "#%&!��+*X/�� &$*,)%UA�0!� &�,&*,�A!)�03� 1#"*�,��,�V*!� �""�3"F�&/�� &$*,)%UA�0!�

)!A! /#%!)G�+'!%F� �%$A'! � �� �/!A! �-�"� %!!)!)� #%� $ )! � A$� �""!""� A'#"�  �A#$G�!A� A'�A�
/$/!%AF� A-$� �� �/!A! "�-! !� )!+#%!)G� /%!�-�"� A'!� 1$,*/!� $+� 0�&*,$1# *"� "A$&(� �! �
1$,*/!�$+�&!,,�&*,A* !G�+'!�$A'! �-�"��,"$�A'!�1$,*/!�$+�0�&*,$1# *"�"A$&(F�0*A��.�#%"A�A'!�
&!,,� #%#A#�,� )!%"#A3G�+'#"� "!&$%)� �� �/!A! �-�"� �))!)� "#%&!� &!,,� &$%&!%A �A#$%�-�"� �,"$�
0!#%.�/$)#+#!)�)* #%.�$�A#/#4�A#$%��%)�'�)�A$�0!�#%A$��&&$*%AG�
+'!� /�#%� )#"�)1�%A�.!� $+� A'!"!� �� �/!A! "� #"� A'�A� A'!� $�A#/*/�  �A#$� +$ � � $A!#%�
!�� !""#$%� #"� )#++! !%A� #%� !�&'� 0�A&'G� +'!%� #A� '�)� A$� 0!� ",#.'A,3� $�A#/#4!)� +$ � !�&'�
0�&*,$1# *"� ,$AG� �%�$ )! � A$�  !�)2*"AF�1#�0#,#A3��%)� A'!�!,*A#$%��!�(� #%� A'!�%#&(!,� &$,*/%�

-! !�$0"! 1!)G�

5#%�,,3F�  �A#$"�$+� PR@L�/��$+�0�&*,$1# *"��! � CPL�$+�"+J� &!,,� &*,A* !��A� DGL�@LO� &!,,"X/��
-! !�)!A! /#%!)��"� A'!�0!"A�&$%)#A#$%"G�5$ � + !"'�0�&*,$1# *"�"A$&("F�P�/��-�"�!%$*.'F�
0*A�+ $4!%��,#V*$A"�,$"A�#%+!&A#1#A3�-#A'�A#/!F��%)�1$,*/!�'�)�A$�0!�#%& !�"!)G�
�

�3�6�!+�/3�+�&��

�%&*0�A#$%�A#/!�#"�A'!�,�"A��� �/!A! �A'�A�-�"�$�A#/#4!)G��--��1�.!%!�-�"�!%.#%!! !)�A$�
0!�*%)! �A'!�&$%A $,�$+�A'!��$,3'!) #%�� $/$A$ F�-'#&'�#"��&A#1�A!)�#%�A'!�1! 3�,�A!��'�"!�
$+� A'!� 0�&*,$1# *"� #%+!&A#$%� &3&,!� KCERJO� '$* "� �$"AR#%+!&A#$%MG� 5# "A� !�� !""#$%� A #�,"�
&$%"#"A!)�#%�&$,,!&A#$%�$+�&!,,�"*�! %�A�%A��+A! �EN�'$* "G��3�#%& !�"#%.�A'!�#%&*0�A#$%�A#/!�

*�� A$�E�)�3"F��--� �1�3#!,)�-�"� #%& !/!%A!)G��� .! � #%&*0�A#$%� A#/!"�-! !�%$A� A!"A!)��"�
%*A #!%A"�� !�)!�,!A!)��%)�"!& !A!)�� $A!#%�/�3�0!�)!. �)!)G�
�

"6&&!)1�/5��.-)�""�/3��/3��+�/3"�
�

�

�

�

�

�

�

�

�
+�0,!�@GCGB��--��1�!�� !""#$%�+#%�,�&$%)#A#$%"G�

�

�

!��������� �����	���


��	������
�	�
���	�� �!�������
�����������

!����	�	��������� �������	���
���

��	������
�!��������� �������������	������
�� �����	����	������

��	�!���������� �"�#�$




Results_Chapter 1�

OO�

 � �"�"�	���	�2	������������	

��%5��+)%+�/3�
-&'#+#&�A#()� (+� �� �--� �1� *�+� !),#+�.!)� �+� �� +#-./!� .'(&!++F� 0&A� )#++#&&/A#!+� *!'!�

!)&(&)A!'!)G��)�)#&(!/��++#)#A0�&(/&-)+F��#+RA�..!)�.'(A!#)+��'!��AA�&'!)�A(�A'!�-�A'#1��))�
�'!� !/&A!)�*#A'� &(-.!A#A#()�*#A'� #-#)�2(/!G� 5#'+A� '&')/!�*�+� A'!� '!-(,�/� (+� &'!/�A#).�
!/!-!)A+�.'!+!)A� #)� A'!� #)+!&A� &!//� &&/A&'!�-!)#�G�+'!+!�-(/!&&/!+� �,(#)� A'!�0#))#).�(+�
�--��1� A(� A'!�&(/&-)�-�A'#1F��))��--��1�*(&/)�0!�)#'!&A/0�!/&A!)�*#A'� A'!� +/(*A''(&.'G�

�#/&A#()�(+�-!)#��*(&/)�)!&'!�+!�A'!#'�&()&!)A'�A#()F�0&A��+A!'�'�,#).�A'#!)�A'#+�(.A#()F�)(�
.'(A!#)�*�+�)!A!&A!)� #)� A'!�!/&A#()G�+'!)F���)#�+#/A'�A#()�+A!.�*�+�)!&#)!)� A(�0!� #)&/&)!)�
0!+('!�A'!�)#&(!/�&(/&-)G��#�+#/A'�A#()�#+��)��&A(-�A!)�.'(&!++�A'�A�&()+#+A+�()���&()+A�)A�
+/(*� .�++#).� (+� +(/&A#()� %� A''(&.'� �� -!-0'�)!F� *'#/!� +(/&A#()� 3� #+� �))!)G� "-�//!'�
.�'A#&/!+�A'�)�A'!�&&AR(++�(+�A'!�-!-0'�)!�.�++�A''(&.'�A'!�+#/A!'R-!-0'�)!��))�A'!)F��'!�
)#+&�')!)G�30�A'#+F�&'!/�A#).�!/!-!)A+�*!'!�!/#-#)�A!)G�%A�A'!�+�-!�A#-!F�+#)&!���+(/&A#()�3�
#+� &()+A�)A/0��))!)F���0&++!'�!1&'�).!� #+�)()!G� �)� A'#+� &�+!F� +(/&A#()�%�*�+� A'!� +#/A!'!)R
+&.!')�A�)A�(+� &!//� &&/A&'!� �))� +(/&A#()�3�*�+� A'!�0#))#).�0&++!'� +('� A'!� �++#)#A0�)#&(!/�
&(/&-)G��#�+#/A'�A#()��//(*!)�A'!)F�A'!�'!-(,�/�(+�A'!�&'!/�A#).�!/!-!)A+�#)�A'!�-!)#���))�
A'!�'!)&&A#()�(+�A'!�A(A�/�,(/&-!F�*'#&'�+#-./#+#!)�A'!�+(//(*#).�.&'#+#&�A#()G�
�

-6)�5�4%+�/3�4/3��+�/3"�
�

�
�

+�0/!�@GDGB��--��1�!1.'!++#()�A'#�/+��))�.&'#+#&�A#()�&())#A#()+�&+!)�#)�!�&'�&�+!G�

�

�

%+A!'�)#�+#/A'�A#()F��++#)#A0�)#&(!/�&(/&-)�*�+�)()!G��(*!,!'F��--� �1�*�+�)(A� +&//0�.&'!G�
+'!)F�+#2!R!1&/&+#()�&(/&-)�*�+�&+!)�KA�0/!�@GDGMG�

���� ����
���� ���	
��
 �������
��� ����
��
��� ����
� �
���
�
�� ��� !�������	
 �������� ��	
���� �� ���������

�� ��� ��������	
 �������� !����� �� ���������

�� ��� !�������	
 �������� ��	
���� �� ���������

�� ��� ��������	
 �������� ��	
���� �� ���������

�� ��� !�������	
 �������� !����� �� ���������

�� ��� ��������	
 ���������������� !����� �� ���������

�� ��� !�������	
 ���������������� !����� ��  ���!�

�" ��� !�������	
 ���������������� ��	
���� ��  ���!�

�� ��� ��������	
 �������� !����� �� #�	���!�

��� ��� ��������	
 �������� !����� �� #�	���!�

���������$�����	
����	!��% !����� �� #�	���!�

��� ��� !�������	
 ���������������� !����� ��  ���!�

��� ��� !�������	
 ���������������� !����� ��  ���!�

��� ��� !�������	
 ���������������� !����� ��  ���!�

��� ��� !�������	
 ���������������� ��	
���� ��  ���!�

��� ��� !�������	
 ���������������� !����� ��  ���!�

��� ��� !�������	
 ������������� ���� !����� &����� ���������

���������������'����� !����� &����� ���������

��� ��� !�������	
 ������������� ���� !����� &����� ���������

������������/�� !����� &����� ���������

��" ��� !�������	
 ������������/� !����� &����� ���������

��� ��� !�������	
 ��������( !����� )� ���������

��� ��� !�������	
 ��������( !����� )�  ���!�

��*����'�
���#+

*����,�-����.�����'���



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

OW�

"&.!')!/�CLL�*�+�+!/!&A!)��+� +#'+A�(.A#()�0!&�&+!� #A+�'�).!� K0!A*!!)�@L��))�OLL�12�MG�
6)+('A&)�A!/3F� #A�)#)�)(A� �//(*� A'!�.&'#+#&�A#()�(+�2--� �1� +'(-� #-.&'#A#!+G� K5#.&'!� @G@@G�

-@PM�

+'!)F� �)#()R!/&'�).!� .&'#+#&�A#()�*�+� &+!)G� �/&A#()�*�+� .!'+('-!)�*#A'� .'(*#).� +�/A�
&()&!)A'�A#()G� 2#++!'!)A� .'�)#!)A+�*!'!� A'#!)� �))�-�#)/3� �//� #-.&'#A#!+�*!'!� '!-(,!)F�

!/&!.A�+('���+-�//�.'(A!#)F��+�+!!)�#)�A'!��&'3/�-#)!�.!/�K+#.&'!�@G@@G�-@WM�

5#'+A+� �AA!-.A+� A(� '!-(,!� A'#+� +-�//!'� .'(A!#)� *#A'� +#4!R!/&/&+#()� &(/&-)+� +�#/!)F�
�/A'(&.'��� +!A�(+�&(/&-)+�*�+�&+!)� K&(-0#)�A#()�(+�"&.!')!/� WP��))�"&.!')!/� CLLF��+�
*!//��+�"&.!'(+!�@C��))�"&.!'(+!�OMG��A�*�+�&()&/&)!)�A'�AF�)!+.#A!�0!#).�+-�//�#)�+#4!��+�
+!!)�03�A'!��&'3/�-#)!�.!/+F�A'!�#-.&'#A3�*�+���0#..!'��..'!.�A!�#)�)�A#,!�+A�A!��))�#A�*�+�
!/&A!)�*#A'�2--��1�#)�+#4!R!/&/&+#()�&(/&-)+G�

"#)&!��)3�(+�A'!�&(/&-)+��//(*!)�A'!�(0A�#)#).�(+�.&'!�2--��1F�A'!�&())#A#()+�&+!)�#)�A'!�
�++#)#A3�&(/&-)�*!'!�+#)!RA&)!)G�3#&(!/�.&'#+#&�A#()�*�+�(.A#-#4!)F��))�03�#)&'!�+#).�A'!�
#-#)�4(/!� &()&!)A'�A#()� #)� A'!�*�+'#).� +A!.� +'(-� CL� A(� PL�-&F� #-.&'#A#!+�*!'!� +#)�//3�
'!-(,!)�#)�()!�+#)./!�+A!.��))�2--��1�*�+�!/&A!)�#)���.(()�.&'#A3�+A�))�')�K+#.&'!�@G@@G�
-@JMG�-&'#+#&�A#()+�*'!'!�A'!+!�&())#A#()+�*!'!�&+!)��'!�-�'(!)�*#A'�SbT�#)�A�0/!�@GDG�
�

�

-@P�
���@����C���D����E���P����O����W����N����J���@L�

�

�

�

�

�

�
5�)!� @B� 0!)&'&�'(� -'!R"A�#)!)�
-'(A!#)�5�))!'�
5�)!�CB�"&.!')�A�)A�
5�)!� DB� 5/(*A''(&.'� 3#&(!/�

&(/&-)�

5�)!�EB�/�+'#).�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!�P��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!+�ORJB�5'�&A#()+�(+�"2CLL�
5�)!�@LB�.('&#)!�2--��1�

�

-@W�
�������@�����C����D�����E����P����O����W�����N����J�

�

�

�

�

�

�

�
5�)!� @B� 0!)&'&�'(� -'!R"A�#)!)�
-'(A!#)�5�))!'�
5�)!�CB�5/(*A''(&.'�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!�DB�/�+'#).�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!�EB��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!+�ORNB�5'�&A#()+�(+�2� ��55�
5�)!�JB�.('&#)!�2--��1�

�

�

-@J�
�������������@����C����D����E����P�

�

�

�

�

�

�

�
5�)!� @B� 0!)&'&�'(� -'!R"A�#)!)�
-'(A!#)�5�))!'�
5�)!� CB� 5/(*A''(&.'� 3#&(!/�

&(/&-)�

5�)!�DB�/�+'#).�3#&(!/�&(/&-)�CL�

-&��-#)�4(/!�
5�)!�EB�/�+'#).�3#&(!/�&(/&-)�PL�

-&��-#)�4(/!�
5�)!�PB��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)�

�
�

�

5#.&'!�@G@@GB� &'3/�-#)!�.!/+�0!/().#).�A(�!/.'!++#()�A'#�/+�-@P�K3#&(!/�&(/&-)�`�"2CLLM�F�-@W�K3#&(!/��

&(/&-)�`� )#()�!/&'�).!M��))�-@J�K3#&(!/�&(/&-)F�(.A#-#4!)�#-#)�4(/!�&()&!)A'�A#()MG�
2--��1�0�))�#+�-�'(!)�*#A'���'!)�+(/#)�+'�-!F�*'#/!�#-.&'#A#!+��'!�+'�-!)�#)�)(AA!)�+'�-!+G�

�

�

"6&& )1�/5�6/32�+�/3"�
6(/&-)B�3#&(!/�&(/&-)�

0#))#).�0&++!'B�PL�-&�+'#+R�6/Z�.�c�WGJZ�ELL�-&�3�6/�
/�+'#).�0&++!'B�PL�-&�+'#+R�6/Z�.�c�WGJZ�ELL�-&�3�6/Z�PL�-&��-#)�4(/!�
�/&A#()� 0&++!'B� PL� -&� +'#+R�6/Z� .�c� WGJZ� ELL� -&� 3�6/Z� CLL� -&� �-#)�4(/!

����
���
����

����
���
����
���
���
���
�

����
���
����

���
���
���

�

���
���
���
���



Results_Chapter 1�

ON�

�

��"�
��+$+��.0�
�$+��.��$
	6
�)�#���$#�?��� !



 +A!'� A'!� (.A#-#4�A#()� (+� A'!� !/.'!++#()� �))� .&'#+#&�A#()� (+� 2--� �1F� A'!� .'(A!#)� *�+�
&'�'�&A!'#4!)G� 2#-!'#&� +A�A!F� �&A#,#A3F� -�++� �))� ./3&(+3/�A#()� .�AA!')� (+� 2--� �1� *!'!�

�++!++!)G�
�

�

@GCG@G�7&�A!')�'3�+A'&&A&'!�

2#-!'#&� +A�A!� (+� A'!�.'(A!#)�*�+�.'(,!)�03� +#4!R!/&/&+#()� &(/&-)� K"&.!')!/� CLLMG�+'!�
&''(-�A(.'�-�+'(*!)�()!�.!�(�&(''!+.())#).�A(�A'!��..'(/#-�A!�+#4!�(+���2--��1�)#-!'�

KCCL12�MG�
�)� (')!'� A(� &(-./!-!)A� +#4!R!/&/&+#()� &''(-�A(.'�.'3F� )�A#,!� .!/� !/!&A'(.'('!+#+�*�+�
)()!G� �A�&()+#+A+�()�'&))#).�.'(A!#)+� #)�)()R)!)�A&'#).�&())#A#()+G�0&++!'+��'!�"2"� +'!!F�
+�-./!� 0&++!'� )(!+� )(A� &()A�#)�2++� ('� �)3� (A'!'� '!)&&#).� �.!)A� �))� +�-./!+� �'!� )(A�
'!�A!)F�A'&+F�.'(A!#)+�-�#)A�#)�A'!#'�+A'&&A&'!G��)�)�A#,!�.!/�!/!&A'(.'('!+#+F�A'!)F�.'(A!#)+�
�'!�+!.�'�A!)�)!.!))#).�()�A'!#'�&'(++R+!&A#()��'!�G�+'!)F�-()(-!'+F�)#-!'+��))�'#.'!'�
(')!'�+.!&#!+��'!�+!.�'�A!)G�
�)�A'!�&�+!�(+�2--��1F���+!A�(+��&'3/�-#)!�.!'&!)A�.!+F�'�).#).�+'(-�EQ�A(�WGPQF�*�+�&+!)F�
�))�#)��//�(+�A'!�)�A#,!�.!/+�()/3�()!�+.!&#!+�*�+�#)!)A#+#!)G�
�
���������M� 0M�

� ����������Q��&'3/�-#)!�
�

����������EQ��������������PQ�������������WGPQ�������������WQ��

������@���C���D������@����C����D������@����C���D��������@���C����D�

�

�

�

�
�

5�)!+�@B� /0&-#)�

5�)!+�CB�6'!�+!�
5�)!+�DB�2--��1�.&'#+#!)�+'(-�3#&(!/�&(/&-)�

�

�
5#.&'!�@G@CGB��M�"2CLL�&''(-�A(.'�-�(+�.&'!�2--��1Z�0M�3�A#,!�.!/�!/!&A'(.'('!+#+G�

�

�

@GCGCG� &A#,#A3�

 +�(0+!',!)�#)�A'!�.'!/#-#)�'3�!/.'!++#()�A'#�/+F�2--��1�.'!+!)A!)�.'(A!(/3A#&��&A#,#A3G��A�
*�+�-!�+&'!)��+� A'!� +/&('!+&!)&!�.'()&&!)�&.()�&/!�,�.!�(+�+&0+A'�A!��R5/3R-'(R &6F�
'!/!�+#).� A'!� �-#)(-!A'3/&(&-�'#)� .'(&.� K &6MF�*'#&'� !-#A+� +/&('!+&!)&!� �A� ENP� )-�
*'!)�!/&#A!)��A�DOL�)-G��)�(')!'�A(�!,�/&�A!�A'!��++#)#A3�(+�2--��1�+('�#A+�+&0+A'�A!��))�A'!�
+.!&#+#&��&A#,#A3�(+�A'!�!)43-!F�(#)!A#&�!/.!'#-!)A+�*!'!�.!'+('-!)G�

5#'+A� (#)!A#&� &()+#+A!)� ()� �� +&0+!A� (+� !)43-�A#&� �++�3+� *'!'!� &()&!)A'�A#()� (+� 0(A'F�
+&0+A'�A!��))�.'(A!#)�*!'!�,�'#�0/!G�5/&('!+&!)&!�,�/&!+�*!'!�'!.'!+!)A!)��.�#)+A�A#-!F�

.#,#).��+���'!+&/A�A'!�.'(.'!++R&&',!�./(AG�5'(-�A'�A�'!.'!+!)A�A#()�K+#.&'!�@G@DGMF�!)43-!�

&()&!)A'�A#()� �))� A#-!� /#)!�'#A3�*!'!� )!A!'-#)!)G� +'!� !)43-!� &()&!)A'�A#()� +!/!&A!)�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

OJ�

*�+� A'!� ()!�*#A'� +/&('!+&!)&!� ,�/&!+� +#.)#+#&�)A/3� )#++!'!)A� +'(-� A'!� 0/�)(� +�-./!G�  +�

*!//F� A'#+� &()&!)A'�A#()� '�)� �� +�#'� *#))(*� #)� A'!� /#)!�'� A#-!� A(� &�/&&/�A!� #)'#0#A#()�
&()+A�)A+� #)� A'!� +&A&'!� !/.!'#-!)A+G� ��&'� 0�A&'� (+� 2--� �1� '�)� �� )#++!'!)A� (.A#-&-�

&()&!)A'�A#()F�0&A��//�(+�A'!-�'�).!)�0!A*!!)�LGPRP�d&G�
+'!� /#)!�'� A#-!�*�+�-('!�('� /!++�&()+A�)A� #)��//�(+� A'!�!/.'!++#()+F��))� #A�*�+�+!A� A(�CL�
-#)&A!+G�

/)&!�)!A!'-#)!)�A'!+!�A*(�.�'�-!A!'+�K2--��1�&()&!)A'�A#()��))�/#)!�'�A#-!MF�,!/(&#A#!+�

+('�!�&'�+&0+A'�A!�&()&!)A'�A#()�*!'!�&�/&&/�A!)G�)!.'!+!)A�A#()�(+�,!/(&#A#!+� #)� +'()A�(+�
+&0+A'�A!�&()&!)A'�A#()�K&#&'�!/#+R&!)A!)�./(AM��//(*!)�A'!�!+A#-�A#()�(+�1&�,�/&!G�+'#+�
,�/&!F�*'#&'�#+��)�#)A'#)+#&�+('���.#,!)�.'(A!#)��))�+&0+A'�A!�.�#'F�#+�'!/�A!)�A(�A'!��++#)#A3�
0!A*!!)�A'!�A*(�-(/!&&/!+F��))�A'!'!+('!F�#+�&()+A�)A��-().��//�0�A&'!+G�1&�&(''!+.())+�

A(�A'!�+&0+A'�A!�&()&!)A'�A#()�A'�A��++(')+�'�/+�(+�A'!�-�/#-&-�,!/(&#A3G��)�A'!�2--��1X�R

5/3R-'(R &6�+3+A!-F�1&�*�+�)!+#)!)��A�EP�d&G�
5#)�//3F� +.!&#+#&��&A#,#A3�*�+� &�/&&/�A!)�*#A'��� +!&())�(#)!A#&F�*'!'!�()/3�()!� &())#A#()F�

*#A'�+#/!)�2--��1��))�+&0+A'�A!�&()&!)A'�A#()� #+�'!V&#'!)G�2--��1�&()&!)A'�A#()�*�+� A'!�
(0A�#)!)� #)� A'!� +#'+A�(#)!A#&�!/.!'#-!)AF�*'#/!�+&0+A'�A!�&()&!)A'�A#()�*�+�PL�d&F�+#)&!�
,�/&!+��'(&))� A'!�1&��'!� '!&(--!))!)G� .�'A� +'(-� A'#+� &())#A#()F��� +A�))�')� &&',!�(+�
 &6�*�+�#)&/&)!)�#)�A'!��++�3G�)!.'!+!)A�A#()�(+�+/&('!+&!)&!�,!'+&+�d-(/+�(+� &6�*�+�
+#AA!)�A(���()!R(')!'�!V&�A#()G�+'!)F�+/&('!+&!)&!�,�/&!+�(+�A'!�!)43-�A#&�'!�&A#()��A�A#-!�

L��+�*!//��+��A�CL�-#)&A!+F�*!'!�-!�+&'!)G� +A!'F�A'�)++('-�A#()�(+�+/&('!+&!)&!�,�/&!+�A(�
d-(/+� (+�  &6� *�+� )()!� *#A'� A'!� +A�))�')� &&',!� !V&�A#()� �))� ,!/(&#A#!+� K#)�
d-(/+"&0+A'�A!X-#)M�*!'!�(0A�#)!)G�
1!/(&#A3�#+�'!/�A!)�*#A'�+.!&#+#&��&A#,#A3�03�-�++�&(''!&A#()G�5#'+AF�()!�d-(/"&0+A'�A!X-#)�*�+�
)!+#)!)��+�()!�6)#AF��))� A'!�+.!&#+#&��&A#,#A3�*�+�&�/&&/�A!)��+� A'!�6)#A+"&0+A'�A!�.!'�-.�(+�

2--� �1G� ��&'� 0�A&'� (+� 2--� �1� '�)� #A+� (*)� +.!&#+#&� �&A#,#A3F� �))� #A� '�).!)� +'(-� @RP�
6)#A+"&0+A'�A!X-.2--��1G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5#.&'!�@G@DGB��M�2!A!'-#)�A#()�(+�/#)!�/�A#-!�+('�2--��1�.'(A!(/3A#&��&A#,#A3Z�0M�1&�)!A!'-#)�A#()�(+��R
5/3R-'(R &6�+('�2--��1G�

�

"6&& )1�/5�2--��1� 6+�1�+1�
2--��1�&()&!)A'�A#()B�LGPRP�d&�
5#)!�'#A3�A#-!B�CL��-#)�

1&�c�EP�d&�
".!&#+#&��&A#,#A3�c�@RP�6)#A+"&0+A'�A!X-.2--��1�

Linearity time determination

0 10 20 30 40 50 60 70
0

500

1000

1500

2000

2500
[S] = 10 μM
[S] = 20 μM
[S] = 50 μM
[S] = 75 μM
[S] = 100 μM
[S] = 150 μM
[S] = 200 μM
[S] = 400 μM
[S] = 800 μM
[S] = 1000 μM
LegendTime (min)

Fl
uo

re
sc

en
ce

KM determination

0 250 500 750 1000 1250
0

10

20

30

40

50

60

[S DPPIV]

Fl
uo

re
sc

en
ce

  /
 T

im
e

�M� 0M�



Results_Chapter 1�

WL�

@GCGDG�&�++�(+�A'!�.'(A!#)�
�

 �"�$� �	������3����)	����1�����	%�!�'	

5#'+A��AA!-.A�+('�-�++�!+A#-�A#()�*�+�0�+!)�#)�A'!�(0+!',�A#()�(+�A'!�+&//�)!)�A&'!)�2--�
�1G� �!�A#).� (+� 2--� �1�*�+� )(A� �� .(++#0/!� )!)�A&'#).� A'!�A-!)AF� +#)&!� #A� .'(,((!)� A'!�

.'(A!#)��..'!.�A#()G�5('� A'�A�'!�+()F�+�-./!�*�+�+(/&0#/#4!)�*#A'��&!A()#A'#/!� K 63M��))�
+('-#&� �&#)F� *#A'� �� +#)�/� &()&!)A'�A#()� (+� EPd&G� +'!)F� 2--� �1� *�+� .&'#+#!)� 03� /#V&#)�
&''(-�A(.'�.'3F� *#A'� �� 0#(+&#A!� .-'!)3/� @LLL� @Ld-� )!,!'+!)R-'�+!� 6(/&-)� �))�
�)�/34!)�#)��)�('A'(.()�/��&&!/!'�A#()�A#-!R(+R+/#.'A�-�++�+.!&A'(-!A!'G� /A'(&.'�+!,!'�/�
A'#�/+�*!'!�.!'+('-!)F�()/3�()!�&())#A#()�.�,!���-�++��'(&))�A'!�!/.!&A!)�+('�2--��1G� �
-�++� (+� @LLOJNGLEeEJGNP� 2�� *�+� (0+!',!)� �A� �� '!A!)A#()� A#-!� (+� CEGPWD� -#)&A!+G�

6)+('A&)�A!/3F�'!+(/&A#()�(+�-�++�.!�(+�)#)�)(A��&'#!,!�A'!�V&�/#A3�+A�))�')+�'!V&#'!)�+('�
�)� (.A#-&-� &'�'�&A!'#4�A#()G� "#-#/�'� !/.!'#-!)A+� .!'+('-!)� #)� A'!� /�0�*#A'� �� .'(A!#)�
*#A'� A'!� +�-!� �-#)(� �&#)#&� /!).A'� .�,!� .(()� '!+&/A+F�*'#&'� +&..!+A!)� A'�A� A'!� /�&(� (+�
'!+(/&A#()�#)�A'!�&�+!�(+�2--��1�*�+�)(A�'!/�A!)�A(�#A+�/�'.!�+#4!G��)�A'!�&�+!�(+�A'#+�+!&())�
.'(A!#)F�#A�*�+�.'()&&!)�#)���	����F��))�A'!'!+('!�#A�*�+�)(A�./3&(+3/�A!)G�/)�A'!�&()A'�'3F�
2--��1F��+�#A�#+�!/.'!++!)�#)�#)+!&A�&!//+F�#+�!/.!&A!)�A(�0!�./3&(+3/�A!)F��))��+�&()+!V&!)&!�
A'!� +�-./!� &()A�#)+� �� -#/A&'!� (+� 2--� �1� +.!&#!+� ./3&(+3/�A!)� #)� �� +/#.'A/3� )#++!'!)A�
-�))!'G�"&&'���'!A!'(.!)!(&+�+�-./!�*(&/)�0!���&'�//!).!�A(�+&//3�&'�'�&A!'#4!�03�-�++�
+.!&A'(-!A'3G�

�

+'!)F�!/.!'#-!)A+� #)�)�A#,!�+A�A!�*!'!�&�''#!)�(&AG�2!)�A&'!)�2--��1�*�+�,!'3�.'()!� A(�
.'!&#.#A�A!F��))� #A�*�+�0!/#!,!)� A'�A�+�-./!� /(++�-�3�(&&&'�)&'#).� A'#+�.'(&!++G�+'&+F�03�
(!!.#).� A'!� .'(A!#)� #)� A'!� )�A#,!� +A�A!F� '#.'!'� &()&!)A'�A#()� *(&/)� 0!� �,�#/�0/!� +('�
#()#4�A#()��))�+&'A'!'�)!A!&A#()G�/)�A'!�(A'!'�'�))F�2--��1�*(&/)�0!�)#-!'#&��))�A'!�+#4!�
(+� A'!� +�-./!�*(&/)� 0!� �'(&))� CCL� 12�F�*'#&'� #+� V&#A!� /�'.!� +('�-�++� +.!&A'(-!A'3�

)!A!&A#()G� 6)+('A&)�A!/3F� �+A!'� +!,!'�/� A'#�/+F� )()!� (+� A'!� !/.!'#-!)A+� �++(')!)� �� .(()�
V&�/#A3�'!+&/AG�
�

 �"�$�"�	+����#3�������	4���	���������5����1�����	%+�4��'	

"#)&!��"��)#)�)(A��//(*!)�2--��1�)!A!&A#()F�& 52��*�+�&+!)G�
+*(�2--��1�*!'!�+!/!&A!)B�LGP��))�LGCP�-.X-5G�

&�A'#/� &+!)� *�+� ]R63�)(RER'3)'(/3&#))�-#&� �&#)� K 6�MF� �))� A*(� .'(A!#)B-�A'#/�
.'(.('A#()+�*!'!�A!+A!)B�@B@��))�LGPB@GP�K,X,MG�
5#)�//3F�+�-./!+�*!'!��++�3!)�#)�A'!�.'!+!)&!��))��0+!)&!�(+�@LQ�+('-#&��&#)G�
6)+('A&)�A!/3F�2--��1�*�+�)(A�)!A!&A!)�#)��)3�(+�A'!�&())#A#()+G�
�

� �



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

W@�

@GCGEG�5/3&(+3/�A#()�.�AA!')�

�

 �"��� �	��)���)����	���	�2	�������	

5#'+AF� )3#).� (+� �&'3/�-#)!� .!/� *#A'� "&'#++U+� '!�.!)A� )!-()+A'�A!)� A'�A� 2--� �1� *�+�
./3&(+3/�A!)G�+'#+�!,#)!)&!�*�+�(0+!',!)�0(A'�#)�"2"��))�)()R"2"��&'3/�-#)!�.!/+�K+#.&'!�

@G@EGMG�

�

"2"R- 5�� 3�A#,!�- 5��
���@����C�����D�����E�����P���O�����W����N���J� ���@�����C���D�����E����P����O����W��

�

�

�

�
�

�

�

5�)!�@B�0!)&'&�'(�-'!R"A�#)!)�-'(A!#)�5�))!'� 5�)!+�@F�PB� /0&-#)�

5�)!�CB�5/(*A''(&.'�3#&(!/�&(/&-)� 5�)!+�CF�OB�6'!�+!�
5�)!�DB�/�+'#).�3#&(!/�&(/&-)� 5�)!+�DF�OB��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)�

5�)!�EB��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)

5�)!�OB�0!)&'&�'(�-'!R"A�#)!)�-'(A!#)�5�))!'�
5�)!�WB� /0&-#)�

5�)!�NB�6'!�+!�
5�)!�JB��/&A#()�3#&(!/�&(/&-)�

�
5#.&'!�@G@EGB�2!)�A&'#).��))�)()R)!)�A&'#).��&'3/�-#)!�.!/+�(+�2--��1G�5('�!�&'�()!F�.!/�()�A'!�/!+A�#+�
+A�#)!)�*#A'�6((-�++#!�0/&!F��))�.!/�()�A'!�'#.'A�#+�+A�#)!)�*#A'�"&'#++U+�'!�.!)AG�5('�A'#+�+!&())�)3#).F�
2--��1�0�))�#+�+'�-!)�#)�'!)G�

�

 �"���"�	��)���)����	���	�2	�-�������1�����6	#������	�������&	

2!+.#A!�2--��1�*�+�*!//�'!.('A!)�#)�A'!�0#0/#(.'�.'3F�,!'3�/#AA/!�*�+�()(*)��0(&A�2--��1�
./3&(+3/�A#()G� 6'�'�&A!'#4�A#()� (+� '&-�)� 2--� �1� '�)� &()&/&)!)� A'�A� #A� .'!+!)A!)� ��
&(-./!/� ./3&(+3/�A#()� *#A'� A!'-#)�/� ]KCROMR7R�&!A3/.�/�&A(+!F� ]KCROMR7R
�&!A3/.�/�&A(+�-#)!� �))� ]KCRDMR.�/�&A(+!R/#)(!)� +#�/#&� �&#)G� H@DWI�  � &(-.�'�A#,!� +A&)3�
0!A*!!)�2--� �1�!/.'!++!)� #)�"+J��))� &'#)!+!�'�-+A!'�(,�'#�)� K6�/M� &!//+� &()+#'-!)���
)#++!'!)A�.�AA!')F�-�#)/3�03� A'!�.'!+!)&!�(+�'#.'�-�))(+!�+A'&&A&'!+� #)�"+J�&!//+�,!'+&+�
A'!�'#.'��))�&(-./!/�./3&(+3/�A#()�(+�6�/�&!//+G�H@EDI�+'!+!�+A&)#!+�*!'!�.!'+('-!)�03�A'!�

#)&&0�A#()� (+� A'!� .'(A!#)�*#A'� /!&A#)+F� �� V&�/#A�A#,!� A!&')#V&!� A'�A� )(!+� )(A� �//(*� A'!�
#)!)A#+#&�A#()� (+� A'!� -()#+#!)� '!+#)&!+G� 03� .R'�3� &'3+A�//(.'�.'3F� A'!� )#)!� .(A!)A#�/�
./3&(+3/�A#()� .(#)A+� (+� A'!� +(/&0/!� 2--� �1� +('-� *!'!� ./3&(+3/�A!)� *'!)� .'(A!#)� *�+�
!/.'!++!)� #)� #)+!&A� &!//+G� HPDI� 6)+('A&)�A!/3F� -()!/#).� (+� A'!� +&.�'� -(#!A#!+� *�+� )(A�
.(++#0/!F�-(+A�/#(!/3�0!&�&+!�(+�A'!�.(('�(')!'#).�#)�A'!�&'3+A�/�('�0!&�&+!�./3&(+3/�A#()+�
�'!�'!A!'(.!)!(&+�0!A*!!)�.'(A!#)+�#)�A'!�&'3+A�/G�H@DNI�
/&'�-�#)�(02!&A#,!�*�+� A(�&'�'�&A!'#4!�0(A'F� A'!�.(#)A��))� A'!� A3.!�(+�./3&(+3/�A#()F��))�
A'!� A!&')#V&!� A'�A�(++!'!)� A'!�.(++#0#/#A3� A(��++!++� #A�*�+�-�++�+.!&A'(-!A'3G� �.'!,#(&+�

.&0/#&�A#()�'�)��)�/34!)�0(A'�A'!�3R./3&(+3/�A!)�.!.A#)!+�+'(-�&'3-(A'3.+#)�)#.!+A#()�(+�

2--��1��))�A'!�3R./3&�)+G� H@EOI��)�A'!�&�+!�(+�A'!�3R./3&(+3/�A!)�.!.A#)!+F�#)!)A#+#&�A#()�(+�
-()#+#!)��+.�'�.#)!� '!+#)&!+�*�+�)()!�03�&"X&"��)�/3+#+G�2!./3&(+3/�A#()�(+�.!.A#)!+�

����
���
����

���

���
���



Results_Chapter 1�

WC�

�))�.'(A!#)+�*#A'�A'!�!)43-!�-35�+!�5F�'!-(,!+�A'!�+&.�'�-(#!A3�0&A�#A��/+(�.'()&&!+��)�
�+.�'�.#)!� A(� �+.�'A#&�-()#+#&�A#()G� +�(#).� #)A(� �&&(&)A� A'#+� &'�).!� +!,!)� (&A� (+� )#)!�
.(A!)A#�/�3R./3&(+3/�A#()� .(#)A+� K3.+X"� +!V&!)&!+�*'!'!�.� f� -'(F� +.M�*!'!� )!A!&A!)G�

+'!�(A'!'� A*(�.!.A#)!+�*!'!�)(A�)!A!&A!)� �))� ./3&(+3/�A#()� &(&/))UA�0!� &()+#'-!)�)('�

)#+&�')!)G�/#A'� '!+.!&A� A(� A'!�3R./3&�)+F� +&.�'�-(#!A#!+�(0A�#)!)�03�-35�+!� A'!�A-!)A�

*!'!��)�/34!)�03�& 52�R&"F�*'#&'��//(*!)�A'!�#)!)A#+#&�A#()�(+�A'!�+A'&&A&'!+G��(*!,!'F�

)(� &())!&A#()� 0!A*!!)� A'!� ./3&(+3/�A#()� .(#)A� �))� +A'&&A&'!� *�+� )()!G� 0!+#)!+F� )(�
#)+('-�A#()��0(&A�A'!�/R./3&(+3/�A#()�#)�2--��1�*�+�()(*)�A(�)�A!G�
�)� (')!'� A(� .&'+&!� (&'� (02!&A#,!F� �� +A'�A!.3� (+� )#++!'!)A#�/� !)43-�A#&� ('� &'!-#&�/�
)!./3&(+3/�A#()�*#A'�A'3.+#)#4�A#()�(+�2--��1�*�+�)!+#.)!)G�+'!��),�)A�.!�(+�A'#+�+A'�A!.3�
'!/#!)� #)� A'!��../#&�A#()�(+�&(-0#)�A#()+�(+�./3&(+#)�+!+F�*'#&'� /!+A�)#++!'!)A�.�AA!')+� #)�
A'!�3R��))�/R./3&(+3/�A!)�.!.A#)!+G�+'!�+&'!-!�(+�+�-./!� A'!�A-!)A� #+�+'(*!)� #)� +#.&'!�

@G@PG��

�

�

�
�

5#.&'!�@G@PGB�"&'!-!�A'�A�+&--�'#4!+�A'!�+A'�A!.#!+�+(//(*!)�#)�(')!'�A(�)!+&'#0!�2--��1�./3&(+3/�A#()G�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

WD�

 �"���$�	��)���)����	���	�2	�-�������1�����6	�����	�������	

+'!� �R2�551� (#A� &()A�#)!)� A'!� +(//(*#).� ./3&(+#)�+!+B� -35�+!� 5F� /R5/3&(+#)�+!F� ]R

CKDFOFNFJMR3!&'�-#)#)�+!F� \R@→ER5�/�&A(+#)�+!� �))� \R3R &!A3/./&&(+�-#)#)�+!G� +(� A'#+�
+!A� (+� !)43-!+F� ]R+&&(+#)�+!� *�+� �))!)G� �)� &�+!� @F� 2!./3&(+3/�A!)� +'3.A#&� -!.A#)!+�
K2+-@MF�*(&/)�.'!+!)A�)(�+&.�'�-(#!A3��))�A'!�()/3�-()#+#&�A#()�*(&/)�0!�A'!��+.�'�.#)!�
A(��+.�'A#&�-()#+#&�A#()G��)�2+-C�A'!��0+!)&!�(+�-35�+!�5�*(&/)� /!�,!� A*(�&)#A+�(+�\R3R
 &!A3/./&&(+�-#)!� ('� \R3R &!A3/.�/�&A(+�-#)!� *#A'� +&&(+!� -(#!A#!+G� 2+-D� *(&/)� 0!�

#)!)A#&�/�A(�2+-C�*#A'�A'!�!/!-.A#()�A'�A�+&&(+!�-(#!A#!+�*(&/)�)(A�0!�.'!+!)A�A'�)(+�A(�
A'!��))#A#()�(+�]R+&&(+#)�+!G�2+-EF�0!&�&+!�(+�A'!�/�&(�(+�/R5/3&(+#)�+!F�*(&/)�+A#//�&�''3�
A'!� +&.�'�-()#+#&�A#()+� #)� "!'#)!� ('�+''!()#)!G� 5#)�//3F� &�+!� P� &()+#+A!)� ()� �� &'!-#&�/�
)!./3&(+3/�A#()�*#A'� A'#+/&('(-!A'�)!+&/+()#&� �&#)� K+5&"MG�+'#+� A'!�A-!)A� )!.'�)!+� �//�
./3&(+#)#&�-(#!A#!+�!/&!.A�+('�A'!�#))!'-(+A� +.�'�.#)!R/#)(!)�\R3R &!A3/./&&(+�-#)!�('�

\R3R &!A3/.�/�&A(+�-#)!G��

�

 �"�����	��)���)����	���	�2	�-�������1�����6	�����	����)���	

 +A!'� +�-./!� A'!�A-!)AF� #A�*�+��)�/34!)�03�-!�)+�(+��/!&A'(R+.'�3� #()#4�A#()� K�"�M� #)���
5(&'#!'�A'�)++('-�#()�&3&/(A'()�'!+()�)&!�#)+A'&-!)A�K5+R�6)MG�+'#+�#)+A'&-!)A��//(*+���
0!AA!'�'!+(/&A#()�&(-.�'!)� A(� A'�)#A#()�/�+.!&A'(-!A!'+F�*'#&'� #)� A'!�&�+!�(+���&(-./!/�

&�+!� /#(!� �� '!A!'(.!)!(&+� .'(A!#)� #+� &'&&#�/G� �A� �/+(� (++!'+� A'!� .(++#0#/#A3� (+� .!'+('-#).�

6(//#+#()��))&&!)�2#+(&#�A#()�K6�2M�#)�A'!�5#)!�'��()�+'�.�K5�+MF�*'#&'�.!'-#A+�A'!�&"X&"�
#)!)A#+#&�A#()G� �)� +#.&'!�@G@OF� A'!�+&'!-!�(+��)�/3+#+� #+�)!.#&A!)G� )�/3+#+�(+�+�-./!+�*�+�
.!'+('-!)�#)�&(//�0('�A#()�*#A'�A'!�&�++�".!&A'(-!A'3�&('!�+�&#/#A3�(+��)0�0�'&!/()�G�
�

�
5#.&'!�@G@OGB� )�/3+#+�(+�&"�)�A�G�

�

�

2 + � 3 51"�"�@B�-'(A!#)�#)!)A#+#&�A#()�
5#'+AF�2+-�*!'!�.&'#+#!)� #)� A'!�&"R&(&./!)��-56� �))�.!.A#)!+�*!'!� #()#4!)G� �()+�*#A'�

&'�'.!�!V&�/�('�'#.'!'�A'�)�C��))�*#A'���+A!!.�#)A!)+#A3�(,!'�-X4�*!'!�A'�..!)�#)�A'!�5�+�
K()/3�A'!�O�#()+�&(''!+.())#).�A(�A'!�-('!�#)A!)+!�.!�(+MG�6�2�*�+�)()!�A(�A'!�#()+��))�
&"C�*�+�)!A!&A!)G�
�)� �� .�'�//!/�*�3F� )�A�� �)�/3+#+� @�*�+� &�''#!)� (&AG�&"@!/.�*!'!� &(-.�'!)� A(� �� -'(A!#)�
)�A�0�+!�K6)#.'(A�('�"*#++-'(AM�&+#).���+!�'&'�!).#)!�K"�76�"+�('�&�+&(AF�'!+.!&A#,!/3MF�



Results_Chapter 1�

WE�

�))� A�(#).� #)A(��&&(&)A� A'!�-()#+#&�A#()+� A'�A�.!.A#)!+�+&++!'�)&'#).�.'(A!(/3+#+G� �)� A'#+�
&�+!F� 2--� �1�*�+� )#.!+A!)�*#A'� +'3.+#)� K*'#&'� &/!�,!+� �+A!'� /3+#)!� �))� �'.#)#)!+MG� �)�
A'3.+#)#4�A#()� &3+A!#)!� '!+#)&!+� +&++!'� &�'0�-#)(-!A'3/�A#()� K*'#&'�*�+� +!A� �+� �� +A�A#&�
-()#+#&�A#()MF�-!A'#()#)!+�-�3�0!�(/#)#4!)� K*'#&'�*�+� +!A� �+� ��)3)�-#&�-()#+#&�A#()M�
�))�3RA!'-#)�/� ./&A�-#)!+� (+� .!.A#)!+� &�)� &3&/#4!� A(� .#'(./&A�-�A!� K*'#&'�*�+� +!A� �+�
)3)�-#&MG�+'!� +(+A*�'!�&�/&&/�A!+� A'!�&"@+(+A�(+�-()#+#!)�.!.A#)!+� +'(-��//� A'!�.'(A!#)+�
&()A�#)!)�#)�A'!�)�A�0�+!G��+�-�++�(+�&"@!/.�#+�+(&))�A(�0!�!V&�/�A(�&"@+(+AF�A'!�.'(A!#)�#+�
#)!)A#+#!)G� +'!)F� A'!� +(+A*�'!� .'(&!!)+� A(� &�/&&/�A!� A'!� &"C� +(+AG� +('� !�&'� &"@+(+AG�
6(-.�'#+()�(+�&"C!/.� A(�&"C+(+AF� #+�&+!)� #)�(')!'� A(�&()+#'-� A'!�.!.A#)!�+!V&!)&!G�5�/+!�
2#+&(,!'3�)�A!� K52)M� #+���.!'&!)A�.!�)&-0!'� A'�A� #)+('-+��0(&A� A'!�+#-#/�'#A3�0!A*!!)�

&"C!/.��))�&"C+(+A�G�/'!)�52)�#+�JJQ�('�'#.'!'F�A'!�.!.A#)!�#)!)A#A3�#+�&()+#'-!)G��+�52)�
#+�/(*!'�A'�)�JPQ�#)!)A#A3�#+�)(A�'!/#�0/!G�
03�)�A���)�/3+#+�@F�+�-./!�*�+�#)!)A#+#!)��+�2--��1F��+�!/.!&A!)F�*#A'�0(A'�+!�'&'�!).#)!+G�
"/#.'A� )#++!'!)&!+� #)� &(,!'�.!� *!'!� (0+!',!)� &+#).� "�76�"+� ('� &�+&(AF� �))� *!'!�

�AA'#0&A!)�A(�A'!�)�A�0�+!G�
�

2 + � 3 51"�"�CB�-(+ARA'�)+/�A#()�/�-()#+#&�A#()+�#)!)A#+#&�A#()�
+'!)F� +!&())� )�A�� �)�/3+#+� +A�'A!)G� �A� �//(*+� A'!� #)!)A#+#&�A#()� (+� .(+ARA'�)+/�A#()�/�
-()#+#&�A#()�#)�A'!�.'(A!#)G��)�A'#+�&�+!F�A'!�*('(+/(*�*�+�!/�&A/3�A'!�+�-!�0&A�*#A'�-#)('�

)#++!'!)&!+G�5#'+AF� A'!�)�A�0�+!� #+� '!)&&!)� A(� A'!�.'(A!#)� #)!)A#+#!)� #)� A'!�.'!,#(&+�)�A��
�)�/3+#+F� #)� A'#+�&�+!�2--� �1G�"!&())F�()/3�"�76�"+�*�+�&+!)��+���+!�'&'�!).#)!G�+'#')F�
�))� -('!� #-.('A�)AF� (A'!'� -()#+#&�A#()+� *!'!� �))!)� #)A(� A'!� +(+A*�'!� #)� (')!'� A(�
&�/&&/�A!� &"@� (+� .!.A#)!+G� +'(+!� -()#+#&�A#()+� *!'!� &&+A(-#4!)� +('� !�&'� +�-./!�

A'!�A-!)A�K@�A(�PM�)!.!))#).�()� A'!�!)43-�A#&�('�&'!-#&�/� A'!�A-!)A� A'!3�'�)�+&++!'!)G�
+'!+!�-()#+#&�A#()+�*!'!�+!A�&.��+�)3)�-#&G�

�)� 2+-� @F� A'!� -()#+#&�A#()� .'()&&!)� 03� A'!� +�-./!� A'!�A-!)A� *�+� �� +&0+A#A&A#()� (+�
�+.�'�.#)!�A(��+.�'A#&G�/#A'�A'#+��)�/3+#+�&())#A#()�A''!!�-()#+#!)�.!.A#)!+�*!'!�)!A!&A!)�

*#A'��)�52)�g�JJQG�+'!+!�.!.A#)!+�&()A�#)!)� +)�@PLF� +)�DC@� +)�PCL�'!+.!&A#,!/3G��)�
2+-� PF� A'!�-()#+#&�A#()�*�+� �)� !/A'��-�++� &(''!+.())#).� A(� �)� �+.�'�.#)!R/#)(!)� 3R
 &!A3/� �!/(+!G� +*(� .!.A#)!+�*!'!� #)!)A#+#!)F� &()A�#)#).�  +)� @PL� �))�  +)� PCLG� +'!+!�
'!+#)&!+� *!'!� �/+(� +(&))� #)� A'!� +#'+A� +�-./!� A'!�A-!)A� �)�/3+#+F� '!�++&'#).� A'!�
./3&(+3/�A#()� (+� A'!+!� '!+#)&!+G�/#A'� '!+.!&A� A(� A'!� (A'!'� A'!�A-!)A+F� )(� &(#)&#)!)&!�

0!A*!!)�&"C!/.��))�&"C+(+A�*�+�(0A�#)!)G��)�A'!�&�+!�(+�A'!�A-!)A�EF�A'!�()!�'!/�A!)�A(�A'!�
/R./3&(+3/�A#()+F�+!'#)!�PJ�*�+�+(&))�A(�0!�-()#+#!)�*#A'��)� &!A3/��!/(+!F�0&A�A'!�52)�
,�/&!�*�+�/(*!'�A'�)�JLQG�

�

 5+�)3 +�1��" &-5��+)� +&�3+�

+'!�+�&A�A'�A�)(�./3&(+3/�A#()�-()#+#&�A#()+�*!'!�+(&))�)#)�)(A�#-./3�A'�A�A'!'!�*!'!�)(�

+&&'�-()#+#&�A#()+G�+'!�-�#)�(0+A�&/!�*�+�A'�A�.'(A!#)�&(,!'�.!�*�+�!/A'!-!/3�/(*�KCLR

DLQMG��)�(')!'�A(�#)&'!�+!�#AF�#A�*�+�./�))!)�A(�.!'+('-���)(&0/!�.'(A!(/3A#&�)#.!+A#()�*#A'�

+'3.+#)� �))�5/&A�-3/� !))(.!.A#)�+!� K5/&R6MF�*'#&'� &/!�,!+� �+A!'� ./&A�-#&� �))� �+.�'A#&�
'!+#)&!+G�+'!�A-!)A�*#A'���+!&())�.'(A!(/3A#&�!)43-!��//(*!)�#)&'!�+#).�A'!�&(,!'�.!�&.�
A(�ELQG�2!.3&(+3/�A!)�+'3.A#&X5/&R6�.!.A#)!+�K2+6-M�'�).#).�+'(-�@�A(�P�.(A!)A#�//3�'�)�
A'!�+�-!�./3&(+3/�A#()+��+�2+-�@� A(�PF��))� A'!'!+('!F�+(+A*�'!� A'!�A-!)A�*�+��)�/(.(&+�
K*#A'�A'!�!/!-.A#()�(+�A'!�!/A'��-()#+#&�A#()�&(''!+.())#).�A(�A'!�5/&R6MG�6)+('A&)�A!/3F�
)(�)!*�./3&(+3/�A#()�-()#+#&�A#()+�*!'!�(0+!',!)�*#A'���52)�'#.'!'�A'�)�JJQG�-(A!)A#�/�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

WP�

+!'#)!� �))� A''!()#)!� '!+#)&!+� +&+&!.A#0/!� (+� 0!#).� ./3&(+3/�A!)F� �+� (0+!',!)�*#A'� 52)�
/(*!'�A'�)�JPQ�*!'!B�"!'�PJF+''�@NOF"!'�OOJF�+''�PWLF�"!'ONOF�+''ONWF�"!'OJLG�
�

6/3656"�/3"�
)!+&/A+� (0A�#)!)� +&..!+A!)� A'�A� +�-./!� .'!.�'�A#()� +'(&/)� 0!� -()#+#!)� #)� (')!'� A(�

#)&'!-!)A� &(,!'�.!G��)'#&'-!)A�(+�.!.A#)!+� �))� +!/!&A#()�(+�(A'!'�.'(A!(/3A#&� !)43-!+�

*(&/)�'!/.� A(� #)&'!�+!� A'!�)&-0!'G��(*!,!'F� A'!+!�!/.!'#-!)A+�'!V&#'!)� #),!+A#).� A#-!�

�))�.'(A!#)G�+�(#).�#)A(��&&(&)A�A'!�'!+&/A+�A'�A�&(&/)�'�,!�0!!)�(0A�#)!)�#)���A'('(&.'�
+A&)3��.�#)+A�A'!�A#-!�A'�A�*�+�)!!)!)F�#A�*�+�)!&#)!)�A(�.'!+!'!)A#�//3�#)A!))�A'!�!++('A+�
+('��)(A'!'�.'(2!&AG�
�

� �



Results_Chapter 1�

WO�

��'�
���
	6
.0!�*��*

�

+'!�)#.!.A#)3/�.!.A#)�+!��1�+A'&&A&'!�#+�&'�'�&A!'#4!)�03�.R'�3�&'3+A�//#4�A#()GHPDI� �+!�'&'�
#)�A'!�-'(A!#)�2�A�0�+!�(+�'&-�)�2--��1�+A'&&A&'!+�.#,!+���A(A�/�(+�WJ�!)A'#!+G� //�(+�A'!-�
'�,!� 0!!)� (0A�#)!)� 03� .R'�3� &'3+A�//#4�A#()F� �))� A*(� (+� A'!-� (++!'� �� .(()� '!+(/&A#()�
0!A*!!)� @GP� �))� C� 3G� +'(+!� +A'&&A&'!+� .'(,#)!� !++!)A#�/� #)+('-�A#()� #)� (')!'� A(�
&))!'+A�))� A'!�0!'�,#(&'�(+�2--� �1� #)'#0#A('+��))� A'!� #)A!'�&A#()�(+� A'!�.'(A!�+!�*#A'�

(A'!'�.'(A!#)+G�1!3�'!+#)&!+�#)�A'!�&()A�&A�+&'+�&!+��'!�#)!)A#+#!)��))�)!*�-(/!&&/!+�*#A'�

'#.'!'��++#)#A3�+('�2--��1�&�)�0!�!).#)!!'!)�#)�0�+!�(+�A'#+�#)+('-�A#()G�
�(*!,!'F� .R'�3� .'(,#)!+� '#.#)� �))� +A�A#&� +A'&&A&'!+F� �� +'(4!)� +A�A!� (+� A'!� .'(A!#)� #)� ��
.�'A#&&/�'�-(-!)AG��A�#+�)(*�)�3+�*!//��&&!.A!)�03�A'!�+&#!)A#+#&�&(--&)#A3�A'�A�.'(A!#)+�
�'!� )3)�-#&� �))� A'�A� A'#+� -(0#/#A3� #)+/&!)&!+� 0#(/(.#&�/� .'(&!++!+� 03� &'�).!+� #)� A'!�
�++#)#A3��))�0#))#).�A#-!�*#))(*GH@EWI�

�)� A'!� &�+!�(+�2--� �1F� A'!'!� #+�)(� +A&)3��0(&A���.(++#0/!�)3)�-#+-G��(*!,!'F�.'!,#(&+�

+A&)#!+� ()� .'(/3/� (/#.(.!.A#)�+!� K-/-MF� �� &/(+!/3� '!/�A!)� .'(A!#)� A(� 2--� �1F� '�,!�
)!-()+A'�A!)� A'!�.'!+!)&!�(+�-/-� &()+('-!'+GH@ENI�2&!� A(� A'!�'#.'� +A'&&A&'!�'(-(/(.3�

0!A*!!)�A'!+!�.'(A!#)+�#A�*�+�'3.(A'!+#4!)�A'�A�2--��1�&(&/)�+!�A&'!�)3)�-#+-��+�*!//G�

�

�

@GDG@G�3&&/!�'�&�.)!A#&�)!+()�)&!�

3&&/!�'� &�.)!A#&� )!+()�)&!� K3&)M� #+� �� .(*!'+&/� A!&')#V&!� A'�A� �//(*+� A'!� +A&)3� (+�
.'(A!#)+�#)�+(/&A#()G�3&)�+A&)3�(+�-/-�'�)�'!,!�/!)���)3)�-#&�!V&#/#0'#&-�0!A*!!)�A*(�

&()+('-!'+G� 0!+#)!+F� A'!� !V&#/#0'#&-� &�)� 0!� +'#+A!)� A(� A'!� /!++� )3)�-#&� &()+('-!'� 03�

�))#A#()�(+�-/-�#)'#0#A('+GH@L@I�5#,!)�A'!�.(A!)A#�/�(+�3&)�A(�.'(,#)!�)3)�-#&�#)+('-�A#()F�
�))� A'!�.(+#A#,!� '!+&/A+�(0A�#)!)�*#A'�-/-F� A'#+� A!&')#V&!�*�+�+!/!&A!)� +('� A'!�+A&)3�(+�
2--��1�)3)�-#+-G�

�

 �$� � �	7+0	������	��	������	����)	

3&)�#+�0�+!)�()�A'!�-�.)!A#&�.'(.!'A#!+�(+�)&&/!#��A(-+G��)�A'!�+#!/)�(+�.'(A!#)+F�3&)�'�+�
0!!)�&+!)� #)� A'!� !/&&#)�A#()� (+� A'#)#-!)+#()�/� +A'&&A&'!+H@EJIF� �+�*!//� �+� #)� A'!� +A&)3� (+�
.'(A!#)�#)A!'�&A#()+�K.'(A!#)R.'(A!#)��))�.'(A!#)R/#.�))MGH@PLI�
6.()� 0#))#).� (+� .'(A!#)�*#A'� �)� #)A!'�&A#()� .�'A)!'F� A'!� .'(A!#)� +A'&&A&'!� !/.!'#!)&!+�
&'�).!+F� !#A'!'� #)� �� /(&�/#4!)� ('� ./(0�/�-�))!'G�3&&/!#� .'(.!'A#!+� �'!� �/A!'!)� 03� A'!+!�
+A'&&A&'�/�-()#+#&�A#()+F��))�3&)��//(*+� A'!�(0+!',�A#()�(+� &'�).!+�03� A'!�-!�+&'!�(+�
.�'�-!A!'+� +&&'� �+� &(&./#).� &()+A�)A+� ('� &'!-#&�/� +'#+A+� #)� _-�.)!A#&�//3� �&A#,!U�)&&/!#�
KA3.#&�//3B�@�F�@P3��))�@D6MG�
�

3&)� +A'&&A&'!� +A&)3� &�)�0!� +(&&+!)� #)� A'!�(0+!',�A#()�(+� A'!�.'(A!#)� K'!&!.A('M�('� A'!�
.�'A)!'� K/#.�))MG� �)� A'!� +#'+A� &�+!F� .'(A!#)+� '�,!� A(� 0!� #+(A(.#&�//3� !)'#&'!)G� +'!�-(+A�

&(--()�!/.'!++#()�+3+A!-� +('�+A�0/!�!/.'!++#()�(+� /�0!/!)�.'(A!#)+� #+���	����F�+#)&!� #A� #+�
,!'+�A#/!� �))� 3#!/)+� �'!� )('-�//3� '#.'G� �(*!,!'F� �+� �� .'((�'3(A!F� ��	 ����� #+� &)�0/!� A(�
.'()&&!� .(+ARA'�)+/�A#()�/�-()#+#&�A#()+G� �)� (')!'� A(� (,!'&(-!� A'#+� '&')/!F� �� +!'#!+� (+�
/�0!/#).� A!&')#V&!+� #)�!&(�'3(A!�'�+�0!!)�)!,!/(.!)GH@P@I��)�3!�+AF����-��	��������H@PCI��))�
8��)����)��	������	H@PDIF��'!�&(--()�+.!&#!+F�0!#).� A'!�+!&())�()!�+&.!'#('� #)� A!'-+�(+�

.'(A!#)� !/.'!++#()� '!.'()&&#0#/#A3G� �/.'!++#()� (+� /�0!/!)� .'(A!#)+� #+� �/+(� .(++#0/!� #)�
#)+!&AH@PEI� �))�-�--�/#�)� &!//+GH@PPI� +'!�-('!� +#-#/�'� A'!� !/.'!++#()� +3+A!-F� A'!�-('!�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

WW�

+A'&&A&'�/� '!+!-0/�)&!� *#//� '�,!� A'!� /�0!/!)� !/.'!++!)� .'(A!#)� A(� A'!� '&-�)� ()!G�
�(*!,!'F�3#!/)�#+�#),!'+!/3��++!&A!)G��
)!&!)A/3F� &!//R+'!!� K�/+(�)�-!)��+� ��	�����M�.'(A!#)� +3)A'!+#+�'�+�)'�*)��AA!)A#()� +('� #A+�
�../#&�A#()� #)� 3&)G� 53+�A!+� (+� ��	 ����� &(-./!-!)A!)� *#A'� ./&A�A'#()!� 0&++!'� �))� A'!�
!)43-!�)#+&/+#)!� #+(-!'�+!F�'�+�0!!)�+&&&!+++&/� #)� A'!�!/.'!++#()�(+�.'(.!'/3�+(/)!)� @P3�
/�0!/!)� !&(�'3(A#&� .'(A!#)+GH@POI�  /+(F� /3+�A!+� (+� *'!�A� .!'-� '�,!� 0!!)� )!,!/(.!)GH@PWI�
�(*!,!'F� &!//R+'!!� A!&')#V&!� #+� +A#//� )(A� +&#A�0/!� +('� '#.'!'� .(+ARA'�)+/�A#()�/�
-()#+#&�A#()+G�
�

0!+#)!+� (+� A'!� #+(A(.#&�//3� /�0!/#).� (+� .'(A!#)+F� 3&)� '!V&#'!+� '#.'� '!&!.A('�

&()&!)A'�A#()+G� �)� +(-!� &�+!+F�.'(A!#)+� A!))� A(� �..'!.�A!F�*'#&'� &(-./#&�A!+F� �))� !,!)�
�,(#)+F�A'!#'�+A&)3�03�A'#+�A!&')#V&!G�
 )(A'!'� �+.!&A� '!/�A!)� A(� .'(A!#)� +A�0#/#A3� #+� A'!� A#-!� )!!)!)� +('� 3&)� !/.!'#-!)A+G�

+3.#&�//3F� A'!+!� !/.!'#-!)A+� �'!� .!'+('-!)� )&'#).� +!,!'�/� '(&'+� ('� )�3+F� #)�*'#&'� A'!�

.'(A!#)�-�3�.'!&#.#A�A!G�
�)�(')!'�A(�(,!'&(-!�A'!�+A�0#/#A3�.'(0/!-+F�.(A!)A�'#.'�+#!/)�-�.)!A+�KNLL��))�JLL�&�4M�
�))�&((/!)�&'3(.!)#&�.'(0!+G�
�

 //� A'!+!� �),�)&!+� #)� A'!� �../#&�A#()� (+� 3&)� +('� A'!� +A&)3� (+� .'(A!#)+� �'!� .�A!)A� #)�
0#0/#(.'�.'3G�+'!�A!&')#V&!�'�+�0!!)�&+!+&/�#)�+A'&&A&'!�!/&&#)�A#()H@PNIF�!#A'!'��+���&)#V&!�
A((/H@PJI� ('� #)� &(-0#)�A#()� *#A'� (A'!'F� +&&'� �+� -(/!&&/�'� )3)�-#&+H@OLI� ('� &#'&&/�'�
)#&''(#+-� +.!&A'(+&(.3GH@O@IF� #)� .'(A!#)� )3)�-#+-� #),!+A#.�A#()H@OCR@OPIMF� #)� A'!� +A&)3� (+�
.(+ARA'�)+/�A#()�/�-()#+#&�A#()+�!++!&A+� #)�+A'&&A&'!��))�0#))#).�.'(.!'A#!+H@OOF�@OWIF��))� #)�
/#.�))�0#))#).FH@ONI��-().�-�)3�(A'!'�!/�-./!+G�

�

 �$� �"�	!���)	��	���&	�������	*)	7+0	

"A&)3�(+�/�'.!�.'(A!#)+�03�3&)�'!.'!+!)A+���&'�//!).!G�
5#'+A� '&')/!� #+� '!/�A!)�*#A'� +#.)�/� /#+!A#-!� )&'#).� �&V&#+#A#()G� "#.)�/� '!/�/�A#()F�*'#&'�

&/A#-�A!/3�&�&+!+�+#.)�/�/(+AF�#+���.'!)(-!)��.'()&&!)�03�A'!�_�&A#,!U�)&&/!#G�+'&+F�*#A'���
/�'.!�)&-0!'�(+�)&&/!#� #)A!'�&A#).��-().� A'!-F��� +�+A!'�'!/�/�A#()� #+�(0+!',!)G�5('� A'�A�
'!�+()F�/�'.!�.'(A!#)+�'!/�/�+�+A!'�A'�)�+-�//!'�()!+F�'!+&/A#).�#)�/(*�+#.)�/�+!)+#A#,#A3G��
"�-./!� .'!.�'�A#()� &�)� 0!� A�#/('!)� A(� �,(#)� +�+A� '!/�/�A#()G� +'#+� #+� �&&(-./#+'!)� 03�

+�-./!�.!')!&A!'�A#()G�C2�#+��)� _#)�&A#,!U�)&&/!#�#)�&()A'�.(+#A#()�A(�@�F��))�A'&+F�.'(A!#)�
.!')!&A!'�A#()��//(*+�'!)&&A#()�(+�)&&/!#�#)A!'�&A#()��))�+&0+!V&!)A�+�+A�'!/�/�A#()G�
0!+#)!+F� A(� &(&)A!'0�/�)&!� '!/�/�A#()� #)� /�'.!� .'(A!#)+F� �� )&-0!'� (+� !/.!'#-!)A+� '�,!�
0!!)� )!,!/(.!)G� +'�)+,!'+!� '!/�/�A#()� (.A#-#4!)� +.!&A'(+&(.3� K+)/"1MR0�+!)� .&/+!�
+!V&!)&!+� '!.'!+!)A� A'!� -�#)� +A'�A!.3� +('� A'!� +A&)3� (+� A'!+!� .'(A!#)+GH@OJIG� +'!� '#.'�
+!)+#A#,#A3� (+� +)/"1� !/.!'#-!)A+� '!/#!+� #)� A'!� +!/!&A#()� (+� A'!� +/(*R'!/�/#).� +#.)�/�
&(-.()!)AF� #)� +.#A!� (+� A'!� +/(*� �))� +�+A� &(-.()!)A� #)A!'&(),!'+#()� .!'+('-!)� 03�

A'�)#A#()�/��"76�!/.!'#-!)A+G�

�

 �+!&())�'&')/!��++(&#�A!)�*#A'�A'!�+A&)3�(+�/�'.!�.'(A!#)+�03�3&)�#+�A'!�/�'.!�)&-0!'�(+�

(,!'/�..#).�+#.)�/+�#)�A'!�+.!&A'�G��)A!'.'!A�A#()�(+�&'(*)!)�+.!&A'��#+�!/A'!-!/3�)#++#&&/A�

('�!,!)�#-.(++#0/!G�

 +� �� +(/&A#()F� +�-./!+� �'!� +!/!&A#,!/3� /�0!/!)G� "!,!'�/� +!/!&A#,!� /�0!/#).� -!A'()+� �'!�
�,�#/�0/!�#)���	����F��))��'!�0�+!)�#)�A'!��)-#)#+A'�A#()�(+�#+(A(.#&�//3�/�0!/!)��-#)(��&#)+�



Results_Chapter 1�

WN�

('�.'!&&'+('+�A(��&/(A'(.'#&�&!//�+A'�#)+�K&!//+�*'!'!���.�'A#&&/�'��-#)(��&#)�0#(+3)A'!A#&�
.�A'*�3�#+�)#+'&.A!)MG�+'&+F�&!//+��'!�.'(*)�#)�A'!�.'!+!)&!�(+�A'!�&(''!+.())#).�/�0!/!)�
-(/!&&/!� A'�A� #+� #)&('.('�A!)� #)� A'!�.'(A!#)G�5('� !/�-./!F� +&../!-!)A�A#()�(+�5!&X1�/R

�&/(A'(.'#&� ��	 ����	 &!//+�*#A'�&!A'3/R@D6RαR(!A(� #+(,�/!'#&� �&#)F� /!�)+� A(�&!A'3/R@D6R5!&�

�))�&!A'3/R@D6R1�/� /�0!/!)�.'(A!#)F��))�@P3R#))(/!� #+�&+!)�+('�@P3R+'3.A(.'�)� /�0!/#).�(+�
.'(A!#)+G�"#.)�/�)&-0!'� #+� &()+#)!'�0/3� '!)&&!)�03� +!/!&A#,!� /�0!/#).F�0&A� +#)&!� '!+#)&!�
A3.!� #+� )#+A'#0&A!)� �/().� A'!� A'#)#-!)+#()�/� +A'&&A&'!F� A'!� +&0+!A� (+� 3&)� .!�(+� �'!F�
.!)!'�//3F���'!.'!+!)A�A#()�(+�A'!�(,!'�//�.'(A!#)�+A'&&A&'!G�
5#)�//3F� +('�+.!&A'�� #)A!'.'!A�A#()F�&(),!)A#()�/�-!A'()+�&+!)� #)�3&)� +('�'!+#)&!R+#.)�/�
�++#.)-!)A�&�))(A�0!� A'�)+/�A!)� A(� /�'.!�.'(A!#)+G�+'&+F�+#.)�/+��'!��++#.)!)�03�+.!&#+#&R
+#A!�-&A�.!)!+#+F�*'#&'��++(')+���+#.)�/�)#+�..!�'�)&!�#)�A'!�+.!&A'�G�
�

)!.�')#).� A'!� A'#)#-!)+#()�/� +A'&&A&'!� )!A!'-#)�A#()� (+� /�'.!� .'(A!#)+F� #A� #+� .'�&A#&�//3�
#-.(++#0/!�03�-!�)+�(+�3&)G�+'!�0�&(0()!�+#.)�/�(,!'/�..#).�#+�#)'!'!)A�(+�A'!+!�A3.!+�
(+�.'(A!#)+F��))�A'!)F�0�&(0()!��++#.)-!)A�&�))(A�0!�)()!G�
�

�(*!,!'F�.'(A!#)�)3)�-#+-�&�)�0!�)!+&'#0!)� #)� /�'.!�.'(A!#)+G�6()+('-�A#()�/�&'�).!+F�
*'#&'�(&&&'�#)�A'!�-#//#+!&())�K-+M�A#-!R+&�/!�K+/(*MF��++!&A�A'!�'!/�/�A#()G�+'&+F�.'(A!#)�
)3)�-#+-� &�)�0!�-()#A('!)�03� &'�).!+�()� A'!� A'�)+,!'+!� '!/�/�A#()�.�'�-!A!'� K+CMG� �A�

'�+� A(� 0!� +.!&#+#!)� A'�A� .'(A!#)� +'(&/)� 0!� .!')!&A!'�A!)� #)� (')!'� A(� �,(#)� +�+A� +#.)�/�
'!/�/�A#()G�
�

�

@GDGCG�2--��1�+A&)3�03�3&)�

�

2--��1� #+��'(&))�CCL�12�F��))�!�&'�-()(-!'�&()A�#)+�WCN�'!+#)&!+� K!/.'!++!)� +('-� #+�
DJRWOOMG�"#)&!���&)#+('-�/�0!/#).�*(&/)�.'(,#)!�#)&('!'!)A�#)+('-�A#()F�+!/!&A#,!�/�0!/#).�
*�+�A'!)F�A'!�+(/&A#()G��
�

&!A'3/R@D6R-!A'#()#)!� /�0!/#).� '�+� 0!!)� .'!,#(&+/3� &+!)� +('� A'!� +A&)3� (+� )3)�-#+-� #)�

.'(A!#)+�*#A'�.(()� '!+&/A+G� �)� A'!�&�+!�(+�-/-F� A'#+� +A'�A!.3��++(')!)�'#.'� V&�/#A3� #)� A'!�
+#.)�/� A(� )(#+!� '�A#(� �))� *!//R'!+(/,!)� +#.)�/� )#+A'#0&A#()� #)� A'!� +.!&A'�� *#))(*G�

)!.�')#).�2--��1F�#A�'�+�@E�-!A'#()#)!�'!+#)&!+F�)#+A'#0&A!)��/().�A'!�+A'&&A&'!G�
5#,!)�@M�A'!�.(+#A#,!�(&A&(-!�(+� A'#+� /�0!/#).� #)�-/-�+A&)3�03�3&)F�CM�A'!� +�&A�A'�A�-/-�
�))�2--� �1�'�,!�+#-#/�'� A'#)#-!)+#()�/�+A'&&A&'!+F��))� DM� A'�A�*#A'�()/3� @E�-!A'#()#)!�

'!+#)&!+F� +.!&A'�� (,!'&'(*)#).� *�+� )(A� !/.!&A!)F� #A� *�+� )!&#)!)� A(� �../3� A'!� +�-!�

/�0!/#).�-!A'()(/(.3�#)�A'!�2--��1�+A&)3G�

�

�(*!,!'F�*'#/!�+('���	����	A'!'!��'!�+!,!'�/�-!A'()(/(.#!+F�0�+!)�#)�A'!��))#A#()�(+�/�0!/!)�
-(/!&&/!+� #)� A'!� &&/A&'!F� /�0!/#).� +A'�A!.#!+� #)� #)+!&A� &!//+� &()+#+A�()� A'!�&+!�(+� /�0!/!)�
-!)#�F�!#A'!'�&&+A(-�('�'(&+!R-�)!G�+'!�+#'+A�.'(&.�(+�-!)#��#+�!/.!)+#,!F��))�A'!�+!&())�
#+�)#++#&&/A�A(�(.A#-#4!��))�.'(A!#)�3#!/)+�,�'3�+'(-�0�A&'�A(�0�A&'G�
+'!'!+('!F�+('�A'!�+A&)3�(+�2--��1�03�3&)F��)�#)A!'-!)#�A!�(.A#()�*�+�+!/!&A!)G�2!./!A!)�

"+RJLL� ���"5&� #+��)� #)+!&A�&!//�-!)#�� A'�A�&()A�#)+��//� A'!�)&A'#!)A+�)!!)!)� +('�(.A#-&-�

.'(A!#)� !/.'!++#()� !/&!.A� +('�&!A'#()#)!� �))�63+A#)!G�+'&+F�-!)#�� #+� &(-./!A!)�03� A'!�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

WJ�

�))#A#()�(+�()/3� A*(� '!�.!)A+F�*'#&'��,(#)+�0�A&'� A(�0�A&'� #)&('!'!)&!+G�+'#+�)!./!A#()�
�//(*!)�A'!�+&../!-!)A�*#A'�/�0!/!)�-!A'#()#)!�#)+A!�)�(+�A'!�&(/)��-#)(�&#)G��
�

+'!� -�#)� )#+�),�)A�.!� (+� #)+!&A� &!//+� #+� A'�A� .!')!&A!'�A#()� #+� )(A� .(++#0/!G� +'!)F�
'!/�/�A#()�!/.!'#-!)A+F�*'#&'�*(&/)��++(')� #)+('-�A#()��0(&A���.(++#0/!�&()+('-�A#()�/�
!V&#/#0'#&-F� &�))(A�0!�.!'+('-!)G� +��� +(/&A#()F� #A�*�+�.'(.(+!)� A(� +A&)3� A'!�6'!-#&�/�
"'#+A�-!'A&'0�A#()�K6"-M�(+�&!A�+#.)�/+�#)�A'!�+.!&A'��&.()�0#))#).�(+�+-�//�-(/!&&/!+G� +�

(0+!',!)�#)�-/-F�+.!&#+#&�+.!&A'��+#.)�/+�+&++!'���)#+./�&!-!)A�#)�A'!�&'!-#&�/�+'#+A��))X('�
��&'�).!� #)� A'!�+#.)�/� #)A!)+#A3G�"&0+!V&!)A�+#A!R+.!&#+#&�-&A�.!)!+#+�!/.!'#-!)A+�+'!)+�

/#.'A�()�A'!�#)!)A#+#&�A#()�(+�+/!/#0/!�.'(A!#)�'!.#()+G�
�

 �$�"� 	+�-)�3 $�	+�-�����	������	��*���&	

 �+!/!&A#,!�/�0!/#).�&()+#+A#).�#)�&!A'3/R@D6�&!A'#()#)!�*�+�+!/!&A!)�+('�A'!�3&)�+A&)3�(+�
2--� �1G� +'#+� /�0!/#).� #+� �&'#!,!)� #)� #)+!&A� &!//+� 03� A'!� &+!� (+� )!./!A!)� "+RJLL� ��� "5&�
+&../!-!)A!)�*#A'�@D6R&!A'3/�&!A'#()#)!G�6(-./!A!�-!)#��*�+�(0A�#)!)�03�.'!R*�'-#).�

�A�DWa6��))�A'!)�+&../!-!)A#).�*#A'�@�.X5�(+�@D6R&!A'3/�&!A'#()#)!��))�LG@PL�.X5�(+�5R
63+A#)!G�"+J�&!//+�*!'!�.'(*)� #)� A'!�&+&�/�&&/A&'!�-!)#�� K"+RJLL� ����"5&M��))� A'!�)�3�(+�
#)+!&A#()F� &!//+� *!'!� '�',!+A!)� �))� '!+&+.!))!)� #)� A'!� /�0!/!)� -!)#�� �A� �� +#)�/�
&()&!)A'�A#()�(+�D�/�@LO�&!//+�X-5G�+'!)F�0�&&/(,#'&+�*�+��))!)G��)&&0�A#()F�)#�+#/A'�A#()�
�))�.&'#+#&�A#()�*!'!�.!'+('-!)�#)�A'!�+�-!�*�3��+�A'!�)()R/�0!/!)�.'(A!#)G� +A!'�!/&A#()F�
2--� �1� 0&++!'� *�+� !/&'�).!)� A(� PL� -&� 2@@� +'#+� .�� c� WGJF� PL� -&� 3�6/� #)� JLQ�

2C/X@LQ�C/G�-'(A!#)�*�+�+#)�//3�&()&!)A'�A!)�&)A#/�'!�&'#).���,�/&!�&/(+!�A(�@LL�d&G�
�

 �$�"�"�	+�-)�3(0,!9	#������	

2--��1F��+���/�'.!�.'(A!#)F�'!/�/!+�V&#A!�+�+A�&(-.�'!)�A(�+-�//�('�-!)#&-R+#4!)�.'(A!#)+G�

5('�A'�A�'!�+()F�A'!�&!A'3/R+)/"1�!/.!'#-!)A�H@WLI�*�+�+!/!&A!)G�
�

&!A'3/R+)/"1�!/.!'#-!)A�&()+#+A+�()����&76�+!V&!)&!�(.A#-#4!)�+('�/�'.!�.'(A!#)+G�2&!�
A(� �� )#++!'!)A#�/� -�.)!A#&� A'�)++!'!)&!F� A'!� #)A!'+!'!)&!� 0!A*!!)� #)A'�R-!A'3/� )#.(/�'�
#)A!'�&A#()+�#+�'!)&&!)F��))�A'!)F�+!)+#A#,#A3�#+�#)&'!�+!)G�H@WLI�
�/.!'#-!)A+� *!'!� .!'+('-!)� �A� OLL� �))� NLL� &�4� 0'&(!'� 2#.#A�/�  ,�)&!� 3&)�
#)+A'&-!)A+�+#AA!)�*#A'�A'#./!R'!+()�)&!�4R�/#+�.'�)#!)A�&'3(.'(0!+G�
0!+('!��))��+A!'�!�&'�&!A'3/R+)/"1�!/.!'#-!)AF�-()()#-!)+#()�/�.'(A()�3&)�+.!&A'��
*!'!�'!&(')!)�#)�(')!'�A(�!,�/&�A!�+�-./!�#)A!.'#A3G�2�A��*!'!�.'(&!++!)�*#A'�+(.+#)�CGLG�

�

 +�(0+!',!)�#)�A'!�+.!&A'��(+�+#.&'!�@G@WGF�+#.)�/+�*!'!�)#&!/3�(0+!',!)�+('�/�0!/!)�2--��1F�
#)�0(A'�-�.)!A#&�+#!/)�#)+A'&-!)A+F�0NLL��))�0OLLG�
5'(-� A'!�.(A!)A#�/� @E�-!A'#()#)!+F� @@�+#.)�/+��'!�)!A!&A!)G�+'!� A�0/!� #)+!'A!)� #)� +#.&'!�
@G@WG�&()A�#)+�A'!�&'!-#&�/�+'#+A+�(+�A'!�@D6R&!A'3/�&!A'#()#)!�+#.)�/+�(+�2--��1G�
�

�

�

�

�

� �



Results_Chapter 1�

NL�

��,!��

!%*&$#
 @3�"5
A++*B


@3�"5
A++*B


@� CFLD� @DFPJ�

C� CF@E� @EFDE�

D� CF@N� @EFOL�

E� CF@D� @EFPE�

P� CF@C� @EFNW�

O� CFLE� @PFDL�

W� @FNP� @EFCN�

N� @FCN� @EFNL�

J� @FLO� @DFOE�

@L� LFWP� @CFJE�

@@ CF@C @PFOJ

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

5#.&'!�@G@WGB&!A'3/R+)/"1�+.!&A'��&(''!+.())#).�A(�-!A'3/R@D6�-!A'#()#)!�/�0!/!)�2--��1�KDJRWOOM

��

�������
��
��

	�


�

���

��

���



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

N@�

0NL�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5#.&'!�@G@NGB�&!A'3/R+)/"1�+.!&A'��(+�-!A'3/R@D6�-!A'#()#)!�/�0!/!)�2--��1�KDJRWOOM�#)�0OLL�K.#)(M�
�))�0NLL�K0/&!M�&�4�-�.)!A+G�

�

�

@GDGDG�"#.)�/��++#.)-!)AB�"#A!R)#'!&A!)�-&A�.!)!+#+�

�

 �$�$� �	!��3������	����&����	

"#.)�/� #)A!'.'!A�A#()� #)� /�'.!� .'(A!#)+� #+� ()/3� .(++#0/!� 03� -!�)+� (+� +#A!R)#'!&A!)�
-&A�.!)!+#+G�5('�A'�A�'!�+()F�A'!�-&A�.!)!+#+�(+�-!A'#()#)!�'!+#)&!+�*�+�./�))!)G�5'(-�
A'!� @E�-!A'#()#)!�.'!+!)A� #)� A'!� +(/&0/!�2--� �1�.'(A!#)� !/.'!++!)F� +#,!�*!'!� +!/!&A!)G�

+'#+� +!/!&A#()� *�+� 0�+!)� &.()� A'!� +#A&�A#()� (+� A'!+!� '!+#)&!+� #)� A'!� A'#)#-!)+#()�/�
&'3+A�//(.'�.'#&�+A'&&A&'!�(+�2--��1�K@�C/MG�

�)� +#.&'!�@G@JG�+!/!&A!)�-!A'#()#)!+��'!�)!.#&A!)� #)�('�).!G�+'!+!�'!+#)&!+��'!B�&!AECPF�

&!APLDF�&!APLJF�&!APJ@��))�&!AOW@G� //�(+�A'!-��'!�/(&�A!)�#)�A'!�#)A!')�/�&�,#A3�(+�2--�
�1� 0!A*!!)� A'!� A*(� )(-�#)+G� "!'ODL� +'(-� A'!� �&A#,!� +#A!� #+� )!.#&A!)� #)� .'!!)G� +'!)F�
+A'&&A&'�/�&'�).!+� #)� A'!��&A#,!�+#A!F�('�&/(+!R03F�*#//�+A'()./3��++!&A� A'!�&'!-#&�/�+'#+A�(+�
A'!�@D6R&!A'3/�+'(-�A'!+!�-!A'#()#)!�'!+#)&!+G�

�

�

�

�

�

�



Results_Chapter 1�

NC�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5#.&'!� @G@JGB� 2--� �1� &'3+A�//(.'�.'#&� +A'&&A&'!G� &!A'#()#)!� '!+#)&!+� +!/!&A!)� +('� -&A�.!)!+#+� �'!�
'#.'/#.'A!)�#)�('�).!F��))�"!'ODLF�&(''!+.())#).�A(�A'!�+!'#)!�(+�A'!��&A#,!R+#A!F�#+�)!.#&A!)�#)�.'!!)G�

�

�

"#A!R)#'!&A!)� -&A�.!)!+#+� (+� +!/!&A!)� '!+#)&!+� *�+� ./�))!)� A(� -()#+3� -!A'#()#)!� 03�

/!&&#)!G� 0(A'� �-#)(� �&#)+� �'!� &/�++#+#!)� �+� )().(/�'� K'3)'(.'(0#&M� �))� '�,!� �� +#-#/�'�
&'�#)� /!).A'G� 5&'A'!'-('!F� +&0+A#A&A#()� (+�-!A'#()#)!�*#A'� /!&&#)!� '�+� 0!!)� .'(,!)� #)�
-/-G��)�0�+!)�(+�A'#+�-()#+#&�A#()F�-&A�A!)�5('*�')��))�)!,!'+!�.'#-!'+�K-5-��))�-)-M�
*!'!�)!+#.)!)�*#A'�A'!�'!/.�(+�A'!�-&A�.!)!+#+� .#/!)A�+(+A*�'!G�
&&A�)A+�*!'!�)�-!)��+�&ECP5F�&PLD5F�&PLJ5F�&PJ@5��))�&OW@5G�
 /A'(&.'�-&A�.!)!+#+�*�+�!/.!&A!)� A(�0!���+#-./!�!/.!'#-!)AF� #A� A&')!)�(&A� #)A(�()!�(+�

A'!�-�2('�(0+A�&/!+�)&'#).�A'#+�'!+!�'&'G�
�

"+) +�51�/3��
5#'+A�+A'�A!.3�*�+�A'!�&+!�A'!�7&#&(6'�).!����&&A�.!)!+#+�(#AG��A��//(*+�A'!��-./#+#&�A#()�
(+�./�+-#)+�*#A'�A'!�'!/.�(+�-&A�A!)�.'#-!'+�A'�A�&()A�#)�A'!�S&A.T�&()()�0!/().#).�A(�5!&�
#)+A!�)�(+� S�A.T� +('� A'!� +('*�')�.'#-!'F�('� S&�.T� #)+A!�)�(+� S&�AT� +('� A'!� '!,!'+!�.'#-!'G�

+'#+��-./#+#&�A#()�#+�.!'+('-!)�#)�()!�+#)./!�-6)G� +A!'�#AF�.�'!)A�/�)()R-&A�A!)�./�+-#)�

#+� )#.!+A!)�*#A'� A'!� !)43-!� 2.)�G� �A� +.!&#+#&�//3� '!&(.)#4!+�-!A'3/�A!)� 23 F�*'#&'� #+�

.'()&&!)�03���	����F�0&A�)(A�03�&'!-#&�/�23 ��-./#+#&�A#()G�+'!'!+('!F�.�'!)A�/�./�+-#)�

(0A�#)!)� +'(-�-#)#R&&/A&'!+� (+� ��	 �����*(&/)� 0!� )!.'�)!)� #)� +'()A� (+� A'!� )!*�-&A�A!)�
./�+-#)+G� �+-�//�)#&(�#)�A'!�23 �&'�#)�0!A*!!)�A'!�+A�'A��))�A'!�!))�(+�A'!��-./#+#&�A#()�
'!�&A#()�*#//� '!-�#)F� 0&A� �+A!'� A'�)++('-�A#()� (+� 0�&A!'#��*#A'� A'#+� .'()&&AF� #A�*#//� 0!�

/#.�A!)�03�&!//+G�
+'!)F� .5�+A0�&� �5+R6� &()A�#)#).�*A� '&-�)�2--� �1�*�+� +&0-#AA!)� A(� A'!�-&A�.!)!+#+�
'!�&A#()G�+'#+�./�+-#)�#+��/'!�)3�0#.�K�'(&))�PLLL�0.M��))�2--��1�'�+�#)&'!-!)A!)�#A+�+#4!�

#)� CLLL� 0.� -('!G�  /A'(&.'� )#++!'!)A� -6)� &())#A#()+� *!'!� �++�3!)� K&'�).!� (+�
&()&!)A'�A#()+�(+�.'#-!'+F�A!-./�A!F��))�'!�.!)A+��+�*!//��+�-()#+#&�A#()�(+�A!-.!'�A&'!�
�))�A#-!�(+�-6)�+A!.+MF�)()!�(+�A'!�&())#A#()+��//(*!)�(0A�#)#).�0�&A!'#�/�&(/()#!+G��A�*�+�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

ND�

&()&/&)!)� A'�A�0!&�&+!�(+� A'!� /�'.!�+#4!�(+� A'!�./�+-#)F� A'!�-+&6/A'��.(/3-!'�+!�!)43-!�

&(&/)� )(A� �-./#+3� #A� &(-./!A!/3G� � /�'.!� +-!�'#).�*�+� )!A!&A!)F� �� &/!�'� +#.)�/� A'�A� A'!�
�-./#+#&�A#()�'!�&A#()�*�+�)(A�.#,#).���+#)./!�.'()&&AG� �.&'#+#&�A#()�+A!.�0!+('!�0�&A!'#�/�
A'�)++('-�A#()�*�+�A'!)��))!)�#)��)��AA!-.A�A(�!)'#&'�A'!�.(.&/�A#()�(+�A'!��..'(.'#�A!�
+#4!�./�+-#)�#)�+'()A�(+�#)&(-./!A!�+.!&#!+G��(*!,!'F�#A�)#))UA��++(')�&(/()#!+G�
�

"+) +�51�+//�

 A�A'�A�.(#)AF�#A�*�+�)!&#)!)�A(�&'�).!�A'!�-&A�.!)!+#+�+A'�A!.3�K+#.&'!�@GCLGMG� �+#'+A�23 �
�-./#+#&�A#()�(+�2--��1�.!)!�*�+�.!'+('-!)�#)�A*(�.�'A+G�-�'A���*�+�A'!�PU�!/A'!-!�(+�A'!�

-&A�A!)�.!)!��))�*�+�(0A�#)!)�&+!)�A'!�*A5-�K*#/)RA3.!�5('*�')�-'#-!'M��))�A'!�-)-G�
-�'A�0�*�+�A'!�DU�!/A'!-!�(+�A'!�-&A�A!)�.!)!��))�*�+�(0A�#)!)�03��-./#+#&�A#()�*#A'�A'!�

-5-� �))� A'!�*A)-G� -'()&&A+� (+� A'#+� +#'+A� -6)� '!�&A#()�*!'!� &+!)� �+� A!-./�A!+� +('� A'!�
+!&())�()!G� +���'!+&/AF�A'!�+&//�/!).A'�-&A�A!)�2--��1�.!)!�*�+�(0A�#)!)G� +A!'�&/!�,�.!�
*#A'� A'!� '!+A'#&A#()� !)43-!+F� /#.�A#()�*�+� .!'+('-!)G� 6)+('A&)�A!/3F� )(� &(/()#!+�*!'!�

(0A�#)!)G�+'!�'3.(A'!+#+� +('� A'!� +�#/&'!�(+� A'#+�+!&())�+A�A!.3�*�+� A'�A�*A�.'#-!'+�*!'!�

)(A�/().�!)(&.'�A(��//(*�A'!�'!+A'#&A#()�!)43-!+�A(�&&AG� ..�'A�+'(-�&()A�#)#).�A'!�A�'.!A�
+#A!� +('� &/!�,#).F� .'#-!'+� -&+A� &()A�#)� �))#A#()�/� 0.� +&''(&))#).� #A� +#)&!� '!+A'#&A#()�
!)43-!+��'!�!))()&&/!�+!+F�0&A�)(A�!/()&&/!�+!+G�
�

�
�

5#.&'!�@GCLGB&&A�.!)!+#+�+&'!-!�(+�A'!�+A'�A!.3�+(//(*!)�+('�2--��1�-&A�)A+G

�

�



Results_Chapter 1�

NE�

"+) +�51�+�)���
 +���+(/&A#()F�A'#')�+A'�A!.3�&()+#+A!)�#)��)��)�/(.�(+�+A'�A!.3�CF�0&A�*#A'�/().!'�,!'+#()+�

(+� .'#-!'+G� 6(/()#!+�*!'!� (0A�#)!)� +('� �//� A'!�-&A�)A+F� 0&A�*'!)� +!V&!)&#).F� +A'�).!�
'!+&/A+� �..!�'!)G�6+#).� A'!� '!,!'+!� .'#-!'� A(� 0!� �0/!� A(� )!A!&A�-&A�A#()� .(#)A+� K�//� (+�
A'!-��'!�&/(+!'�A(�A'!�6A!'-�(+�A'!�.'(A!#)�A'�)�A(�A'!�3A!'-MF��-./#+#!)�+!V&!)&!+�*!'!�

�//�#)!)A#+#!)��+�2--��1G�+'!3��/+(�&()A�#)�A'!�&(''!+.())#).�-&A�A#()G��(*!,!'F��+A!'�A'!�
-&A�A!)�.'#-!'F��/#.)-!)A�(+�A'!�+!V&!)&!�*#A'�2--��1�.!)!�*�+�)(A�&()A#)&!)G��)�(')!'�
A(�&))!'+A�))�*'3�A'!��/#.)-!)A�*�+�)(A�&()A#)&!)F�&/!�,�.!�(+�-&A�A!)�.5�+A0�&��5+R6�
./�+-#)+� *#A'� A'!� 2--� �1� +&''(&))#).� '!+A'#&A#()� !)43-!+� *�+� )()!G� -&'#+#&�A#()� #)�
�.�'(+!�.!/� '!,!�/!)��� +-�//!'�-�++� A'�A� &(#)&#)!)�*#A'� A'!� +'�.-!)A� A'�A��/#.)!)�*#A'�

2--� �1G�3(�!/./�)�A#()� A'�A� &(&/)�!/./�#)� A'#+�.'!)(-!)()�*�+� +(&))G� ))��+A!'� +-�//�
A'#�/+F�A'#+�+A'�A!.3�*�+�'!2!&A!)G�
�

"+) +�51�5/6)�
5#)�//3F�+A'�A!.3�+(&'�&()+#+A!)�#)�.(#).�0�&(�A(�7&#&(6'�).!����&&A�.!)!+#+�(#A�0&A�&+#).�
�+� �� A!-./�A!� A'!� .5�&R+� ��+3� &()A�#)#).� 2--� �1� #)+A!�)� (+� .5�+A0�&� �5+R6G� +'!�
�),�)A�.!�'!/#!+� #)� A'!�+#4!�(+� A'!�./�+-#)F�*'#&'� #+�C�(0.�+-�//!'G� �)� A'#+�&�+!F� A'!�23 �
�-./#+#&�A#()�'!�&A#()�*('(!)��))�&(/()#!+�*!'!�(0A�#)!)�+('�&ECP5F�&PLD5F�&PJ@5��))�
&OW@5F� 0&A� )(A� +('� &PLJ5G� &&A�)A� 2--� �1� *�+� !/A'�&A!)� *#A'� A'!� )#.!+A#()� *#A'�

'!+A'#&A#()� !)43-!+F� �))� A'!)F�*�+� /#.�A!)� #)A(� A'!� +#)�/�.5�+A0�&��5+R6G� "!V&!)&#).�(+�
)()('�./�+-#)+� &()+#'-!)� A'!� &()+A'&&A+�&ECP5F�&PLD5��))�&OW@5F�0&A� #)� A'!� &�+!�(+�
&PJ@5F�A'!�+�-!�+'�.-!)A��+�#)�+A'�A!.3�D�*�+�(0A�#)!)G�
&�/��++#&#!)&3�2�@L0�&���	�����&!//+�*!'!�A'�)++('-!)�*#A'�-&A�)A�2--��1�.5�+A0�&��5+R
6� ./�+-#)+� �))�-&A�)A� '!&(-0#)�)A� 0�&-#)+�*!'!� (0A�#)!)G� 0�&-#)� A'�)++!&A#()� �))�
0�&&/(,#'&+��-./#+#&�A#()�*!'!�.!'+('-!)� +(//(*#).� A'!� +�-!�.'(&!)&'!��+� +('� A'!�*#/)�

A3.!�2--��1G�

�

"6&& )1�/5�&6+ 5�3�"�"�6/32�+�/3"�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
+�0/!�@GEGB�2--��1�-&A�.!)!+#+�+#)�/�+A'�A!.3�

�

�

 �$�$�"�	+�����	���	�2	������	��*���&	

+'!�+!/!&A#,!�/�0!/#).�(+�-!A'3/R@D6�-!A'#()#)!F��../#!)�0!+('!�+('�*#/)�A3.!�K*AM�.'(A!#)F�

*�+�&+!)�+('�A'!�!/.'!++#()�(+�A'!�&PLD5�2--��1�-&A�)AG�
+'!�+(//(*!)�.'(A(&(/�+('�!/.'!++#()��))�.'(A!#)�.&'#+#&�A#()�*�+�A'!�.'!,#(&+�)!+&'#0!)�
+('�*A�2--��1G�

-�������� 	���
������&&������������
��

�������� �����������

�����������������������������������������������������

��������������������������������������������������

������������������������������������� �������



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

NP�

+!!"F� A!!�&!A!#$R+)/"1�!%&!'()!"A�*�+�&!'+,')!)��A���OLL�&�-��'./!'�0(1(A�$��2�"&!�
3&)� ("+A'.)!"A� +(AA!)� *(A!� A'(&$!R'!+,"�"&!� -R�%(+� 1'�)(!"A� &'#,&',0!G� 0�A�� *!'!�

&',&!++!)�*(A!�+,&+("�CGLG�

�

6"+,'A."�A!$#F�!%&'!++(,"�#(!$)�*�+�+(1"(+(&�"A$#�$,*�KCN�μ&M��")�+&!&A'��'!+,$.A(,"�*�+�
&,,'!'� A!�"� ("� A!!�*A�0--� �1G�3!2!'A!!$!++F� ("A!'!+A("1� ,0+!'2�A(,"+�*!'!� ),"!G� 5('+AF�

&,)&�'(+,"�,+�A!!�3&)�+&!&A'��,+�&PLD5�0--��1�2!'+.+�A!!�,"!�,+�A!!�*($)�A#&!�&',A!("�
*�+�),"!�K+(1.'!�@GC@GM�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GC@GB�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�*A�0--��1�K0$.!M��")�)!A!#$R@D��

)!A!(,"("!� $�0!$!)�&PLD5�0--��1�K&("/MG��"�0F� A!!�+!"+(A(2(A#�,+� A!!�).A�"A�&',A!("�+&!&A'��!�+�0!!"�
("&'!�+!)G� �

�M�

0M�

�;


��


C


=


D


�


>


E




Results_Chapter 1�

NO�

�A�*�+�,0+!'2!)� A!�A�+(1"�$+�@FWF�NF�JF�@L��")�@@��'!�",� $,"1!'�)!A!&A!)� ("� A!!�).A�"A�
0--��1�3&)�+&!&A'�G�+!.+F��++(1")!"A�*�+�",A�&,++(0$!F�+("&!��"#�,+�A!!�)(++("1�&!�/+�
&,.$)�0!�A!!�,"!�&,''!+&,")("1�A,�A!!�)!A!(,"("!�'!+().!�("�&,+(A(,"�PLDG�

�

�,*!2!'F� �"� ("A!'!+A("1� +(")("1�*�+� A!!� �&&!�'�"&!� ,+� �� "!*� +(1"�$F� )!&(&A!)�*(A!� �"�
�+A!'(+/� ("� +(1.'!� @GC@G� �A� *�+� !#&,A!!+(-!)� A!�A� ).A�"A� &PLD5� &'!+!"A!)� �� +$(1!A�
&,"+,')�A(,"�$� &!�"1!� '!+&!&A� A,� A!!� *($)� A#&!� &',A!("F� �")� ,"!� ,+� A!!� )!A!(,"("!�

'!+().!+�*�+�+!"+(0$!�A,�A!(+�&,"+,')�A(,"�$�&!�"1!G�
3!2!'A!!$!++F�),'!�!%&!'()!"A+�+!,.$)�0!�&!'+,')!)�("�,')!'�A,�&,'',0,'�A!�A!(+�+(")("1�
�")�()!"A(+#�A!!�'!+().!�'!+&,"+(0$!�+,'�A!!�"!*�+(1"�$G�
�

�

@GDGEG�3&)�+A.)#�,+�0--��1�("A!'�&A(,"�*(A!�(A+�("!(0(A,'+�

�+�)!A�($!)�0!+,'!F�-/-F���+A'.&A.'�$$#�'!$�A!)�&',A!("�A,�0--��1F�+.++!'+���)(+&$�&!)!"A�("�

(A+�&,"+,')�A(,"�$�!V.($(0'(.)�.&,"�0(")("1�,+�$(1�")+G�+!.+F�(A�*�+�&$�""!)�A,�+A.)#�A!!�
�"-�K&!!)(&�$�+!(+A�&!'A.'0�A(,"M�,+�0--��1�)!A!(,"("!�+(1"�$+��+A!'��))(A(,"�,+�("!(0(A,'+G�
�

�!+()!+F� A!!�3&)�+A.)#�,+�0--��1�*(A!� ("!(0(A,'+�&$�""!)� A,��))'!++� A!!�V.!+A(,"� (+� A!(+�
A!&!"(V.!�&,.$)�0!�.+!)��+���A,,$�+,'�()!"A(+(&�A(,"�,+�&,)&!A(A(2!�2!'+.+�","R&,)&!A(A(2!�

("!(0(A,'+G� �"� A!!� &�+!�,+�0--� �1F� ("!(0(A,'+� ("A!'�&A("1� ("� �"� �$$,+A!'(&� +(A!�*,.$)� �++!&A�
&',A!("R&',A!("� ("A!'�&A(,"+� &�.+("1� .")!+('�0$!� ��	 ����� !++!&A+G� -'!)(&A(,"� ,+� ","R
&,)&!A(A(2!�0!!�2(,.'�,+���+)�$$�),$!&.$!�("��"�!�'$#�+A�1!�*,.$)�1'!�A$#�!!$&�("�A!!�)'.1�
)(+&,2!'#�+A�1!G�
+!'!!�("!(0(A,'+F�*(A!�)(++!'!"A�+&�++,$)F�*!'!�.+!)�A,�+A.)#�0--��1�("A!'�&A(,"�*(A!�+)�$$�
),$!&.$!+B��+,$!.&("!RA!(�-,$()()!F�31-�0--�WCN��")��!'0!'("!G�
�

 �$��� �	����������	��	���	�2	:��-	��������3(-��1������	%�$"5;<'	

�+,$!.&("!R+!(�-,$()()!�K-DCXJNM�(+���'!&,'A!)�0--��1�("!(0(A,'GH@W@I�
��$&.$�A(,"�,+�A!!�("!(0(A(,"�&,"+A�"A�*�+�&!'+,')!)�0#��"�!"-#)�A(&��++�#G�5('+AF�0--��1�

*�+�("&.0�A!)�("�&'!+!"&!�,+���+!A�,+�("!(0(A,'�&,"&!"A'�A(,"+��A�DW°��+,'�@P�)("G��+A!'F�A!!�

0--� �1� +.0+A'�A!F��R3$#R-',F�*�+� �))!)G� 5$.,'!+&!"&!� 2�$.!+�*!'!� '!�)� �A� CL�)("� �")�
&!'&!"A�1!+�,+�0--��1�("!(0(A(,"F�'!+&!&A�A,�A!!�&,+(A(2!�&,"A',$F�*!'!�&�$&.$�A!)�+,'�!�&!�
("!(0(A,'� &,"&!"A'�A(,"G� )!&'!+!"A�A(,"� ,+� A!!� Q� ,+� &',A!("� ("�&A(2�A(,"� 2!'+.+� A!!�
$,1�'(A!)�,+�("!(0(A,'�&,"&!"A'�A(,"��++,')!)���+(1),()�$�&.'2!G���PL�2�$.!�(+�)!+("!)��+�A!!�
("+$!&A(,"�&,("AG� �"� A!!� &�+!� ,+�-DCXJNF� (A+� ��PL� 2�$.!� 2!'+.+�0--� �1�*�+� +!A� A,� P@W�"&�
K+(1.'!�@GCCGMG�

� �



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

NW�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GCCGB�-DCXJN�+A'.&A.'!��")���PL�&.'2!�+,'�0--��1�("!(0(A(,"G�

�

�

)!1�')("1� (A+� ("!(0(A(,"� )!&!�"(+)F� -DCXJN� (+� '!&,'A!)� �+� �� 0--� �1� &,)&!A(A(2!�

("!(0(A,'GH@WCI��

�

+!!"F� A!!�)!A!#$R+)/"1�!%&!'()!"A�,+� @D�R&!A!#$�)!A!(,"("!� $�0!$!)�0--� �1� ("&.0�A!)�
*(A!�-DCXJN�*�+�&!'+,')!)G�+!!� '!+.$A("1� +&!&A'�� &,"A�("!)� �$$� A!!�&!�/+�,0+!'2!)� ("�
+'!!�0--��1�K+(1.'!�@GCDG��MG�+!!�!%&!'()!"A�*�+�'!&!�A!)�("���$,*!'�+(!$)�K�OLL�&,)&�'!)�
A,��NLLM�,0A�("("1�A!!�+�)!�&!�/+�K+(1.'!�@GCDG�0MG�
�

�!+()!+F�+,.'��))(A(,"�$�+(1"�$+�*!'!�,0+!'2!)�K+(1.'!�@GCDG���Y�)�'/!)��+��R0MG�5,'�+(1"�$+�
�F� �� �")� �F� A!!� &,''!+&,")("1� @0� +$(&!+� ,+� A!!� &!�/+�*!'!� ",A� +!�'&F� �")� A!.+F� (A�*�+�
+.11!+A!)� �� &',A!("� ,'(1("� +,'� A!!)G��,*!2!'F� &,+A!'(,'�)!A!#$R+)/"1� !%&!'()!"A+� ,+�

-DCXJN��$,"!�)!),"+A'�A!)�A!�A�A!!+!�+(1"�$+�0!$,"1!)�A,�A!!�+)�$$�),$!&.$!�(A+!$+F�'�A!!'�
A!�"� A,� A!!� &',A!("� K+(1.'!� @GCEGMG� +!!� +,.'A!� +(1"�$� K0MF� *!,+! &!!)(&�$� +!(+A�
&,''!+&,")!)�A,�CG@O�&&)�H�`I��")�@EG@L�&&)�H@D�IF�*�+�",A�&'!+!"A�("�A!!�+&!&A'��,+�A!!�
+)�$$�),$!&.$!F�A!!'!+,'!F�(A�*�+�&,"&$.)!)�A!�A�(A�*�+���+(1"�A.'!�,+�("!(0(A!)�0--��1G��
�

�"A!'!+A("1$#F�A!!�+(1"�$�"�)!)��+�S0T�(+�A!!�+�)!�A!�A��&&!�'!)�("�A!!�&PLD5�0--�1�3&)�
+&!&A'�F�"�)!)�+(1"�$�SbT�K+(1.'!�@GCPGMG�
+!!"F� �� &,++(0$!� !%&$�"�A(,"� &,.$)� 0!� A!�A� ).A�"A� &PLD5� 0--� �1� �),&A!)� �� +()($�'�
&,"+,')�A(,"�A,�A!!�,"!�,+�("!(0(A!)�0--��1F��")�A!!��&&!�'�"&!�,+�+(1"�$�0�(+�A!!�'!&,'A!'�
,+�A!(+�)(",'�+A'.&A.'�$�&!�"1!G�
�

�

� �

��PL�c�P@W�"&�

Ile-Thia vs frozen DPP IV

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
0

25

50

75

100

Log [ ] µM

%
 In

hi
bi

tio
n



Results_Chapter 1�

NN�

�M�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
0M�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!� @GCDGB�&!A!#$R+)/"1� +&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!� $�0!$!)�0--� �1� KDJRWOOM� �M��$.!B� +'!!�
0--� �1Z� &("/B�0--� �1� `� @L� !VG� -DCXJNZ� 0M�0--� �1� `� -DCXJN� ("� �NLL� K0$.!M� �")� �OLL� K&("/M�&�-�
!V.(&)!"A+G�

�

�

�
 �


�


�




DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

NJ�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GCEGB�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��&,''!+&,")("1�A,�-DCXJNG�

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GCPGB�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�*A�0--��1�`�@L�!VG�-DCXJN�K&("/M�
�")�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�&PLD5�+'!!�0--��1�K0$.!MG�

�

�

�




Results_Chapter 1�

JL�

�

5("�$$#F� ("� A!!� +�)!�*�#� �+� +,'� A!!�*A�0--� �1F�&PLD5�0--� �1�*�+� ("&.0�A!)�*(A!� A!!�
&�","(&�("!(0(A,'�-DCXJN��")�A!!�&!A!#$R+)/"1�!%&!'()!"A�*�+�&!'+,')!)�K+(1.'!�@GCOGM�

�

�

�
�

�
5(1.'!�@GCO�&!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�&PLD5�0--��1�("�0$.!���

�

�"�A!(+�&�+!F�",�&!�"1!+�,"�A!!�+&!&A'��0!$,"1("1�A,�A!!�("!(0(A!)�&',A!("�*!'!�)!A!&A!)G�

�

�

�

�

�

�

	 	



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

J@�

 �$���"�	����������	��	���	�2	:��-	72�	���	="<	

31-�0--� WCN� (+� �� &#�",&#'',$()()!�0--� �1� ("!(0(A,'�)(+&,2!'!)�0#�3,2�'A(+GH@WDI� �A�*�+�
&!�'�&A!'(-!)��+���+$,*R0(")("1�("!(0(A,'�A!�A�+,')+���'!2!'+(0$!�0,")�*(A!�A!!��&A(2!R+(A!�
+!'("!� A,� +,')� �"� ()()�A!� �)).&AGHJDI� +!!'!+,'!F�31-�0--� WCN� (+� ��0--� �1� &,)&!A(A(2!�

("!(0(A,'G�

�

�A+�&,A!"&#�2!'+.+� A!!�&',A!�+!�*�+� !2�$.�A!)F� �++,')("1� �"� ��PL�2�$.!�,+� @W�"&� K+(1.'!�
@GCWGMG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� � �

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GCWG�31-�0--�WCN�+A'.&A.'!��")���PL�&.'2!�+,'�0--��1�("!(0(A(,"G�

�

+!!� !++!&A� ,+� 31-� 0--� WCN� ,"� 0--� �1F� *�+� �"�$#-!)� 0#� 3&)G� +!!� )!A!#$R+)/"1�
!%&!'()!"A�,+�@D�R&!A!#$�)!A!(,"("!�$�0!$!)�0--��1�("!(0(A!)�0#�A!(+�&,)&,.")�*�+�),"!�
K+(1.'!�@GCNGM��+���'!+.$AF�A!!�+�)!�+(1"�$�&!�/+�A!�A��&&!�'!)�*(A!�0--��1�`�-DCXJNF�*!'!�

,0+!'2!)� ("� A!(+�&�+!G�+!!�+(1"�$�)!",A!)��+�S0T�*�+��$+,�&'!+!"A��+A!'� A!!��&A(,"�,+�31-�
0--�WCNF�&,"+(')("1�A!!�!#&,A!!+(+�A!�A�A!!�&!�/�*�+���)�'/!'�,+�0--��1�("!(0(A(,"G�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��PL�c�@OGN�"&�



Results_Chapter 1�

JC�

�
5(1.'!�@GCNG�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�0--��1�KDJRWOOM�("�&,)&$!%�*(A!�

31-�0--�WCNG�

�

�

 �$���$�	����������	��	���	�2	:��-	*�*���	

�!'0!'("!� (+� �� &$�"AR)!'(2!)� (+,V.(,",$("!� �/�$,()� )!+&'(0!)� �+� �� "�A.'�$� �"A(R)(�0!A(&�
&,)&,.")G� �A+� �0($(A#� A,� ("!(0(A�0--� �1�*�+� )!+&'(0!)� �+� �� &,++(0$!� !%&$�"�A(,"� +,'� (A+�
+.1�'R0$,,)�$,*!'("1�&',&!'A(!+GH@WEI�

�!'0!'("!� ��PL��1�("+A�0--� �1��&A(2(A#�*�+�&�$&.$�A!)��")�+!A� A,� @EL�d&� K+(1.'!� @GCJGMF���
2�$.!�@L�A()!+�!(1!!'�A!�"�A!!�,"!�'!&,'A!)�("�A!!�0(0$(,1'�&!#G�H@WEI��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

5(1.'!�@GCJG��!'0!'("!�+A'.&A.'!��")���PL�&.'2!�+,'�0--��1�("!(0(A(,"G�

Berberine IC50

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

Log [Berberine] µM

%
  I

nh
ib

iti
on

��PL�c�@EL�μ&�



DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

JD�

)!1�')("1�(A+�)!&!�"(+)�,+��&A(,"F�&'!2(,.+�&'#+A�$$(-�A(,"�+A.)(!+�)!+&'(0!)�A!!�0(")("1�
+(A!� ,+� 0!'0!'("!GH@WEI� +!!� ),$!&.$!� (+� &$�&!)� ("� A!!� &�2(A#� 0!A*!!"� A!!� A*,� ),)�("+F�
("A!'�&A("1�*(A!�3$.CLPF�*!(&!�(+�$,&�A!)�("���)(++!'!"A�+.0+(A!�A!�"�A!!��&A(2!�+(A!�+!'("!G�
�"�,')!'�A,�+.$$#�&!�'�&A!'(-!�A!!�),)!�,+�("!(0(A(,"F�/("!A(&�!%&!'()!"A+�*!'!�&!'+,')!)G�

�� +!A� ,+� 0!'0!'("!� &,"&!"A'�A(,"+� *�+� �++�#!)� �1�("+A� 0--� �1� �&A(2(A#� �A� )(++!'!"A�
+.0+A'�A!� &,"&!"A'�A(,"G� �"(A(�$� 2!$,&(A(!+� *!'!� &�$&.$�A!)� +,'� !�&!� &,")(A(,"G� +!!�

'!&'!+!"A�A(,"� ,+� 2!$,&(A#� ("2!'+!� 2!'+.+� +.0+A'�A!� &,"&!"A'�A(,"� ("2!'+!� K5("!*!�2!'R
�.'/MF��++,')!)���+!'(!+�,+�$("!+�A!�A�("A!'+!&A!)�("�A!!�,'(1("�K+(1.'!�@GDLGMG+!.+F�0!'0!'("!�
*�+�)!+&'(0!)��+���&,)&!A(A(2!�("!(0(A,'G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!� @GDLG� �M� 5("!*!�2!'R�.'/� '!&'!+!"A�A(,"� ,+� 0!'0!'("!G� 5("!+� +A�")� +,'� )(++!'!"A� 0!'0!'("!�
&,"&!"A'�A(,"+Z� 0M� 0(%,"R&$,A� ,+� 0!'0!'("!� 2!'+.+� 0--� �1G� 5("!+� +A�")� +,'� )(++!'!"A� ".0+A'�A!�
&,"&!"A'�A(,"+G�

�

�

+!!"F� A!!�)!A!#$R+)/"1�!%&!'()!"A�,+� @D�R&!A!#$�)!A!(,"("!� $�0!$!)�0--� �1� ("&.0�A!)�
*(A!�0!'0!'("!�*�+�&!'+,')!)�K+(1.'!�@GD@GMG�

�"�A!!�+�)!�*�#��+�+,'�A!!�,A!!'�("!(0(A,'+F�+(1"�$+�@�A,�@@�&,''!+&,")("1�A,�A!!�+'!!�0--�
�1�+&!&A'��*!'!�,0+!'2!)��+�*!$$G�"(1"�$�0F�*!(&!�*�+�&!�'�&A!'(+A(&�,+� ("!(0(A!)�0--� �1�
+&!&A'�F��$+,��&&!�'!)F�0.A�("���$!++!'�("A!"+(A#�A!�"�*(A!�-DCXJN��")�31-�0--�WCNG
�

� �

�M� 0M�



Results_Chapter 1�

JE�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!� @GCNG� &!A!#$R+)/"1� +&!&A'�� ,+� )!A!#$R@D�� )!A!(,"("!� $�0!$!)� 0--� �1� KDJRWOOM� ("&.0�A!)� *(A!�
0!'0!'("!G��$.!B�+'!!�0--��1Z�&.'&$!B�0--��1�`�@L�!VG�0!'0!'("!�

�

�

�

�

�

�

�
5(1.'!�@GD@G�&!A!#$R+)/"1�+&!&A'��,+�)!A!#$R@D��)!A!(,"("!�$�0!$!)�0--��1�KDJRWOOM�("�&,)&$!%�*(A!�

0!'0!'("!�K&.'&$!M�2!'+.+�+'!!�0--��1�K0$.!MG�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�




DPP IV Labeling methodology and the interaction with its inhibitors 

JP�

�)�+�$#
�
 /$#/�$F

�

�"�A!(+�+('+A�&!�&A!'�,+�'!+.$A+F�A!!�'!&,)0("�"A�!%&'!++(,"�,+�0--��1�*�+�+!AR.&G�
+!!�.+!�,+�&',/�'#,A(&�+#+A!)+�+,'�A!!�!%&'!++(,"�,+�A!!�&',A!�+!�*�+�",A��"�,&A(,"F�+("&!�
0--��1�!�+�&,+ARA'�"+$�A(,"�$�),)(+(&�A(,"+�'!V.('!)�+,'���&',&!'�+A'.&A.'!��")��&A(2(A#G�
+!.+F� �),"1� A!!� !./�'#,A(&� +#+A!)+F� ("+!&A� &!$$+�*!'!� +!$!&A!)� 0�+!)� .&,"� !�+("!++� ,+�
1',*A!��")�&',A!("�&',).&A(,"��")�A!!�!(1!�#(!$)+�,+�'!&,)0("�"A�&',A!("+G�
�+A!'� A!+A("1�,+�)(++!'!"A�&',A!("�&,"+A'.&A+F� ("+!&A�&!$$� $("!+��")� ("+!&A(,"��")� ("&.0�A(,"�
&�'�)!A!'+F�+("�$�&,")(A(,"+�*!'!�+,.")�+,'��"�,&A().)�0--��1�!%&'!++(,"�*(A!�),)!'�A!�
#(!$)��")�!(1!�&.'(A#G�
�

/"&!� �&&,)&$(+!!)� A!!� 0--� �1� '!&,)0("�"A� !%&'!++(,"� ,&A()(-�A(,"F� A!!� &',A!("� *�+�
+A.)(!)�0#�)!�"+�,+�3&)�("�,')!'�A,�,0A�("�("+,')�A(,"�,+�(A+�)#"�)(+)G�"("&!�0--��1�(+���
$�'1!� &',A!("F� �� +A'�A!1#� &,)0("("1� +!$!&A(2!� $�0!$("1� �")� A!!� .+!� ,+� +)/"1R�"7��
!%&!'()!"A+�*�+�.+!)G�5',)�A!!�@E�)!A!(,"("!�'!+().!+�,+�A!!�&',A!�+!F�@@�,+�A!!)�*!'!�

)!A!&A!)�("�A!!�3&)�+&!&A'�G�
�+A!'*�')+F��++(1")!"A�,+�/!#�'!+().!+�*�+�&$�""!)�A,�),G�+!!�+A'�A!1#�A!�A�*�+�+,$$,*!)�

*�+� A!!� +(A!R)('!&A!)� ).A�1!"!+(+F� *!'!� �� )!A!(,"("!� '!+().!� *�+� +.0+A(A.A!)� 0#� ��
$!.&("!G�6"+,'A."�A!$#F� �+A!'� +!2!'�$� �AA!)&A+F� ,"$#� ,"!�).A�"A�*�+� ,0A�("!)� K&PLD5MG�
�!+()!+F� A!!�#(!$)� A!�A� A!(+�).A�"A��++,')!)�*�+�+(1"(+(&�"A$#� $,*F��")� A!!�!%&!'()!"A�,+�

3&)�)()�",A��$$,*!)�A!!��++(1")!"A�,+�A!(+�'!+().!G�

�

+�/("1� �)2�"A�1!� ,+� A!!� $�0!$("1�)!A!,),$,1#� A!�A�*�+� !+A�0$(+!!)� ("� A!!� $�0,'�A,'#F�
+A.)#�,+� A!!� ("!(0(A,'� !++!&A�,"� A!!�3&)� +&!&A'��,+�0--� �1�*�+�),"!G� �"A!'!+A("1$#F� A!!�
&,''!+&,")("1�+&!&A'��,+�0--��1�X�("�&A(2�A,'��++,')!)��"�!%A'��+(1"�$G�
/!�0!$(!2!� A!�A� (A� (+���&,"+!V.!"&!�,+���+)�$$�+A'.&A.'�$�&!�"1!� A!�A�A!!�&',A!�+!�+.++!'+�
�+A!'�("!(0(A(,"G��,*!2!'F�+.'A!!'�!%&!'()!"A+�+!,.$)�&,'',0,'�A!�A!(+�!#&,A!!+(+G�
�

�

�

�









�

� �



�

JO�

�

�

�


 




 

JW�






























































Chapter 2:  
Discovery of DPP IV inhibitors 

from plant extracts 


�

�

�

�

�

�

�

�



Results_Chapter 2 

JN�

�

� �



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

JJ�

�!�&A!'�(")!%�
�



������
"
�
���7�



"���
������	
�G
�7�����	
�
���
�����
� CG@G@G��,)),"��"A()(�0!A(&�&$�"A+�
� � CG@G@G@G�"!$!&A(,"�
� � CG@G@GCG��%A'�&A(,"�
� � CG@G@GDG�-$�"A�!%A'�&A+�+&'!!"("1�

CG@GCG�+'�)(A(,"�$��!("!+!�&!)(&("�$�&$�"A+�
� � CG@GCG@G�"!$!&A(,"�
� � CG@GCGCG��%A'�&A(,"�
� � CG@GCGDG�-$�"A�!%A'�&A+�+&'!!"("1�
� CG@GDG��'�-($(�"�&$�"A+�
� � CG@GDG@G�"!$!&A(,"�
� � CG@GDGCG��%A'�&A(,"�
� � CG@GDGDG�-$�"A�!%A'�&A+�+&'!!"("1�
� CG@GEG�&!)(A!''�"!�"�&$�"A+�
� � CG@GEG@G�"!$!&A(,"�
� � CG@GEGCG��%A'�&A(,"�
� � CG@GEGDG�-$�"A�!%A'�&A+�+&'!!"("1�
�

"�"�
��������	
����
����
� CGCG@G��%A'�&A�+'�&A(,"�A(,"��")�&,)&,.")�(+,$�A(,"�
� CGCGCG�&,$!&.$!�&!�'�&A!'(-�A(,"�
� CGCGDG��"!(0(A,'�&!�'�&A!'(-�A(,"�
� � CGCGDG@G�"A.)#�,+�A!!�("!(0(A(,"�
� � CGCGDGCG��"!(0(A(,"�)!&!�"(+)�
� � CGCGDGDG�3&)��"�$#+(+�

�

������
"

6��6	�:
 




Results_Chapter 2 

@LL�

�%&!'()!"A�$�+&!!)!�
�





�

�
�
� �



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@L@�

�)�+�$#
"
� !�$4�

�

5('+A� !.)�"� &(2($(-�A(,"+� +,.")� ("� 3�A.'!� A!!� &.'!� +,'� �� 2�'(!A#� ,+� )(+,')!'+G� 5,'� A!�A�
'!�+,"F��&�)!)(&�+&(!"A(+A+�!�2!�.+!)�3�A.'!��+���+,.'&!� +,'�)'.1+��")�+A($$�&,"A(".!� A,�
.+!�(A�",*�)�#+F�A,1!A!!'�*(A!�&!�')�&!.A(&�$�&,)&�"(!+G�
/"!�,+�A!!�),A(2�A(,"+�A,�1,�0�&/�A,�3�A.'!�(+�A!!�$�'1!�&!!)(&�$�+&�&!�(A�'!&'!+!"A+G�+!!�
2�+A� $�")+&�&!�,+�"!*�+&�++,$)+� (+���2!'#��AA'�&A(2!�+&!"�'(,� A,� $,,/�+,'�"!*� $!�)+F�*!(&!�
*($$�'!&'!+!"A�("",2�A(2!��")�!++!&A(2!�),$!&.$!+�("���)(2!'+(A#�,+�)(+!�+!+G�+!(+�)(+A("&A(2!�
�'!��,+�&!!)(&�$�+&�&!�(+�&,++(0$!�).!�A,�A!!�".)0!'�,+�)(++!'!"&!+�0!A*!!"�0(,+#"A!!+(+�

�")� A!!� +#"A!!+(+� &!'+,')!)� ("�)!)(&("�$� &!!)(+A'#G� H@WPI� �"� 0(,+#"A!!+(+� A!!� 0.($)("1�

0$,&/+��'!� $()(A!)F�0.A���!(1!�)(2!'+(A#� (+��&&,)&$(+!!)�0#���+!A�,+�)(2!'+!�&�A!*�#+G�/"�
A!!�,A!!'�!�")F�+#"A!!+(+� A�/!+��)2�"A�1!�,+� A!!� $�'1!�2�'(!A#�,+�0.($)("1�0$,&/+� A!�A��'!�
A'�"++,')!)� A!!"� 0#� �� &!'A�("� ".)0!'� ,+� '!�&A(,"+G� �",A!!'� &'("&(&�$� )(+&'!&�"&#�
0!A*!!"�A!!�A*,�+#"A!!+!+�(+�A!�A�0(,+#"A!!+(+�(+�,%,&!($(&��")��&!(!2!+�+A!'!,+!$!&A(2(A#�
0#� +!$!&A(2!� !"-#)!+G� &!�"*!($!F� )!)(&("�$� &!!)(+A+� &',).&!� &'!+!'�0$#� $,*�

+A!'!,&!!)(&�$�),$!&.$!+�*(A!���!(1!�&',&,'A(,"�,+�"(A',1!"��A,)+G�H@WPI�+!!�&�+!�,+�&$�"A+�
(+���&$!�'�'!&'!+!"A�A(2!�,+�A!!+!�+!�A.'!+G��"�A!!�&',&!++�,+��)�&A�A(,"�A,�A!!�!"2(',")!"AF�

&$�"A+�!�2!�!2,$2!)F�+#"A!!+(-("1�+&!&(+(&�),$!&.$!+�A!�A�!"+.'!�A!!('�+.'2(2�$G��#�A!(+F��$$�
0,A�"(&�$� +&!&(!+� &,"A�("� �� '!)�'/�0$#� $�'1!� +,.'&!� ,+� &!!)(&�$+F� *!(&!� )�#� 0!� ,+�
)!)(&("�$�("A!'!+AG�
�

�&�'A�+',)�)(2!'+(A#�("�A!')+�,+�),$!&.$!�&,"A!"AF�3�A.'!�(+��AA'�&A(2!�("�A!!�+(!$)�,+�)'.1�
)(+&,2!'#� +,'� ,A!!'� '!�+,"+G� 3�A.'�$� &',).&A+� !�2!� 0!!"� .+!)� +("&!� &!"A.'(!+� �1,� 0#�
)(++!'!"A�&.$A.'!+��$$�,2!'� A!!�*,'$)� ("�,')!'� A,�&.'!�,'��)!$(,'�A!�&!'A�("�)(+!�+!+��")�
)�$�)(!+G�+!(+�()&$(!+�A!�A�A!!+!�!%A'�&A+�&,"A�("�!++!&A(2!�),$!&.$!+�A!�A�'!�&!���&!'A�("�
A�'1!A��")�("A!'�&A�*(A!�(AF�*(A!���&,+(A(2!�'!+.$A�+,'�A!!�&�A(!"AG�3,A�,"$#�A!!+!�),$!&.$!+�

�'!�!++!&A(2!F�0.A��'!��$+,�+�+!F�("�A!')+�,+�+()!�!++!&A+G�3�A.'�$�!%A'�&A+�!�2!�0!!"�A!+A!)�0#�
��$�'1!�&,&.$�A(,"��")F�*(A!�&!'A�("�!%!)&A(,"+F�!�2!�",�+!'(,.+�+()!�!++!&A+G�5.'A!!'),'!F�

�$$� A!!� A'�)(A(,"�$� A'!�A)!"A+��'!�0�+!)� ("�,'�$��))("(+A'�A(,"F� +�&A� A!�A� ()&$(!+� A!�A� A!!�
'!+&,"+(0$!�),$!&.$!� ,'� +!A� ,+�),$!&.$!+� &�"� &,A!"A(�$$#� 0!� �))("(+A!'!)� ,'�$$#G� +!!"F�
!++!&A(2!F�+�+!��")�,'�$$#�0(,�2�($�0$!�),$!&.$!+��'!�&'!+!"A� ("�"�A.'�$�&',).&A+F��")� +,'�
A!�A�'!�+,"F�A!!#�'!&'!+!"A���&,*!'+.$�+,.'&!�+,'�A!!�)(+&,2!'#�,+�"!*�)'.1+G�

�

�&&,')("1� A,�3!*)�""� �")� �'�11� H@WOIF� +',)� A!!� �$),+A� ,"!� A!,.+�")� +)�$$�),$!&.$!+�

�&&',2!)� )'.1+� +',)� @JN@� A,� CL@LF� �� A,A�$� ,+� OE� !�2!� "�A.'�$� ,'(1("G� +!!� ".)0!'� (+�

("&'!�+!)� *!!"� A�/("1� ("A,� �&&,."A� +#"A!!A(&� ),$!&.$!+� *(A!� �� "�A.'�$� &',).&A� �+� ��
&!�')�&,&!,'!� KPP�),$!&.$!+�0!$,"1� A,� A!(+�1',.&F�)�/("1��� A,A�$�,+�@@J�"!*�&!!)(&�$�
!"A(A(!+MG��$A,1!A!!'F� (A��&&,."A+�+,'� A!!�@@Q�,+� A!!��&&',2!)�)'.1+�).'("1� A!(+�&!'(,)�,+�
A()!F���".)0!'�A!�A�'!+$!&A+�A!!�!(1!�2�$.!�,+�"�A.'�$�+,.'&!+�("�)'.1�)(+&,2!'#G�
�

�"� A!!� +(!$)� ,+� )(�0!A!+F� DW� "!*� &!!)(&�$� !"A(A(!+� �")� )!)(&�$� (")(&�A(,"+� !�2!� 0!!"�
�&&',2!)� +',)� @JN@� A,� CL@LG� H@WOI� 5',)� A!!+!� )'.1+F� @C� !�2!� �� A,A�$� +#"A!!A(&� ,'(1("G�
)!1�')("1� A,� A!!� +!'("!� &',A!�+!� 0--� �1F� A!!� +,.'� ("!(0(A,'+� )(+&,2!'!)� ("� A!(+� &!'(,)�
K�$,1$(&A("�0!"-,�A!F�+(A�1$(&A("F�+�%�1$(&A("��")�2($)�1$(&A("M��'!�!"&$,+!)�("�A!!�+#"A!!A(&�
1',.&G� 5("�1$(&A("F�*!(&!�*�+� )(+&,2!'!)� ,"!� #!�'� �+A!'F� ("� CL@@F� 0!$,"1+� A,� A!!� +�)!�

1',.&��+�*!$$G�+!!� +�&A� A!�A�","!�,+� A!!�0--� �1� ("!(0(A,'+�!�+���"�A.'�$�,'(1("�),!+�",A�
()&$#�A!�A�(A�(+�",A���+!�+(0$!�+,.'&!F�0.A�A!�A�A!(+��'!��!�+�",A�0!!"�!%�)("!)�#!AG��"�A!(+�



Results_Chapter 2 

@LC�

'!1�')F� "!*� +&�++,$)+�)�#� 0!� +,.")�*!!"� A!+A!)� �1�("+A� A!(+� &',A!�+!F� ("&'!�+("1� A!!�
!%&$,'!)�&!!)(&�$�+&�&!��")�&,"A'(0.A("1�A,���$�'1!�&�",'�)��,+�0--��1�("!(0(A,'+G�
�

�),"1�"�A.'�$�&',).&A+F�&$�"A+� '!&'!+!"A� ��&,*!'+.$� +,.'&!� ("� A!!�)(�0!A!+� A'!�A)!"AG�

6"A($�CLLNF�NLL�)!)(&("�$�&$�"A+�*!'!�.+!)�("�A!!�+,$/�A'!�A)!"A�,+�)(�0!A!+F�0.A�,"$#�E@L�
!�)�0!!"�&',2!)��+��"A()(�0!A(&��1!"A+G��,*!2!'F�A!!�)!&!�"(+)�,+��&A(,"�*�+�&',2!"�+,'�
@LJ�!%A'�&A+G� H@WWF�@WNI�)!1�')("1� A!!�&,)&,.")+�*(A!�0,A�"(&�$�,'(1("F�NP�),$!&.$!+�*!'!�

+,.")�0!A*!!"�CLLP��")�CL@L�A,�!�2!�+.1�'R$,*!'("1��&A(,"G�H@WNI�3,"!�,+�A!!)�!�+�0!!"�
)!+&'(0!)� �+� �� 0--� �1� ("!(0(A,'F� A!,.1!� A!!�)!&!�"(+)�*�+� ",A� !%�)("!)� +,'� �$$� A!!�
),$!&.$!+G�

��+!)� ,"� A!!� $�&/� ,+�0--� �1� ("!(0(A,'+�*(A!� 0,A�"(&�$� ,'(1("� �")� 1(2!"� A!!� &,A!"A(�$� ,+�
)!)(&("�$�&$�"A�!%A'�&A+��+�&',2()!'+�,+��"A()(�0!A(&��1!"A+F���+A.)#�+,'�A!!�+(")("1�,+�"!*�
0--��1�("!(0(A,'+�0�+!)�,"�A!(+�+,.'&!�*�+�&$�""!)G�+'�)(A(,"�$��!("!+!�)!)(&("�$�&$�"A+F�
�'�-($(�"�&$�"A+��")���1',.&�,+�,A!!'��"A()(�0!A(&�&$�"A+�*!'!�+!$!&A!)�+,'�A!(+�&.'&,+!G��A�

A!!� +�)!� A()!F� �� $(0'�'#� ,+�&!)(A!''�"!�"� &$�"A+� A!�A�*�+� �&&!++(0$!F�*�+� �$+,� A!+A!)F�
)!+&(A!�A!(+�1',.&�*�+�",A�+($A!'!)�+,'�+.1�'R0$,,)�)(+,')!'+G�
�

�


 




Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@LD�

"���
�$�$��� !G
$4�#���� !
�!.
�$��

�

�

CG@G@G��,)),"��"A()(�0!A(&�&$�"A+�

�"� A!!� &,.'+!� ,+� A!!� &'!+!"A� +A.)#F� &$�"A+� A!�AF� �&&,')("1� A,� A!!� &,&.$�'� 0!$(!+� !�2!�
�"A()(�0!A(&�&',&!'A(!+F�*!'!�A!+A!)�("�,')!'�A,�+(")�"!*�0--��1�("!(0(A,'+G�+!!�2�'(!A#�,+�
&$�"A+�A!�A�*!'!��++�#!)�(+�)!+&'(0!)�("�A!(+�+!&A(,"G�
�

"� � � �	!������	

�,)),"�&$�"A+�*!,+!�!%A'�&A+�*!'!�'!&,'A!)�("�A!!�0(0$(,1'�&!#��+�+.1�'R0$,,)�$,*!'("1�

�1!"A+�*!'!�&!,+!"G���A,A�$�,+�+!2!"�*!'!�+!$!&A!)G�+!'!!�,+�A!!)�K�-RCF��-RD��")��-ROM�
*!'!��&V.('!)�("�!!'0�$(+A�+A,'!+F�,A!!'�A!'!!�K�-REF��-RP��")��-RWM�*!'!�0,.1!A��A�$,&�$�
+A,'!+��")�A!!�$�+A�,"!�K�-R@M�*�+�&,$$!&A!)�("���&!'+,"�$�1�')!"G�
�

�

�

�

�

�

�

�

�
+�0$!�CG@GB�"!$!&A!)��"A()(�0!A(&�&$�"A+G�

�

�

"� � �"�	�#��������	

5,'�!�&!�&$�"AF��V.!,.+�!%A'�&A(,"+��")�!A!�",$(&�)�&!'�A(,"+�*!'!�),"!G�

�V.!,.+�!%A'�&A(,"+�*!'!�&!'+,')!)�.+("1� A!!�",%!$!A� +#+A!)G��+A!'� PRO� +,$2!"A� &#&$!+F�
A!!�!%A'�&A�*�+�&,$$!&A!)��")�+',-!"R)'(!)G�
�A!�",$(&�)�&!'�A(,"+�*!'!� ),"!� 0#� ("&.0�A(,"� ,+� )'(!)� 1'(")!)� &$�"A� ,'� &.A� .&� +'!+!�
&$�"A�*(A!�&.'!�!A!�",$�("���&$,+!)�1$�++�'!&(&(!"AG��+A!'�DL�)�#+��A�',,)�A!)&!'�A.'!F�A!!�
("+.+(,"+�*!'!�+,$2!"A�!2�&,'�A!)G�+!!�!%A'�&A�*�+�'!&,2!'!)�+',)�A!!�0�$$,,"�0#��))("1�
��+!*�)($$($(A!'+�,+�PLBPL��C/X�&!A,"(A'($!G�+!!�+,$.A(,"�*�+�$�A!'�A'�"++!''!)�A,�A.0!+��")�
+("�$$#�(A�*�+�+',-!"R)'(!)G�
�

"� � �$�	�����	#������	������&	

��+A,&/�,+�P�)1X)5�*�+�),"!�+,'�!�&!�!%A'�&AG��V.!,.+�!%A'�&A+�*!'!�+,$.0($(-!)�("�&($$(R

7��C/F��")�!A!�",$(&�!%A'�&A+�("�0&"/G���+("�$�&,"&!"A'�A(,"�,+�@LL�d1X)5�*�+��++�#!)�("�
,')!'�A,�&�$&.$�A!�A!!�("!(0(A(,"�&,A!"&#�2!'+.+�0--��1G�K5(1.'!�CG@GM�
�

�

�

�

�

��������� ���	� 
���	�
4��� �	
�	��� ����

���	 �����>�?�	���	�

?@ ��
�����

���� ��?	���	
�	��
��� !�������

���� �

�?�	@�	��?� ������

���� ����?�	������?� ����

���� ��	���	������ ������
���� �����>?@	@�	��?@ ������



Results_Chapter 2 

@LE�

�

�

�
5 !"#$�CG@GB�0--��1� %& 0 A '%�('A$%&)�*'#�A&$��%A ) �0$A &�(+�%A�$,A#�&A-G�

�

�

�'(�+&& � K.-RDF� �������	 ���������M� )$/'%-A#�A$)� A'� 0$� �� ('0$#*"+� -'"#&$� *'#� 0--� �1�

 %& 0 A'#-G� .� ('-A$# '#� �--�)� �A� �� &'%&$%A#�A '%� '*� PLL� d!X/5F� -&'0$)� �� (#'A$�-$�

 %& 0 A '%�'*�WOQ�*'#�A&$��V"$'"-�$,A#�&A '%��%)�WJQ�*'#�A&$�$A&�%'+ &�/�&$#�A '%G�

�

�

CG@GCG +#�) A '%�+��& %$-$�&$) & %�+�(+�%A-�

+#�) A '%�+� �& %$-$�&$) & %$� K+�&M�  -� /� %+)� 0�-$)� K0"A� %'A� -'+$+)� 0�-$)M�  %� �� +�#!$�

1�# $A)�'*�(+�%A-��%)� A&$�# &&�2%'0+$)!$� A&�A�$, -A-�'*� A&$ #�$,A#�&A-�(#'($#A $-G�.++�'1$#�

A&$� &'"%A#)F� �#'"%)� @@FLLL� (+�%A� -($& $-� �#$� �((+ $)�  %� A&$� A#$�A/$%A� '*� ) -$�-$-G� H@WJI�

�'0$1$#F� -'/$� A#$�A/$%A-� �#$� $,&+"- 1$�'*� -'/$�)'&A'#U-� *�/ +)F� �%)� A&$�2%'0+$)!$�  -�

'%+)� A#�%-/ AA$)� *#'/� !$%$#�A '%� A'� !$%$#�A '%G� +& -�  -'+�A '%� �1' )-� A&$� -&�#$� '*�

 %*'#/�A '%��/'%!� A&$�('("+�A '%G�5'#� A& -�#$�-'%F��%)�'A&$#-F�'%+)�@LR@PQ�'*� A&$�"-$)�

(+�%A-� �#$� #$('#A$)�  %� A&$� /$) &�+� + A$#�A"#$G� .� )$$(� -& $%A * &� -A"))� '*� (+�%A� $,A#�&A-�
0'"+)�&$+(�A'� %&#$�-$�A& -�($#&$%A�!$G�

�

�%�+�&F�0 �0$A$-� -�%�/$)��-�����	8F�����.1-�&�'#��������1-�&F��%)� -�&&�#�&A$# 3$)�

0)���1 %�K(�-- 1$�*$/ % %$�(�#A�'*�A&$�"% 1$#-$M�)$* & $%&)��%)�)#)�&$�AF�0& &&�"+A /�A$+)�

�**$&A-�7 �K1 A�+�$%$#!)MG�H@WJI�+&$%F�+�&�A#$�A/$%A�*'#�) �0$A$-� -�0�-$)�'%�%'"# -& %!�1 %�

�%)� %1 !'#�A %!�7 G�H@NLI�

�%� A&$� ) �0$A$-� * $+)F� �& %$-$� /$) & %$-� �#$� ('A$%A�  %� A&$� A#$�A/$%A� '*� A&$� �--'& �A$)�
&'%) A '%-� 0"A� �+-'�  %� #$)"& %!� A&$� 0+'')� -"!�#� &'%&$%A#�A '%F� �-� )$/'%-A#�A$)� 0)� A&$�

$** &�&)�  %�- %!+$�"-�!$G� H@WJI�.#'"%)�CLL�-($& $-�'*�(+�%A-�-&'0�&)('!+)&$/ &�$**$&AF� H@N@I�

0& &&�#$(#$-$%A-��%�$,A#$/$+)�+�#!$�$%-$/0+$�'*�('A$%A �+��&A 1$�/'+$&"+$-�0 A&'"A�- )$R

$**$&A-G

�

@LL�μ!X/5�



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@LP�

/ A&� A& -�  %*'#/�A '%F���-A"))� *'#� A&$� * %) %!�'*�0--� �1�  %& 0 A'#-�  %�+#�) A '%�+��& %$-$�

&$) & %$�0�-�(+�%%$)G�

�

�

�

"� �"� �	!������	

- &2 %!� (#'&$--� 0�-� 0�-$)�  %� A&$� 2%'0%� 0 0+ '!#�(&)� H@WNF� @NLF� @N@I� �%)� PP� (+�%A-� 0$#$�

-$+$&A$)�KA�0+$�CGCGMG��%�'#)$#�A'��&V" #$�A&$�)# $)�(+�%A-F�A&$�&'/(�%)�0�-&$#0�K*'#/$#+)�

�$#0�- % &�M�0�-�&'%A�&A$)G�
�

5#'/�A&$�PP�(+�%A-F�@C�0$#$�%'A��1� +�0+$G�5'#�A&$�#$-A %!�ED�(+�%A-F�@@�0$#$��+#$�))� %�A&$�

+�0� *'#���(#$1 '"-�(#'4$&A� K-+�%A-�0 A&� &')$�+�&R++R,,MG�+&$� #$/� % %!� DC�(+�%A-�0$#$�

�&V" #$)��%)�%�/$)�+�&R5&RL@�A'�+�&R5&RDCG�K+�0+$�CGDGMG�

�



Results_Chapter 2 

@LO�

�
�
+�0+$�CGCGB�PP��& %$-$�/$) & %�+�(+�%A-�-$+$&A$)G�

5 ������ ����� ��	
���
6 7����������� �����	����	���	
��������� ���	
��
������	

� ������� ������������	�������A���� ����
�
����	���	���
��������


� ������� ��	�����	���	��� ���
������� 
�

! �
��������
� ����	��	���������� �
�������"
�	�#

$ %�����
�������&� ��	�����	�� '��������(��������"
�	
 ��
h
)	�
��	

* %�����
��+���� ��	���	������� ,�	
����
��

- %����.� ��A������	���	�	�� %���
�
������/�)����	

0 %���������� �����	
��������	����	����	� ����������"��
����	

i 1�����
� �����	�������	������������� ���"������	

23 1��������
  ��!�	
�A�������	�������� ��� ����
�"
�

22 1����&�� �����	�	�������	��	�	��� %���
�
����
��������	

2� 1������� ������	"��������	#������� 4�������� ��5

2� '������ ����������	������	����� ���	
������

2! '���
���� $������	��!�	���	��� %���
�
����# 
��

2$ '����
� ����������	������	�����	����������� ������/�	��/�������	

2* &���%�� �����	������������	#����	��� ��/��������
����	

2- &
�&
� �����	��������� �� 
��6����"��
����	�7#�
���������	8

20 &
���+� ����		������ .��5
�������5
�����9���	���������


2i &���:���� $������	
���� %���
�
����( 
���'���	

�3 &������ �������	��		�����	������� %���������/��

�2 .
����/��� �����	��	���������� '�

�
(��/
�����	

�� .����.�� $���	��������	%�	������ ��((��/
��'��/
�

�� .������� �����	��	���A������ &���	�6��	/

��������


�! .����;����� ������	����	!���	���� �/�	��	��������	�
�����	

�$ .�������� ������	��������	��� �����%��59��

����5

�* .��������� �������	��A�����	���	�	��� %�#	���������


�- .�����:� �����	����������	���!��	����� +��59<
	������	

�0 =�������.�� 
�	�����	&�A�	��� .��
���5�
�'��/
�

�i =��.�� $���	������	�����	�������� %�����	�
����'��/
�

�3 �����:��� $��������	���A�	�� �

#����'���	����%�#���


�2 ���&
� ����������	�����	�� �

��������


�� +���+
��1��� %�!��	�A���A���	��	'�A�	��� �� 
���(�1/��(����	��(

�� +��1����� ������	�����		������� %��	
)��(�	�

�#
��

�! ;���&����� �����!���	�������� %����/��

�

�$ ����'���� ���	���� &���
��#���
��
�������	


�* �������
 "���!�����	&�A�	��� ��>��	��
�(

�- �
����
� �����	��	��	�	(	��	��	��	��	� &���
��

�0 ����&�� ��		������	������ %���������5

�i ������
 �����	��!� +�� 
����
�(

!3 �������� �����	)���������	�AA������ %���
�
�����������


!2 ����������� $������	���	�	����	���� ����	�������
�������
���(���	

!� ��
���1��.���� �����	�����		���	�����	���� '�
����
�������

!� ����&�� ��A��� &#���

!! �������.���� �����	�����		���	�����	����	��	*����� %��5
���
�����������	

!$ ���������
� �����	����������������	 �����A������ %���#�����
�������	

!* �����
� ����		�������� �
����6
��
�

!- �����.���'
� �����	%�������	����	+�����B�� ���������	
�����	

!0 �����+
��1��� ��A������	�����	���	�	��� %���������
�
���#����������	

!i �������� ����		��������	���	�	��� %���
�
�1���
���

��

$3 ����
���� $������	������	����	���	�	��� �����������(���	

$2 �������
� �����	����A��������	,�	�A��	��� ;���#��'��/��	����	

$� ���+��%��  ��!�	
��	���	 �����A����� %���
�
���	�
�/��	

$� ������ �������	������	���	������� �������?���
���������


$! �
���
 ������	����	���� ,��
�	�����	
�#���	����������


$$ ����+� �������	�	�������	��	��A���������� ��
�����
���������




Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@LW�

�

�
�
+�0+$�CGDGB�ED�%& %$-$�/$) & %�+�(+�%A-�"-$)�*'#�A&$�-$�#&&�'*�1--��1� %& 0 A'#-G�

�

�

"� �"�"�	"#��������	

''#�$�&&�)# $)�(+�%AF��V"$'"-�$,A#�&A '%-��%)�$A&�%'+ &�/�&$#�A '%-�0$#$�)'%$G�

�V"$'"-�$,A#�&A '%-�0$#$�($#*'#/$)�"- %!� A&$�"',&+$A� -)-A$/G�+&$�)# $)�!# %)$)�(+�%A�

0�-�(+�&$)� %���&$++"+'-$�&�#A# )!$F�-$(�#�A$)�*#'/�A&$�-'+1$%AF�0& &&�0�-� %�A&$�0�++''%G�

�)�&$�A %!F�A&$�-'+1$%AF�0�A$#� %�A& -�&�-$F�0�-�$1�('#�A$)��%)�0&$%� A�$%A$#$)� %�&'%A�&A�
0 A&� A&$�0�A$#R&''+$)� &'%)$%-$#F� )#'(� 0)� )#'(� *$++�  %A'� A&$� &$++"+'-$� &�#A# )!$G� �%� A&�A�
/'/$%AF�$,A#�&A '%�A''2�(+�&$G�/%&$�A&$�"',&+$A�0�-�*"++F�A&$�$,A#�&A�*$++�A'�A&$�0�++''%�0)�

�������� ������ �	
�� �����
�%+9�+99( ������������ �����	���	
���	������	��� ���	
��
������	

�%+9�+99+ ������� ������	���	����	������� ����
�
����	���	���
��������


�%+9�+99* ������� ��
�����	��
�� ���
������� 
�

�%+9�+99. %����.� ���������	���
�
�� %���
�
������/�)����	

�%+9��9(( %���������� �����	��������	����
���	
� ����������"��
����	

�%+9�+996 1�����
� �����	�������	����	������� ���"������	

�%+9�+997 1��������
 ��� �	�	�������	!������� ��� ����
�"
�

�%+9��9*9 1����&�� �����	�
�������	��
�
��� %���
�
����
��������	

�%+9�+992 1����� "�����	#�����	!����
��� ���
9�������#���	

�%+9��9+. 1��.���� �����	�����

���	����
	��� '�
����
�������

�%+9�+998 1������� �	���	$��	�����	%��	���� 4�������� ��5

�%+9��9(8 '������ �����	���	�	����	�	�	� ���	
������

�%+9�+99, '���� ��	
��� &���
��#���
��
�������	


�%+9�+9(9 '���
���� "�����	�� �	���
��� %���
�
����# 
��

�%+9�+9(( &
�&
� �����	��������� �� 
��6����"��
����	�7#�
���������	8

�%+9��9.. &���:���� "�����	����� %���
�
����( 
���'���	

�%+9�+9(+ &������ �������	��

��	��	������� %���������/��

�%+9�+9(* .
����/��� ����	
��	������	��� '�

�
(��/
�����	

�%+9�+9(. .����;����� ������
���	 ���
�� �/�	��	��������	�
�����	

�%+9�+9(6 .�������� �	���	�����	��
��� �����%��59��

����5

�%+9��9(7 .��������� ����	��	�	�����	���
�
��� %�#	���������


�%+9�+9(7 .�����:� �����	���������	��� ��
����� +��59<
	������	

�%+9�+9(2 =�������.�� �	
�����	&��	
��� .��
���5�
�'��/
�

�%+9��9*, �����&� #�	����	
�� '��������(��������"
�	
 ��
@
)	�
��	

�%+9�+9(8 ���&
� ���������	�	���
�� �

��������


�%+9�+9(, +��1����� �	���	�	��
	������� %��	
)��(�	�

�#
��

�%+9�+9+9 +���� �	
���	#����� ,�	
����
��

�%+9�+9+( �������
 $��	 	���	&��	
��� ��>��	��
�(

�%+9��9(+ �
����
� �����	!�
��
�	'	��
��	!�
��
� &���
��

�%+9�+9++ ����&�� ��

��	���	������ %���������5

�%+9��996 ������
 �	���	�� � +�� 
����
�(

�%+9�+9+* �������� �����	(�	��	����	#��	���� %���
�
�����������


�%+9�+9+. ����������� "�����	�	�
�	#�����
���� ����	�������
�������
���(���	

�%+9�+9+6 ����&�� !����� &#���

�%+9�+9+7 ���������
� �����	�����	���������	����	������� %���#�����
�������	

�%+9�+9+2 �����
� ����
	�������� �
����6
��
�

�%+9�+9+8 �����.���'
� �����	)����	��
���	*����	+�� ���������	
�����	

�%+9�+9+, �������� ����
	�������	���
�
��� %���
�
�1���
���

��

�%+9��9*2 �������
� �����	���	���������	,�
��	�
��� ;���#��'��/��	����	

�%+9�+9*9 ���+��%�� ��� �	��	
���	����	������ %���
�
���	�
�/��	

�%+9��9(6 ������ ����	��	�	���	
��	#�	��� �������?���
���������


�%+9�+9*( �
���
 ������	#���
��� ,��
�	�����	
�#���	����������


�%+9�+9*+ ����+� ����	��	�
�������
��	����	���	���� ��
�����
���������




Results_Chapter 2 

@LN�

��(#$--"#$�&&�%!$G�+&$%F�A&$�&)&+$�0�-�#$($�A$)��!� %G�&'#$�-'+1$%A�0�-�$1�('#�A$)��%)�

$%A$#$)�  %� &'%A�&A�0 A&� A&$� $,A#�&AG� "',&+$A� -)-A$/�  -� 1$#)� $** & $%A� - %&$�  A� �++'0-� A&$�

#$&'1$#)� '*� �� +�#!$� V"�%A A)� '*� (+�%A� $,A#�&AF� ! 1$%� A&�A�  %� $�&&� #'"%)� '*� -'+1$%A�

$1�('#�A '%� '%+)� *#$-&�0�A$#� $%A$#-�  %� &'%A�&A�0 A&� A&$�)# $)�(+�%AG��*A$#� �%� '1$#% !&A�

(#'&$--F�0& &&�$V"�+-�A'�PRO�-'+1$%A�&)&+$-F�A&$�$,A#�&A�0�-�*#'3$%R)# $)G�

4A&�%'+ &� /�&$#�A '%-� 0$#$� �**'#)$)� 0)�  %&"0�A '%� '*� )# $)� !# %)$)� (+�%A� 0 A&� ("#$�

$A&�%'+�  %���&+'-$)�!+�--�#$& ( $%AG��*A$#�DL�)�)-��A�#''/� A$/($#�A"#$F� A&$�$,A#�&A-�0$#$�

-'+1$%A� $1�('#�A$)G� �%� '#)$#� A'� #$&'1$#� A&$� $,A#�&A� *#'/� A&$� 0�++''%�  %� A&$� &+$�%$-A�

('-- 0+$� 0�)F� �� / ,A"#$� '*� PLBPL� .C/X�&$A'% A# +$� 0�-� �))$)G� +& -� -'+"A '%� 0�-� A&$%�

A#�%-*$##$)�A'�A"0$-��%)�* %�++)� A�0�-�*#'3$%R)# $)G�

�

"� �"�$�	�����	#������	������&�

''#� $�&&� $,A#�&AF� �� -A'&2� '*� CP�/!X/5�0�-�)'%$G��V"$'"-� $,A#�&A-�0$#$� -'+"0 + 3$)�  %�

& ++ R7�.C/F�0& +$�*'#�$A&�%'+ &�$,A#�&A-�1 /$A&)+�-"+*', )$�K1&"/M�0�-�"-$)G�+&$�1--��1�

 %& 0 A'#)��&A 1 A)�'*�A&$�$,A#�&A-�0�-�&�+&"+�A$)�"- %!���* %�+�&'%&$%A#�A '%�'*�PLL�d!X/5G�

K* !"#$�CGCGMG�

�A� -�%'A$0'#A&)�A'�(' %A�'"A�-$1$#�+��-($&A-G�

' #-AF� -'/$� $,A#�&A-�(#$-$%A�%$!�A 1$�  %& 0 A '%G� �A�/$�%-� A&�A�1--� �1�0�-�/'#$� �&A 1$G�

+& -� $**$&A� /�)� 0$� $,(+� %$)� 0)� A&$� (#$-$%&$� '*� -/�++� /'+$&"+$-�  %� A&$� $,A#�&A� A&�A�
 %&#$�-$� A&$� &))#'+)A &� �&A 1 A)� '*� 1--� �1G� +&'"!&� %'� &'/('"%)� &�-� 0$$%� (#$1 '"-+)�

#$('#A$)��-���1--��1��&A 1�A'#F�  A�  -���('-- 0 + A)� A&�A�&�%%'A�0$�) -&�#)$)G�4%3)/$-�&�1$�

$1'+1$)� %�'#)$#�A'�&�1$���&'%A#'++$)��&A 1 A)� %���-$A�'*�&$++"+�#�&'%) A '%-G��%& 0 A'#-��%)�

�&A 1�A'#-�/�)�0$� �0+$� A'� A /$R-$+$&A 1$+)�/') *)� A&$� $%3)/$� �&A 1 A)F� �%)�1--� �1�/�)�

&�1$���&'A-('A�  %�  A-�-"#*�&$� A&�A��++'0-�  A-��&A 1�A '%G�+& -�&)('A&$- -�&�-� A'�0$�(#'1$)�

A&'"!&G�

"$&'%)F�  %� !$%$#�+F� $A&�%'+ &� $,A#�&A-� �#$�/'#$�('A$%A�  %�1--� �1�  %& 0 A '%G�1 **$#$%&$-�

0$A0$$%��V"$'"-��%)�$A&�%'+ &�$,A#�&A-��#$�1 - 0+$F�0"A� *'#�-'/$�$,A#�&A-F� + 2$�+%&R5&R
LEF�+%&R5&R@W��%)�+%&R++R@OF�($#&$%A�!$�'*� %& 0 A '%� -�- / +�#G�

+& #)F� $,A#�&A-� +%&R5&R@P� �%)� +%&R++R@O� (#$-$%A� & !&� 1--� �1�  %�&A 1�A '%� #�A 'G�
.'0$1$#F� A&$-$� (+�%A� $,A#�&A-�0$#$� %'A� *"#A&$#� -A") $)� - %&$� A&$�/�4'#� &'/('%$%A� '*�

A&$/� -�0$#0$# %$F��%��+#$�))�2%'0%�1--��1� %& 0 A'#G�

� �



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@LJ�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

' !"#$�CGCGB�1--��1� %& 0 A '%�('A$%&)�*'#�A&$�ED�%& %$-$�/$) & %�+�(+�%A�$,A#�&A-G�

� �

P
L
L
�μ

!
X
/
5
�



Results_Chapter 2 

@@L�

CG@GDG��#�3 + �%�(+�%A-�

�A� -�$-A /�A$)�A&�A��#'"%)�PLQ�'*�A&$�(+�%A�-($& $-� %�A&$�0'#+)��#$�+'&�A$)� %�A&$�A#'( &�+�

#� %*'#$-AG�H@NCI�+&$-$��#$�-��#$� %�$,A#$/$�)�%!$#�)"$�A'�A&$�)$*'#$-A�A '%��%)�$**'#A-��#$�

)$1'A$)� A'� (#'A$&A� A&$/G� �#�3 +F� 0 A&� �� *'#$-A� �#$�� '*� EWWFOJNFLLL� &$&A�#$-� K0& &&�

�&&'"%A-� *'#� �� A'A�+�'*�/'#$� A&�%� PLQ�'*� A&$� +�%)� �#$�MF�  -�'%$�'*� A&$� &'"%A# $-�0 A&� ��
# &&$-A�$&'-)-A$/G��#�3 +� &'%A� %-� O�/� %�0 '/$-B��/�3'%F�%$##�)'F�-�%A�%�+F�%��A %!�F�
-�/(���%)�A&$��A+�%A &�*'#$-AF�/�2 %!�'*� A���#$+$1�%A�(+�&$�*'#�(&)A'&&$/ &�+�#$-$�#&&G�

+#�) A '%�+��#�3 + �%�/$) & %$�&�-� A�2$%��)1�%A�!$�'*� A& -�) 1$#- A)��%)�  -�0�-$)�  %� A&$�

&"!$�%"/0$#�'*�0'A�% &�+�-($& $-G��%) !$%'"-�($'(+$�&�1$�"-$)� A�- %&$�&$%A"# $-��!'��%)�

+�A$#F� 0 A&� A&$�  // !#�A '%� '*� -+�1$-� *#'/� �*# &�� �%)� -$AA+$#-� *#'/� 4"#'($F� A&$� *+'#��
# &&%$--�  %&#$�-$)� $1$%� /'#$G� ��- &�++)F� �#�3 + �%� &$#0�+ -A-� /�2$� &))#'R�+&'&'+ &�

$,A#�&A '%-�'*�(+�%A-�0 A&� A&$�-"!�#&�%$� 4" &$�-( # A����-�C�G�+&$�$%-$/0+$�'*�(+�%A-��#$�

"-$)� *'#� �� -$A� '*� &'%) A '%-F� + 2$�  %*+�//�A '%F� �++$#! $-� �%)� (�#�- A &� �%)�  %*$&A '"-�

) -$�-$-F�0"A�$,A#�&A-�&�1$�(#'1$)� A'�0$�$** &�& '"-��-�0$++�  %� A&$�%$#1'"-��%)�) !$-A 1$�

-)-A$/-F��-�0'"%)�&$�+$#-��%)� %�&�%&$#��%)�&�#) '1�-&"+�#�) -$�-$-G�

�

�%� A&$� * $+)� '*� ) �0$A$-F� ������	 ��-������ &�-� (#'1$)� A'� 0$� $**$&A 1$� �-� �� -"!�#R0+'')�

#$)"& %!� �!$%A� K�/'%!� 'A&$#� (#'($#A $-MG� H@NDI� .'0$1$#F�  A-� "-$�  -� ('+$/ &� )"$� A'� A&$�

&'%A#'1$#-)� 0$A0$$%� -A") $-� -"!!$-A %!� &$(�A'A', & A)� H@NEI� �%)� 'A&$#� )$/'%-A#�A %!�

�0-$%&$�'*� AGH@NPI�

�

�%� �%� $**'#A� A'� (#'A$&A� A&$� $,(+' A�A '%� '*� A&$� �#�3 + �%� *+'#�F� A&$� &'"%A#)� &�-� -($& * &�

*$)$#�+� +�0-G� ''#� $,�/(+$F� (+�%A� &'++$&A '%�  -� '%+)� �++'0$)� �*A$#� �"A&'# 3�A '%� '*� A&$�

�#�3 + �%��%-A A"A$� *'#�4%1 #'%/$%A��%)�)$%$0�0+$�)$-'"#&$-G��$- )$-F� A&$�'0%$#-& (�'*�

A&$��#�3 + �%�0 ') 1$#- A)�  -��-- !%$)� A'� A&$��#�3 + �%�  %) !$%'"-�($'(+$G�+& -�  %%'1�A 1$�

+�0�0�-�-$A� %�'#)$#�A'�#$A"#%�(�#A�'*�A&$�(�A$%A�(#'* A�A'�A&$� %) !$%'"-�($'(+$�A&�A�&�1$�

�++'0$)�A&$�) -&'1$#)�'*�A&$�)#"!�0 A&�A&$ #�0'A�% &�+�2%'0+$)!$G��A� -�#$/�#2�0+$�A'�(' %A�

'"A�A&�A�JPQ�'*�A&$�(�A$%A-�0$+'%!�A'�)$1$+'($)�&'"%A# $-F�)$-( A$�A&$�*�&A�A&�A� %) !$%'"-�

&"+A"#$-��#$�(#'/'A$#-�'*�(�#A�'*�A&$ #�) -&'1$#)G� H@NCI��%'A&$#�/$�-"#$�A&�A�A&$��#�3 + �%�

!'1$#%/$%A� &�-� A�2$%� *'#� A&$� S(+�%ARA'R)#"!T� (#'A$&A '%�  -� A&�A� '%+)� (&�#/�&$"A &�+�

&'/('- A '%-� �#$� �&&$(A$)� *'#� (�A$%A %!G� -+�%A� $,A#�&A-� �#$� A&$%� %'A� �� -"04$&A� *'#�

(�A$%A %!G�

�

�#�3 + �%�0'A�% &�+�) 1$#- A)� -�$,&$(A '%�++)�+�#!$��%)�# &&G�1$AF�'%+)���-/�++�(�#A�'*� A�&�-�

0$$%� -A") $)G�'#'/� A& -�($#&$%A�!$�'*� &&�#�&A$# 3$)� $,A#�&A-F� 4"-A� �� +'0�($#&$%A�!$�&�-�

0$$%� A#�%-+�A$)�  %A'� A&$#�($"A &�(�A$%A-G��$- )$-F� A&$�/�4'#�(�#A�'*� A&$�  %1$-A !�A '%�  %�

A& -�* $+)� -�)$1$+'($)�0)��#�3 + �%�#$-$�#&&�&$%A#$-G�H@NCI�+&$%F�A&$�* $+)�'*��#�3 + �%�(+�%A-�

�-�/$) & %�+�)#"!�-'"#&$-�  -�1$#)�  %A$#$-A %!F�- %&$� A&$��&A"�+�$,(+'#�A '%�&�-�&'1$#$)���
-/�++�*#�&A '%F�+$�1 %!���&"!$�('A$%A �+�A'�0$�"%1$ +$)G�

�

/ A&� A& -� -&$%�# 'F� �� -$�#&&� *'#�1--� �1�  %& 0 A'#-� "- %!��#�3 + �%� (+�%A-� �-� -'"#&$�0�-�

$%1 -�!$)G�& 1$%� A&$�& !&� 1�# $A)�'*�0 '/$-F� A&$� �#$��'*� A&$�-�/(�F�  %� A&$� -'"A&�'*� A&$�

&'"%A#)F�0�-� A&$� -$+$&A$)� '%$G� +& -�0'#2�0�-� )'%$�  %� &'++�0'#�A '%�0 A&� -#'*G� �'%�#��
1�+&'+F��A�A&$�S6% 1$#- )�)$�'$)$#�+�)$�"�%A��&�# �TF� %�) '�&#�%)$�)'�""+G�

�

�



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@@@�

"� �$� �	!������	

"$+$&A '%�0�-� 0�-$)�  %� A&$� 0 0+ '!#�(&)G� H@NOF�@NWI� -+�%A-�0 A&� &')$-� *#'/��-R@� A'��-R@@�

0$#$��&V" #$)� %�+'&�+�&$#0�+ -A�-A'#$-G�-+�%A-�0 A&�&')$-��-R@C�A'��-R@N�0$#$�&'++$&A$)� %�

A&$��#$��'*�%�5�(�1�� K) '�&#�%)$�)'�""+MG�'#$-&�(+�%A-�0$#$� A&$%�)# $)�  %� A&$�'1$%��%)�

'%&$�)# $)F�A&$)�0$#$�!# ++$)G�

�

�
�
+�0+$�CGEGB�@N��#�3 + �%�/$) & %�+�(+�%A�(�#A-�"-$)�*'#�A&$�-$�#&&�'*�1--��1� %& 0 A'#-G�

�

�

"� �$�"�	$#��������	

.))#'R�+&'&'+ &�$,A#�&A '%-�KWLQ�4A&�%'+�X�DLQ�.C/M�0$#$�)'%$�*'#�$�&&�(+�%A�K'#�(+�%A�

-$&A '%MF� - %&$� A& -�  -� A&$� -'+1$%A� "-$)�  %� A&$� A#�) A '%�+� �#�3 + �%� /$) & %$G� "',&+$A�

�((�#�A"-� 0�-� "-$)� �-� (#$1 '"-+)� *'#� %& %$-$� (+�%A-G� +&$� )# $)� !# %)$)� (+�%A� 0�-�

 %A#')"&$)�  %� A&$�&$++"+'-$�&�#A# )!$F��%)� A&$%�(�#A�'*� A&$�-'+1$%A�0�-��))$)� A'�  AF�0& +$�

A&$�#$-A�0�-� %A#')"&$)� %�A&$�0�++''%G�+&$�-)-A$/�0�-�&$�A$)�*'#�P�&'"#-G��*A$#�A&�AF�A&$�

$,A#�&A�0�-�&'++$&A$)��%)���*#$-&�0�A&&�'*�-'+1$%A�0�-��))$)G��A�0�-�+$*A�'1$#% !&A�0 A&'"A�

&$�A %!G�3$,A�/'#% %!F� A&$� -)-A$/�0�-� &$�A$)� �!� %� �%)� +$*A�  A� *'#� P�/'#$� &'"#-G� +&$�

-$&'%)�$,A#�&A�0�-�&'++$&A$)��%)� %&'#('#�A$)�0 A&�A&$�* #-A�'%$G�"'+1$%A�0�-�$1�('#�A$)�
�%)��*A$#F�.C/�0�-��))$)� A'�#$&'1$#� A&$�/�, /"/�('-- 0+$��/'"%A�'*�$,A#�&AG�' %�++)F�  A�

0�-�A#�%-*$##$)�A'�!+�--�('A-��%)�*#'3$%R)# $)G�

�

"� �$�$�	�����	#������	������&	

''#� $�&&� $,A#�&AF� �� -A'&2� '*� CP� /!X/5�  %� 1&"/� 0�-� )'%$G� �� * %�+� &'%&$%A#�A '%� '*�����������

PLL�d!X/5�0�-��--�)$)��!� %-A�A&$�1--��1��&A 1 A)��%)� A&$�($#&$%A�!$�'*�  %& 0 A '%�0�-�

&�+&"+�A$)�K* !"#$�CGDGMG�

�

�

�

�������� ���������� ����� ���	��
 ���������	���
���� �� ! "#$�! ��������	
���� ��%� "#&� '�!(��
���) �!� !�!��!*�!	! ���������������� �!� !�!�+, &%"#�- �!�&
���. ��-%��	����/# ������	��
���	����� �#00#-�	!-	���#- 1%!�&�!-	���!(��
���2 3�(!�	���� "# �
���
�������
����� 
!%��������� 1%!�&�!-	���!(��
���4 3�(!��# � ������������������ �-��� 1��	
���5 6!0+#�/# �����������
���� 6!0+,� '�!(��
���7 �-�,��-! ���������	�
���� ���- ����(�-� �#����
���8 �! ��! �	���
	������� ����
���� �! ��! 1%!�&�!-	���!(��
���9 �!%!�	��(! ! !���������
���	� � ��!����!-�#� "�	�%��� '�!(��
����� �$!$$�! ������������	��� � ��!����!-�*�-��-* �!�&
����� 1%�(�! � �"������������� 1%�(�! '�!(��
����) ��#���! �	��������� ��	��
��������	�����	��� �������%��� '�!(��
����. ��#���! �	��������� ��	��
��������	�����	��� �������%��� �##%�
����2 �!- #�#�! #�� ��������	��
��������� ��	��� �!- #�#�! '�!(��
����4 �!- #�#�! #�� ��������	��
��������� ��	��� �!- #�#�! �##%�
����5 �!0� !�	�� !	��! $�� �
�������
��
������ �	��� ��!0� !�	�� !	��!� �!�&
����7 �,�%! !�����
	��������	��
����#�� �	��� �,�%! '�!(��
����8 ��%!-*! %������������
���#�� �	��� ��!����!-� "���� '�!(��



Results_Chapter 2 

@@C�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
' !"#$�CGDGB�1--��1� %& 0 A '%�('A$%&)�*'#�A&$��#�3 + �%�/$) & %�+�(+�%A�$,A#�&A-G�

�

4,&$(A� *'#� �-RD� �%)� �-R@LF� �++� A&$� $,A#�&A-� (#$-$%A$)� �� /')$#�A$RA'R& !&� 1--� �1�

 %& 0 A '%G�+&$�A0'�0$-A-�$,A#�&A-�&'##$-('%)$)�A'�&�&$+��K�-RNM��%)�- A�%!��K�-R@NMG�
�

�

CG@GEG�&$) A$##�%$�%�(+�%A-

�� + 0#�#)�'*�&$) A$##�%$�%�(+�%A-�0�-� �1� +�0+$�  %� A&$� +�0'#�A'#)G�1$-( A$� A&�A�  A�0�-� ��
!$%$#�+�&'++$&A '%�'*�(+�%A-F�0& &&�0�-�%'A�* +A$#$)�*'#�) �0$A$-Z� A�0�-�)$& )$)�A'�A$-A�A&$�

$,A#�&A-��!� %-A�1--��1��&A 1 A)G�

�

"� ��� �	!������	

+&$� + 0#�#)� &'%- -A$)�  %�% %$�(+�%A-G� '#'/� A&$-$F� �++�0$#$� A$-A$)� $,&$(A� *'#�&-RP� K�+'$�

1$#�MF�0& &&�0�-�(#$1 '"-+)�-$+$&A$)��-��%A ) �0$A &�(+�%AG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
+�0+$�CGPGB�&$) A$##�%$�%�(+�%A-�A$-A$)�*'#�1--��1� %& 0 A '%G�

PLL�μ!X/5�

��������� �	
	�	� ����� ������
���� ���	
��� �������		
����� ��	���
���� ���������� ���
����	
����
�	�� ��������
���� ������� ���������	�������� ��������
��� ���	� �
����	������ ���	
���! "�������� ���
	�
�� #���
���$ %�&����� �����
��	����
��� %������������
���' %��	
��� �������	�
����
� %	�(��
���) *��� ���	������� %����������������
���+ *���,���� �������	�����
����� *���	������	



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@@D�

"� ���"�	$#��������	

#V"$'"-�$-A#�&A.'%�/.A&� A&$�"'-&+$A��((�#�A"-��%)�&.++.R7�.C/�/�-�)'%$� *'#�$�&&�(+�%AG�

+&$�-"//$#�-A")$%A-�"0+1.��1.+�(#.%23��%)�3�)4���$#A+$**�($#*'#/$)�A&$-$�$-A#�&A.'%-G�

�

"� ���$�	�����	#������	������&	

''#� $�&&� $-A#�&AF� �� -A'&5� '*� P�/6X/5� .%�7&"/�/�-� )'%$G�7--� �1� .%&.0.A'#2� �&A.1.A2� '*�

.%*"-.'%-�/�-�/$�-"#$)��A���*.%�+�&'%&$%A#�A.'%�'*�@LL�d6X/5�'*�$-A#�&A�K*.6"#$�CGEGM�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�
'.6"#$�CGEGB�&$).A$##�%$�%�(+�%A�$-A#�&A-�(�#A-�"-$)�*'#�A&$�-$�#&&�'*�7--��1�.%&.0.A'#-G�

�

�

#-�)$A$&A$)�*'#�-'/$��&.%$-$�(+�%A-�$-A#�&A-F��%��&A.1�A.'%�'*�A&$�(#'A$�-$�/�-�'0-$#1$)F�

0$.%6�A&$�.2($#.&"/�K&-RCM�A&$�'%$�$-$#A.%6���&.6&$#�.%&#$/$%A�.%�A&$�7--��1��&A.1.A2G�
)$6�#).%6� .%&.0.A.'%F�&$).A$##�%$�%�(+�%A-�).)%UA��**'#)���&.6&�7--� �1� .%�&A.1�A.'%G�+&$�

*�&A� A&�A� A&$-$� (+�%A-�/$#$� %'A� *.+A$#$)� *'#� -"6�#R0+'')� +'/$#.%6� (#'($#A.$-� &'"+)� 0$� ��
#$�-'%� *'#� A&.-� +'/� $**.&�&2� �-� .%&.0.A'#� -'"#&$G� +&"-F� (+�%A� -$+$&A.'%�/�-� (#'1$)� �-� ��
&#"&.�+�-A$(�.%�)#"6�).-&'1$#2G�

� �

@LL�μ6X/5�@LL�μ6X/5



Results_Chapter 2 

@@E�

"�"�
�������	��������	


�������	 ���������� K�+-'� 5%'/%� �-� ��������	 ���������D	 �'(�+&&.F� �'(�+V".%M� K#-RDM�

)$/'%-A#�A$)���&.6&�7--��1�.%&.0.A.'%�#�A$F�0'A&�.%�A&$��V"$'"-��%)�A&$�$A&�%'+.&�$-A#�&A-�
KWOQ� �%)� WJQF� #$-($&A.1$+2F� *'#� �� *.%�+� &'%&$%A#�A.'%� '*� PLL� d6X/5MG� #./$)� 02� A&.-�

$%&'"#�6.%6�#$-"+AF���)$$($#�-A")2�'*�A&.-�(+�%A�/�-�)$-.6%$)G�

�

+&$� &2('6+2&$/.&� $**$&A� '*� A&$� &$-.&�%� (+�%A� �������	 ���������� &�-� 0$$%� $-A$%-.1$+2�

-A").$)G� H@NNR@JCI�&$-.&�%�+#�).A.'%�+�&$).&.%$� .-�#$/�#5�0+2�#.&&F� .%&+").%6��%�$%'#/'"-�

1�#.$A2� '*� (+�%A-�/.A&� &2('6+2&$/.&� $**$&A-G� #� A&'#'"6&� #$1.$/� 02� #%)#�)$R�$AA'� �%)�

.$.%#.&&� )$-&#.0$)� DLO�&$-.&�%� (+�%A� -($&.$-� A&�A�/$#$� "-$)� �-� -"6�#R0+'')� +'/$#.%6�

�6$%A-G� H@JDI� #/'%6� A&$/F� �'(�+&&.� %$'*+�1'%'.)-� �%)� A&$� /'+$&"+$� &'"A�#$�6$%.%� �#$�

)$*.%$)��-�A&$�#$-('%-.0+$�/'+$&"+$-�*'#�A&$�$**$&AG�7$-(.A$�A&$�%"/$#'"-�-A").$-F�'%+2�'%$�

'*�A&$/�(#'1$)���/$&&�%.-/�'*��&A.'%�*'#�A&$�/'+$&"+$-G��%�.AF���6#'"(�'*�&'/('"%)-�*#'/�

�'(�+&&.�$-A#�&A�/$#$�*'"%)�A'�A&$�.%&.0.A�]R6+"&'-.)�-$G�H@JCI�+&.-�$%82/$�.-�+'&�A$)�.%�A&$�

0#"-&R0'#)$#� '*� A&$� -/�++� .%A$-A.%$� �%)� .-� #$-('%-.0+$� *'#� A&$� &�#0'&2)#�A$� &2)#'+2-.-F�

#$+$�-.%6� ]R6+"&'-$G� �%&.0.A'#-� '*� ]R6+"&'-.)�-$� )$+�2� 6+"&'-$� �0-'#(A.'%F� �%)� A&"-F�

�AA$%"�A$�('-A(�%)#.�+�&2($#6+2&$/.�G�.'/$1$#F�%'�).#$&A�#$+�A.'%-&.(�0$A/$$%��'(�+&&.�
�%)�7--��1�.%&.0.A.'%�&�-�0$$%�(#$1.'"-+2�*'"%)G�

�

��-$)� '%� A&$� (#$+./.%�#2� #$-"+A-F� A&$� '04$&A.1$�/�-� A'� .)$%A.*2� A&$� �&A.1$�/'+$&"+$� '#�

/'+$&"+$-� *'#� 7--� �1� .%&.0.A.'%� (#$-$%A� .%� �������	 ���������� .%*"-.'%G� +&$� $A&�%'+.&�

$-A#�&A� /�-� -$+$&A$)� .%� *#'%A� '*� A&$� �V"$'"-� '%$� )"$� A'� A&$� &.6&$#� '0-$#1$)� 7--� �1�
.%&.0.A.'%G��%�'#)$#�A'�*.%)�A&$��&A.1$�(#.%&.(+$F�A&$�-A#�A$62�-A�#A$)�/.A&�A&$�*#�&A.'%�A.'%�

'*� A&$� $-A#�&AF� "-.%6� �� #$1$#-$)R(&�-$� &'+"/%G� +&$%F� *#�&A.'%-�/$#$� A$-A$)� *'#� 7--� �1�

�&A.1.A2G� �*� .%&.0.A.'%�/�-� *'"%)F� A&$� *#�&A.'%�/�-��%�+28$)� *'#�/'+$&"+$�&&�#�&A$#.8�A.'%G�

+&$-$�-A").$-�/$#$�($#*'#/$)�02�#+0$#A�-".6(.%3-��A��)����#&$+'%�G�5�-A�-A$(�&'%-.-A$)�.%�

��*"++2�&&�#�&A$#.8�A.'%�'*�A&$�.%&.0.A.'%�/$&&�%.-/G��

�

�

CGCG@�4-A#�&A�*#�&A.'%�A.'%��%)�&'/('"%)�.-'+�A.'%�

-"#.*.&�A.'%� '*� A&$� $A&�%'+.&� $-A#�&A� '*� �������	 ���������	 /�-� ($#*'#/$)� .%� �� .-5��
.%-A#"/$%A�$V".(($)�/.A&����@N�&'+"/%G�+&$�6#�).$%A�A&�A��**'#)$)��%�'(A./�+�#$-'+"A.'%�

/�-�@LREL�Q�K.C/F�LG@Q�+'#R#�3F�LG@Q�+'#MG�4�&&�($�5�/�-�-$(�#�A$)��%)�&'++$&A$)�*'#�

A&$�7--� �1��&A.1.A2��--�2G�-$�5-�&'##$-('%).%6� A'�#$A$%A.'%� A./$-�DGWJ��%)�PG@L�/.%"A$-�

/$#$�('-.A.1$��-�7--��1�.%&.0.A'#-��%)�/$#$�%�/$)�#-RDR���%)�#-RDR0�#$-($&A.1$+2�K*.6"#$�

CGPGMG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@@P�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

#-RDR��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

#-RDR0�

�

�

�
'.6"#$�CGPGB��&#'/�A'6#�/-�'*�("#.*.$)�/'+$&"+$-�*#'/�$-A#�&A�(+�%A�#-RD�/.A&�7--��1�.%&.0.A'#2��&A.1.A2G�

�

�

CGCGC�&'+$&"+$�&&�#�&A$#.8�A.'%�

#-RDR�� �%)� #-RDR0� /$#$� &&�#�&A$#.8$)� 02� &�--� -($&A#'/$A#2� �%)� �+-'� 02� 3"&+$�#�

&�6%$A.&�)$-'%�%&$�*'#�A&$.#�-A#"&A"#$�$+"&.)�A.'%G�

#-RDR��(#$-$%A$)���/�--�'*�H&`.IB�EEJG@LWNEF��%)��*A$#���A&'#'"6&��%�+2-.-�02�3&)F�A&$�

-A#"&A"#$�/�-�"%1$.+$)� K*.6"#$� CGOGMG�#-RDR0�/�--�/�-� H&`.IB� EODG@CDPDF� �%)� A&$�3&)�
�++'/$)� .A-�-A#"&A"#$�)$A$#/.%�A.'%�K*.6"#$�CGOGMG��'A&�/'+$&"+$-��#$�*+�1'%'.)-��%)�&�1$�

0$$%�(#$1.'"-+2�#$('#A$)� .%� A&$�0.0+.'6#�(&2G� H@NJF�@J@F�@JEI� �%� *�&AF� A&$�/'+$&"+$�#-RDR0�&�-�

0$$%� %�/$)� �-� �'"A�#$�6$%.%G� �%� A&$� +�#6$� (�%'#�/�� '*� 7--� �1� .%&.0.A'#-F� A&$� A/'�

).-&'1$#$)�-/�++�/'+$&"+$-�#$(#$-$%A$)���%$/�-&�**'+)�'*�.%�&A.1�A'#-G�

�

�

�

�

�

�



Results_Chapter 2 

@@O�

�

�

�

�
�

�

�

�

� ����

#-RDR�� � � � � #-RDR0�
�

�
'.6"#$�CGOGB��&$/.&�+�-A#"&A"#$-�'*��&A.1$�/'+$&"+$-�*#'/�$-A#�&A�(+�%A�#-RD��6�.%-A�7--��1��&A.1.A2G�

�

�

CGCGD��%&.0.A'#�&&�#�&A$#.8�A.'%�

+&.-�-$&A.'%�/�-�)$1'A$)�A'���*"++�-A")2�'*�A&$�/')$�'*�7--��1�.%&.0.A.'%�'*�A&$�/'+$&"+$-�

*'"%)�.%�A&$�$-A#�&A�'*��������	������������
�

"�"�$� �	!���)	��	�-	��-�*�����	

#-RDR���%)�#-RDR0���PL�1�+"$-�/$#$�&�+&"+�A$)G�7--��1�.%&.0.A.'%�#�A$��A���#�%6$�'*�).1$#-$�

/'+$&"+$�&'%&$%A#�A.'%-�/�-�/$�-"#$)��%)�A&$%�#$(#$-$%A$)G�#-RDR����PL�/�-�+'/$#�K@@P�

d&M�A&�%�A&$�0$+'%6.%6�A'�#-RDR0F�)$-&#.0.%6���&.6&$#�7--��1�.%�&A.1�A.'%�K*.6"#$�CGWGMG�''#�

A&�A�#$�-'%F�#-RDR��/�-�-$+$&A$)�*'#�*"#A&$#��%�+2-.-G�
�

�

� � #-RDR��1-�7--��1� � � � #-RDR0�1-�7--��1�
�

�

��PL�c�@@P�j&� � � � � ��PL�c�DDJ�j&�
)C�c�LGJJ� � � � � )C�c�LGJJ�

�

�
'.6"#$�CGWGB���PL�&"#1$-�7--��1�.%&.0.A'#-�(#$-$%A�.%�A&$�#-RD�$A&�%'+.&�$-A#�&AG�

�

�

�A�&�-�0$$%�(#$1.'"-+2�#$('#A$)�A&�A�*+�1'%'.)-�/�2�&�1$�A$%)$%&2�A'��66#$6�A$G�H@JPI�""&&�

�%� �66#$6�A.'%� (#'&$--� &�%� �**$&A� A&$� $%82/$� �&A.1.A2G�&'+$&"+$-� &�%� A#�(� A&$� (#'A$.%F�

	 � � 
 �
	

� 	

� 	

� 	

 	

� 	 	

� � � 
� 
� 
��

�

�
�
�
��
��
��
�

� 	
 � � 	� � � 	 � 
 	� � 
 	
 � 
 	� � 
 	 � � 	� � � 	
 �
�

� �


 �

� �

� �

� �

� �

 �

� �

� �

� � �

� � �

� � � 
� 
� 
��

�

�
�
�
��
��
��
�



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@@W�

*'#/.%6���/.&$++$R+.5$�-A#"&A"#$F�A&"-��1'.).%6�A&$�&'%A�&A�/.A&�A&$�-"0-A#�A$G��%�'#)$#�A'�

(#'1$� .*� #-RDR�� /�-� *'#/.%6� /.&$++$-F� '#� '%� A&$� &'%A#�#2F� /�-� .%&.0.A.%6� 7--� �1� .%� ��
-$+$&A.1$� /�%%$#F� A&$� .%�&A.1�A.'%� �&A.1.A2�/�-� /$�-"#$)� .%� (#$-$%&$� '*� A&$� )$A$#6$%A�

+#.A'%G� 7$A$#6$%A-F� $1$%� .%� -/�++� (#'('#A.'%-F� ).-#"(A� /.&$++$-G� �2� &'/(�#.-'%� '*� A&$�

(#'A$�-$� .%&.0.A.'%� .%�(#$-$%&$� �%)� �0-$%&$� '*�)$A$#6$%AF� .A�/�-� &'%&+")$)� A&�A�#-RDR��
/�-�.%&.0.A.%6�A&$�7--��1�/.A&'"A�*'#/.%6�/.&$++$-�K*.6"#$�CGNG��MG�
�

�%&.0.A'#-�/�2�0$�#$1$#-.0+$�'#�.##$1$#-.0+$G��%�/$).&.%�+�&&$/.-A#2F�A&$�6$%$#�+�A$%)$%&2�

.-�A'�+''5�*'#�#$1$#-.0+$�.%�&A.1�A'#-F�-.%&$�*$/$#�-.)$�$**$&A-��#$�$-($&A$)G��2�1�#.�A.'%�.%�
A&$� #-RDR�� X7--� �1� (#$R.%&"0�A.'%� A./$-F� A&$� A./$� &'"#-$� 6#�(&.&� /�-� '0A�.%$)G� #-�

'0-$#1$)� .%� *.6"#$�CGWGF�7--� �1� .%&.0.A.'%� .-�&'%&$%A#�A.'%�)$($%)$%AF�0"A�(#$R.%&"0�A.'%�

A./$� .%)$($%)$%A� K*.6"#$� CGNG0MG� �A�/�-� &'%&+")$)� A&$%� A&�A� #-RDR��/�-� .%&.0.A.%6� A&$�

(#'A$�-$�.%���#$1$#-.0+$�/�%%$#G��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'.6"#$�CGNGB��M�7--� �1� .%&.0.A.'%�($#*'#/$)�02�#-RDR�� .%�(#$-$%&$�'#��0-$%&$�'*� A&$�)$A$#6$%A�+#.A'%Z�0M�

+./$�)$($%)$%&$�&"#1$�*'#�#-RDR��1-�7--��1G�

�

�

'"#A&$#/'#$F� A&$� �&A.1.A2� '*� A&$� �6+2&'%$� '*�#-RDR��/�-� �--�2$)G�#-� #$('#A$)� *'#� 'A&$#�

(+�%AR)$#.1$)� /'+$&"+$-F� A&$� (#$-$%&$� '*� A&$� -"6�#� /'.$A2� .-� %'A� %$&$--�#2� *'#� A&$�

.%A$#�&A.'%�/.A&� A&$� A�#6$AF� '#� .%� 'A&$#� &�-$-F� &�%� -"0-A�%A.�++2�/').*2� A&$� �&A.1.A2GH@JOI�
+#$�A/$%A� '*� #-RDR�� /.A&� +'#� "%)$#� &.6&� A$/($#�A"#$� �++'/$)� A&$� #$/'1�+� '*� A&$�

6+2&'-.).&� 6#'"(G� 7--� �1� �&A.1.A2� /�-� A&$%� A$-A$)G� +&$� �6+2&'%$� '*� #-RDR�� -&'/$)� �%�

.%&.0.A.'%� #�A$� '*� DJGWWQ� �A� PL� d&G� #-RDR�� (#$-$%A$)� �� -./.+�#� ($#&$%A�6$� '*� 7--� �1�

.%�&A.1�A.'%� �A� A&$� -�/$� &'%&$%A#�A.'%� KE@QMG� �A�/�-�)$/'%-A#�A$)� A&$%� A&�A� A&$� -"6�#�

/'.$A2�/�-�%'A�$--$%A.�+�*'#�A&$��&A.1.A2�'*�A&$�&'/('"%)G�

�

'.%�++2F�-$+$&A.1.A2�'*�#-RDR��*'#�7--��1�1$#-"-�A&$�&+'-$+2�#$+�A$)�(#'A$�-$�-/-�/�-�A$-A$)G�

�%� A�0+$� CGOG� A&$� ($#&$%A�6$� '*� (#'A$�-$� .%&.0.A.'%� *'#� A/'� #-RDR�� &'%&$%A#�A.'%-� .-�
)$(.&A$)G�+&$�/'+$&"+$�&�)�/'#$��**.%.A2� *'#�7--� �1F�0"A� .A�/�-���-/-� .%&.0.A'#��-�/$++�

K#�A.'�@G@DMG +&"-F�#-RDR��/�-�%'A�-$+$&A.1$�*'#�7--��1G�.'/$1$#F�-/-�.-�+'&�A$)�.%�A&$��3"F�
�%)� *+�1'%'.)-� /.A&� -"6�#� /'.$A.$-� )'� %'A� &#'--� A&$� ���G� K@NOPLLJEM� +&$%F� #-RDR�F�
)$-(.A$�0$.%6��%���	������-/-�.%&.0.A'#F�.A�.-�$-($&A$)�%'A�A'�0$��&A.1$���	�����	

��������

��

�
� �
��
�

� 	
� 

�

�
� �
��
�

��

�
� �
��
�

� 	
� 

�

�
� �
��
�

�

� �


 � �


 � �

�


�
�

��
��
��
�

����� �����

� � � � � � � � � � � � � �
��

�

�

� �

� �

� �

� �

� �

� �

: �� � � �� �

� �� � � �� �

� �� � �� �� �

� �� � 
�� �� �

�


�

�
�
�

�

�
��
��
��
�


 �	M�

�


M�



Results_Chapter 2 

@@N�

������F�#�RDR	��	������A������	��	�����7����������
�A�F�
�A���A����������	A���������A��

�A��A�����������	��A��������A��A�	��������A�������������G�

�

�

�

�

�

�
�	
���CGOGB�7������	���� ������
�A����
!�A������������#�RDR	G�

�

�

"�"�$�"�	��-�*�����	��-�����	

#���A���	�	�!�������A���
��	�������#�RDR	�	��	�7����������
�A���	���	������AG��������

A�������
��A�������	����������	�A��	A���F�"���A����#������A����������G�

7������A�������A	A��������#�RDR	�����	��	!������7������	�A���A!�	A�	�	�$�������
�A	A��

������A	A����G� '�� �	��� ����
�A�� ������A	A���F� A��� ��$���R������ K'����������� ���

A���M��������AA���K��������XH%IMG�'���A�����$	�����F�A�������	�A!�A�����	���#A	�A���

	�����A�A��CL�����A��G�����F�������A!�	A��������	����	A�������	�������
�A��	�����
�A	A��

������A	A���G�

����&�����	��R��"�����	RA	���������A����	A	�	�������	���A�����A	�$�A���������A���A�	�

���������A����A��������A�K��$���CGJGMG����	�'�����R��������A������AF��A��	���
������A�	A�

A�����A����A��������A�����������$�A���������
�A	A��������A	A����K��$���@XH%IM���A��

��$�������
�A��������A	A����G�������	��	����	�����A����	A����A�	A�A�������������	����A�

	�A��$����	�����	R�	!F�
�A�A�	A��A��	���������$�	��		
���������
�A���F�	�
��	��������!�

���A��������
��������7�����GH@JWI�

� �

#����� ������ �	� 
���

������ ���� ����

������ ���� ����
����

�
�	
�����	



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@@J�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

'������CGJGB�&����� !��R���"�#$%A�%&�'�RDR ���(�)�A�%��%&�7�����G����A(��*V� ��� �+%%,�%&�A(��-�%**���� �� �
�*�.�#�-A�.G�

�

�

�

�



Results_Chapter 2 

@CL�

&��� �� ��(�)�A�%�� -%�*�*A*� ���  � *���$�R*�A�� ��A�� -A�%�� %&� A(�� ��(�)�A%����A(� A(�� #�%A���G�

�/#�- $$/F� A(����  ��� A(���� A/#�*� %&� ��!��*�)$�R$��� �� ��(�)�A�%�B� -%,#�A�A�!�F� �%�R

-%,#�A�A�!��  �.� ��-%,#�A�A�!�G� �%,#�A�A�!�� ��(�)�A%�*� )��.� A%� A(�� * ,��  �� � %&� A(��

#�%A�����(���� A(�� *�)*A� A��.%�*F� A(�*�  !%�.���� A(�� &%�, A�%��%&� A(��4%� -%,#$�0G�(%�R

-%,#�A�A�!�� ��(�)�A%�*F�%�� A(��-%�A� �/F� ��A�� -A���A(� �.�&&����A�#�%A���� �� F�)�A�,%.�&/�

A(��)�%,%$�-�$�����*�-(� �� /�A( A�A(��*�)*A� A���*��� )$��A%�)��.�A%��AG��(��$ *A�*-�� ��%��*�

A(����-%,#�A�A�!����(�)�A%�F��(����A(��*�)*A� A��- ����A�� -A���A(�A(��#�%A����.�*#�A��A(��

#��*��-��%&�A(����(�)�A%�F�&%�,���� ���4%�-%,#$�0G�

�

(%�R$��� �� ��(�)�A�%�� ��-$%*�*� (/#��)%$�-�  �.� # � )%$�-� ��(�)�A�%�G� �(�� &��*A� %��� A "�*�

#$ -�� �(��� A(�� �4%� -%,#$�0� �*� �%A� �� -A�!�F� )�A� #�%.�-A� - �� )�� &%�,�.G� � � )%$�-�

��(�)�A�%���*�#��&%�,�.��(��� �,%$�-�$��)��.*�A%�A(��#�%A�������A�%�*�A�*F�*�,�$A ��%�*$/�

%���%AG��(��"���A�-�,%.�$�%&� �# � )%$�-���(�)�A%���*���#��*��A�.����&������CGJG��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'������CGJGB�&����� !��R���"�#$%A�%&�'�RDR ���(�)�A�%��%&�7�����G����A(��*V� ��� �+%%,�%&�A(��-�%**���� �� �

�*�.�#�-A�.G�

�

�

)(���]�c�L� �.�\�c�LF�A(���A(��,%$�-�$���*�#��&%�,���� �# � )%$�-�-%,#�A�A�!����(�)�A�%�G�

�&�]�f�L� �.�\�f�LF�A(��-%,#%��.��*���(�)�A������� ��%�R-%,#�A�A�!��# � )%$�-�, ����G�

�

��



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@C@�

�(�� ! $��� %&� A(�� -%�*A �A*� - �� )�� - $-�$ A�.���A(� A(�� *�-%�. �/� #$%A*G� �(�� *$%#�R#$%A�

-%�*�*A*� %��  � ��#��*��A A�%�� %&� A(�� *$%#�*� &�%,� &����� !��R���"� $���*� ��� &�%�A� %&� A(��

��(�)�A%��-%�-��A� A�%�F��(�$�� A(��/R��A��-�#A�#$%A���#��*��A*� A(�� ��A��-�#A�%&�� -(�%&� A(��

$���*�!��*�*�A(��-%,#%��.�-%�-��A� A�%�G�

�

�(�� *$%#�R#$%A� . A � � *� &�AA�.� ��A%�  � # � )%$�-� -��!�F� .�,%�*A� A���� A(�� ��(�)�A�%��

,�-( ��*,G� *%��!��F� A(�� /R��A��-�#A� *�-%�. �/� #$%A� &�AA�.� ��A%�  � $��� �� ,%.�G� �(�*�

)�( !�%�� -%���*#%�.�.� A%�  � *$%#�R# � )%$�-� ��A��-�#AR$��� �� �%�-%,#�A�A�!�� # � )%$�-�

��(�)�A%�G���*�.�*� ��!���� V� $�A A�!�� ��&%�, A�%�F� A(�� *�-%�. �/�#$%A*� �V� A�%�*�  $$%��.�

A(�� - $-�$ A�%��%&� A(�� ��+/, A�-� �� -A�%��# � ,�A��*G�4 -(� �V� A�%��� *� ��A��#��A�.� ���

A��,*�%&� A(����+/, A�-��V��$�)���,F���!���� ���$ A�%�*(�#�)�A����� A(��-%�*A �A*� �.� A(��

�0#���,��A $� . A � K&������ CG@LGMG� �(�� %)A ������ %&� A(�� �V� A�%�*� �*� .�A �$�.� ��� A(��

�0#���,��A $�*�-A�%�G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'������CG@LGB�+�R#$%A*�%&�&����� !��R���"G� M�%$%#����R#$%AZ�)M���A��-�#A���R#$%A�

�

�

�

�

�

�

�

� � � � � � � � � � � � � � � �
�

� � �

� � � �

� � � �

� � � �

� � � �

,1 � �� �� � ��

�
	

�
�

�c�PEE�`�DGEPDH�I�`�LGL@@@C�H�I�
C
 �c�LGLCP��`�PGNWP 

�� � � �� � � � � � � � �

��

�

� �

� �

�� � �� �� � ��

�
�	



��


�
�
�
�

�M� �M�



Results_Chapter 2 

@CC�

���� ���A������� ���������A�� A����V��A����������� �A� �A����! �"���F� ���"�� A�������� ��#�

�V��A��������������A����A�������� ��#���$�����!� ���A� ��K�%!� ����A�����"A���MG�

����A��A������#�"A� ��� ��!���A�����A����#�&� ��CG@@G�
�

�
�

'�&� ��CG@@GB�����A��A������#�"A� ��#� �''RDR��������A�����#�7''��(G�

�

'�� ����"��� # ��� A��� &�������� R�� $�  �R!��A�F� ''RDR������ �%� A��&� �� ���"��!�A�A����

!� �����"� ������A���G�����F� A�������"����"�������� ��A�� A�����A����#� A���! �A���F������� F�

�##���A��#� �A���������##� ��AG�

��"��A�����)�������# ��F�A�������A �A������! �#� ��A�����������G�'##���A���#�''RDR��#� �A���

"��!�A�A������A���������&�A���& ��A� �A����A���-*�K-��c�@PWGO�μ*MF���A�������&����A������R

"��!�A�A������A������"��� �����! �������Kγ�c�CNCCGPNMG���A� ��A��&��F�A����!�"$�A����������

�""�!���� �#A� � ������&� �#� A��� ����A �A�� � � A��� ������A� � �A� A��� "��!�A�A���� ��A�G� �#� A���

����A �A�����������F�''RDR����������##���A���#�CDEGN�μ*�Kβ-�M�#� �A������R"��!�A�A������A�F�

�������#�A�� ���������������A� �����"�������A���"��!�A�A������A�F��##���A��#� �A����""�!�A����

�#�A�����"����!�"$�A������#�D@LGP�μ*�Kk-�MG������A��"����F�A����%�A��#�A�������"�������A���

"��!�A�A������A��������A���$����A���""� F����α�����l��� ��"�����A��LG�

����F�A���$���A�"�������"�����������!��#�����������"�A������#�&� ��CG@CG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@CD�

�

�
�

'�&� ��CG@CGB�7''��(�������A������"�������!� #� �������''RDR�R�

�

�

��� A�����"��� ��F� A������R"��!�A�A������A������������""���������#A� �������&��#�������"����

K��A�� �������A� �� �����A �A�M���A��A���"��!�A�A������A�G�����F�A������A� �"A����! ���A�����

"��#� ��A������"���&��A��A��!�����������"���A��� ����� ����A������R"��!�A�A������A�G�

���� ����A �A�� ��A� �"A���� ����� �� �##�"���A� �����������&� A���� ��"���� ������&�!���A���F� ���

����"���# ���A���#�"A� �G���A� ��A��&��F�''RDR�F����!�A������&�������������"���F����������A��

! ���"�� �� ������ � �##�"A� A�� A��� ����A �A�F� ���� !� #� ���� A��� "��#� ��A������ "���&��

�������#� �A����""����A��A������R"��!�A�A������A�G�

�

"�"�$�$�	7+0	����)���	

���� ���A� �A�!� �#� ''RDR�� "�� �"A� �)�A���� "�����A��� ��� A��� �A���� �#� A��� ��A� �"A������A��

��������7''��(�����*+G��A���������A�����A�"A�����#�!��������"���&������A���"����"������#A�

�#�A�����A����������#A� �������&��#�A�������"����A��A���! �A���G�'����������#�&� ��CG@DG����

��&��#�"��A� "���&����� ������ ������A����� A��� # ���7''� �(� "��!� ��� A�� A��� ���!����#�

7''� �(���A��''RDR�G����� ��&���������� ���7� ��� ��"A���� @GDGE�������A��������G������ ��&����

�!!�� ������! ����"���#�7''��(�������A� �F����!�A���#�A��� �"����"�����A� ��G�����#�"A�A��A�

��&����7�������A�! ����A������ ��"���A��&�7''� �(���A��''RDR�� "������������ A�� A��� ����

�##���A�� �#� ''RDR�� "��!� ��� A�� A��� "��A ��� ����"����� ����� ��� "��!A� � @� #� � ������

�!A���)�A���G�*����� F����A����!�"A ���#�7''��(�X��� �� ���F�������"����A��A����������PL��#�

@EL�d*� #� �7''��(F���&����7������A�����������F� A���&�� �A�� ��A����A������ ���"���"��!� ���

��A��A��������#�'DCXJNG���PL��#�''RDR��#� �7''��(���������� �K@@P�d*MF�A���F�A��������##���A��

���� ��A� "������ ��� ��� �� " �"���� #�"A� G�*����� F� ��� ���� ���� ��� A��� $���A�"� �����F� A���

����"������A� �"A����A��A�����A����#�A���! �A����G��#�A�����&����"�  ��!�����&�A��7������������
����� A��� ������A� � ��� ������&� A�� A��� "��!�A�A���� ��A�F� ��A� �A� ��� ��A� �#A� � ������&� �#� A���

��"��������"���� ��� A������R"��!�A�A���� ��A�F� A���F�''RDR������� &���� CXD��#� A��� �%!�"A���

��&���F� ���"�� A��� �##���A�� #� � ������&� ��� A��� ��"���� !���A���� ��� A��"�� A��� ���� A�� A���



Results_Chapter 2 

@CE�

"��!�A�A������A�G������ ���"A���� ��� A���"��!�A�A������A�R������A� X! �A����!�!���A���������

"���������������A���7���&���G�

�

�

�

�
'�&� ��CG@DGB�*�A���R�+�,-��!�"A ���#���A���R@D����A����������������7''��(�KDJRWOOM����"��!��%���A��

''RDR��K& ���M��� ����# ���7''��(�K����MG�

�

�

���� ��AA� ���!�A������������ ��!��� A��A�������&��#���� ������A� � ��A�� A��� "��!�A�A���� ��A��

"������������ �"��#� ��A������"���&��A��A��������A��""� ��#�A���������A� ����������&�A��A���

���R"��!�A�A����������&���A�G�������������A���!���A��A�������A�����R"��!�A�A������A�������A�

����#���&� A���! �A����"��#� ��A���F���A� �#� �A��""� �F� �A��������������##� ��A�����# ��� A���

�������� ����# ���"��!�A�A����������A���G�

�

� �



Discovery of DPP IV inhibitors from plant extracts 

@CP�

�)�+�$#
"
 /$#/�$F

�

.��!�������A��#����7''��(�# �����A���"������ "��G�

'� �AF��������"A���!���A��A��A��� ���� ����� �!� A���A���������A������A�"��"A���G�

���������A������A�"�!���A���� ��"�����F������������� �)������!���A�������A�� ��# ���A���

� ���A��������������*���"���G��������F������ � ���#�*���A�  ������!���A���������������"A��G�

'#A� F��%A �"A��������A��A��&��#�7''��(�������A� ���"A���A����������G�

�

' ��� �� � A���� ��� "����"A���F� A��� !���A� ''RD� ���� ����"A��� #� � #� A�� � ��������G� '#A� �

# �"A����A��������!� �#�"�A���F�A�������"������� ��#�����A�����7''��(�������A� �G��������A�

���F�''RDR�����������AA���A����A�� ��&����)���A�"���������G�

-���A�"��%!� ����A���#�''RDR��������A �A��� A��A� �A����� ������A��&�7''� �(� �����!� �����"�

����� G�������������� � ����%A ������  � �� ���! �A�������A���� ���&�����"�� �&�� ����A �A��

������������������ �!� A�����"����#� ��#� �7''��(GH@JWI�

�

����F�''RDR��������A�����#�7''��(������������������*+G�

7��!�A�� A���  �����A�����#� A��� �!�"A ��������A���A"�� A��� V����A��  �V�� ����A�F� A��� �%A ��

��&����A��A��������� ������A��"��!�A�A����������A� ��������A�! ����AG��

.�� ��!�A����)��� A��A� A��� ��"$� �#� �!!�� ��"�� �#� A���� ��&���� ��� ��  ����A� �#� A��� !� �����"�

������A�����#�''RDR�G�

�

�

�

�

�


 




 

@CO�


 




 

@CW�






































































Chapter 3:  
Discovery of POP inhibitors by 

High Throughput Screening  




� �



Results_Chapter 3 

@CN�

�

�

� �



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@CJ�

���!A� �����%�

�



���	
��
'
��
�7




'���
��
H�	
�����������
	�����8�
��
�7	�����
�
� DG@G@G�'��� ��"��"��'��� �)�A���������"��"�!A��

� DG@GCG�' ��������&���������A������

� DG@GDG�''��������!A���)�A����

��

'�"�
����

������	�

��������
� DGCG@G�*�,��%!� ����A�

� DGCGCG�'���������#�A��� ����A��

� � DGCGCG@G����"���A����
� � DGCGCGCG�4�����A����

� � DGCGCGDG�&��A�

��

'�'�
��

6�����
���

 DGDG@G�����A� ��&�

� DGDGCG�7�"$��&�

� DGDGDG�4�)���A�"��������

� � DGDGDG@G�' ������� ���" �����&�

� � DGDGDGCG���PL�"� ����


'�(�
���
��
�
�����
��
����
������
��


DGEG@G�-���A�"�"���A��A�����"���A����

� �

�

���	
��
'
�6��6��:

�

�

�

�

�

�

�

�

� �



Results_Chapter 3 

@DL�

4%!� ����A����"�����
�

�

�

�
�

�

�

�

����� ��������� �"� �� �� �#� �A��A�������� ��#�����"����������"���A�!G�

�

�

�

�

�

�


 




Discovery of POP inhibitors by HTS 

@D@�

�)�+�$#
'
� !�$4�

�

��� A��� ��"���� �#� A��� JL�F�����"��� � �����&�� �������� A��� ���"��� �� ���� ����A�#�"�A���� �#�

����"��� � A� &�A�G� �A�  �! ����A��� A��� !��������A�� A�� A�"$��� ��������� ��� ���� �� �##�"���A�

����� F� ���� !�� ��"��A�"��� �����A ����  �!����� #�"����� A��� � �##� A�� ��� #�����&� � �&��

��� �����&� A����� ���� A� &�A�G� ��� !� �����F� "������A� ���� "�����A �� ��A����� �� ��

�!A���)��� �##� ���&� A��� " ��A���� �#� �� &�� "����"��� ��� � ���G� ��� A���� �"��� ��� �#� �� &��

����"���� �� ���� ���A����)������ "������A� ���� "�����A �� �������� A� &�A�����"��� ������

����"��� ������&�F���������� #� � A��A��&���A������&��������� �&���A��G�*�&�RA� ��&�!�A�

�" �����&� K*�,M����� A����! �!���������� A��A��&���A���� A��A�"����������" �A�A ��!��A�R

�������������������A���A����" �����&�!��A#� ��G�

'���&� A��� #��A� ����#�*�,F� �A� ������������	�������$������&���#� A���������&� ��A���#� A���

����"������A��A���A� &�AF��A��������A�������A�#�"�A�����#�����"����"�����A�A�������� �&������

�A�����!!��"�����A����� ����"������#�A� &�A�GHCOI�*����� F��A���������������A�&������A��"��AF�����

A�� A�����&�� A�"�����&�� ��# ��A �"A� �� �V�� ��GH@JNI�*����&�������A������� #�"A� �F�*�,�����

������&��� ��� �� ! ������&� A�"���V��� ���� A���F� !�� ��"��A�"��� "��!������ ����A��� ��

����A��A�����##� A� ���*�,��!!��"�A���� ���� �&����"��� �F��%!�"A��&� A��� #�����&��#���������

!�A��A�"��!�����F������A���!��������A���#�#�����&�#� �AR��R"������ �&�G�

�

��A����!�A�� A�����&�� �����A���A� ���*�,����!�� ��"��A�"��� �����A ��������&��� ����A��

���� �A���� ��������!!��"�A���F� ����A���������A����������%!�"A��G� ������A���� # ��� CLLEF�

��� �� �� & ��!� �#� ���� �A� ����  �!� A��� A��� � ��A�� ��� ��""������A�� A���� A�"���V��F� ED�

���� �A� ���� �!� A���WEO���������A������# ���*�,����A��A���� GH@JJI�*����� F�A�������� �

�#�������A��A��"A��������A� �����A��"����"���!��������"������A�������@LEGH@JJI�����!� "��A�&��

�#�"������A���A��A�#��������  ����A��A����� $�A�����%!�"A���A�����"������ ��������� G�' ���

PN�� �&���!! �������A�����@JJ@�����CLLNF������@J��#�A��������*�,����A��� �� �&��GH@JNI�

�

���!� ������#�*�,� ����A����A��A����%!�"A�������������A���A�����A� A���A������!!��������

���� �A� �����#�������� �A����� �������� �����" �A�"��������A�A����##�"�"���#�A���A�"���V������

� �&����"��� �G�'����A���������A������������ �&���A���� �����*�,��AA �A���� �A�������A���

����� ���������� ����&�A���#���� ���#�*�,���A��A�� ��"��A����� $�A�����������AA ���A���A��

A��� ��� � �� ����&�G� ��� A��� ��&�����&� �#� *�,� ��!�����A�A���F� �� &�� ��� � ���� & ��!��&�

"��!������ # ��� "������A� ���� "�����A �� �� �� " ��A��G� /���A�A�� �#� "��!������ ����

"������ ��������#�������A���#�"A� �#� �A�����""�����#�A���A�"���V��G������� ��"��!������

A�� A��AF� A����� �� ! �������A�� A�� #���� �� ��AG� -�� �� �#� �%!� ���"�� ����� ������A �A��� A��A�

V����A�� ��� #� A�� ��� �� ��!� A��A� A���� V���A�A�G� ���� �� � A�� ��! ���� A��� V����A���#�*�,�

��� � ���F� ���� ��� �A �A�&���� � �� ����&� ��!�����A��G� *� �F� A� ��� �#� A���� � �� #� A�� �

���"�����G�

�

@M &���R��$��! �!� A�����#�A�������"����G�

*�,�  �A�� �#� ��A� ��""���� ���  ���A������ ��&�F� A�� �#� �F� �A� "����� ��� �������� A��A� A���

�����A��#�"��!������! ����A� ��� A��� ��� � �� �! ����A���! ������&�!���G�*����� F���

��A������A���$����A�����A���#������ �&G����A���"��A � �F�A�������"���������������0�"A��#�

�����V���A� ����#�"�A����� ��� � �� � A�� ��! ���� �##���A�F� �!�"�#�"�A�� ���� ���!����"���

! �!� A���G�.����� ��A�� � �� ����A�#���� ��� ������ �#� !�A��"�F� � �&�� ������� ��� ��A� �����

!�A��AF� ��A� ����� ����"A���� ���� ����� A��  ��"�� A��� � A� &�A� ��� A��� � &�����F� " �����&�

��  �� ����"�����A�����A��A������ �A��������R� ������  �� �G�����F�����"�������A������R



Results_Chapter 3 

@DC�

��$�� ! �!� A���� K� � ����� ��AA� F� � �&R��$�� ! �!� A���M� � �� #���� ��� ��� A��� ��� � ��

����&�G����A���F�"��!���������A���*�,���� � ��������������#�������A� A��&�!���A��#� ���

��""���#�����ARA�R�����! �& ����GHCLLI�

�

CM �����"����!�"��

� ���A��������� � ����"��A������"��!������A��A���� ��!!������A���"����"����!�"�G����

��" ����� A���"��� �&���#� �AF�"�����#� ��A�"�� A����������� �&���A��� ��� A��� ���A���� ����

�� �����#�"��!�A�A������! �& ������� ���A���A����" �����A������ � ������ ��A�GH@JNI�

�

DM '�"�������� � ����
���� �"A���� A ���� ��� A�� " ��A�� ������ #�"����� ��� � ����  �A�� � A���� �� &�� ����  ������

����G�,����� � �����A��"������" ��A������������ A��� A� &�A��#� �A���G�.�A�� A������!��#�

"��!�A�A������! �& ���F�����! ���������#� ��A��������A�A� &�A��A �"A� ��� ��%��A��&�

� ���A� �����&����F�!� ������)������ � ����� ��A���� ��GHCLLI�

�

� *&�!�� #���
�)$*���#0
 ���%��
��&#�#�$�

�#%,H��I$
+# +$#��$�
 &��� *�����R*�&��

��/$#���0
 &���A��� 4%A�����


�#,$�H� �%�$.
 R� �!A������

��&#�#0
��?$
 &� &�� *������

���#��� !
#��$
 *�&�� 4%!�"A���A��������� �

�
������DG@GB��������A� ����"�����A ���� �����"A������� � ����

�

�

���&��� ��F�*�,���� � �����������������V����� ������A���������"����! �!� A���F����� ��A�F�

A� &�A�#�"��F���A����"A����! �!� A��!�A��A��������! �"�GH@JNI�

'� A�� �� �F� ��� ��" �����&� V����A�F� ��� � ���� � �� ��A�  �V�� ��� A�� ��� �� &�� ��� "��!�����

����� G��������A���A���� ����A���������"�����"������&��������� ���##�"���A�! �"���G�

�

���� ��! ������A���� A��� V����A�� A��A� A��� �"A���� ��� � �����##� � ��� �%!�"A��� A�� ���� � A���

�AA �A����  �A���  ���A��� ��A�� *�,G� *����� F� "���&��� ��� A�������� � A��A� ��� � ���� �� ��

����&���F��� �� ��!�����A��� ��� A��� ��&�����&� �#� A��� CLLLU�G� ��$��&� ��A�� �""���A� A��A�

��A�����@L�����@P���� ��� �� �V�� ���#� �����A�A�� ��"��A����� $�AF� ����A���#�A����SV����A�R

� �������� � ���T�����������A�"���������A�����%A���� �GH@JNI�

�

����!� A�"��� �"�����#��!A���)������ � �������A��������#��� $�A���� �&��� �$���������"A����

"��!�����G�7 �&� �!���A�����&F� �!� !����&F� �! �#����&�� � ��� �"A��&F�� ��A� ��������#� �

A��� ! �"���� �#� #�����&� ���� ����� #� � �%��A��&� � �&�F���A�� A��� "����A���� A��A� A����� ����

����"�A����������A�������A� ���A�����A��A���� �&��������GHCL@I������A�"���V���������##� �����

����� ��� A��� ���A� ��� �F�!� A������� �������� A��� &�!���A����� A�����&�� �"�����"�!�� ���

�����A���A�����A������������ ��#�����"����"�����A�A���X��� G�

�

���������A�&����#�� �&� �!���A�����&�� ��"����V���"���#�A����%��A��"���#���! �������� �&�

���"��� �� ���� ������!���AG� '�� ��"�$���A�"�� ��� �� ����� !� #� ���F�������&� A��A� A���

���!����"���! �!� A�����#� A�������"���������������!A���)��G�'����� �� ������������F����"��

��!����������������!���A�A�������������"��A�#� �A��� �!� !����&G����&��� ��F� �!���A�����&�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@DD�

"������A���������� ������ �����"��A���  ��$F����"�� A�������"��������&����!�� ��"�$���A�"�

! �#������������! �����A�������A�A�%�"��������A��������A�� �GHCL@I�

*����� F�A����! �"�������A�A� ����������������A�&��G�'� �A�������� ���A���A��A����%!�� ���

"����"����!�"�G�'�� �!� A������A���'7'F�@PJD�����"����"�����A�A���������������!! �����

���"��@JDN���A���CL@DG�����F�A�������� ��#�����"��������V��A�������G�

���� ��"������������A�&����!��������"���&��� ���  �&���A� �� �A���� ��F����"������ #� "��

 �!�A�A�����#� A���!������� A ����� ���� �� � A����� ����& �����A���A�� A������� �&���A���G������

�����"������� ������#�A���A�A���"��A��#�A���� �&�������!���AG�

'������F� A��� A�� �� ��������A�&�� ���  ���A��� ��A�� �A�� ��&��� ! �A�"A���� ���� "���� "����

�%!���A�A���G�������A���R�#R����K*�1M�!�A��A����A�����"����A�A��A��������A���! �A�"A����

�#� �� "��!����� #� � �A�� �A���)�A���� ��� �� "� A���� �������� A ��A���AF� ����!�����A��� �#� A���

! ���"A�!�A��AG�*� �F�A�� ��� ��A����"��� ���G��#�A���! ���"A�!�A��A�����A�����"A���F�A���F����

� �� � A�� "���� "����)�� A��� ����"���� #� � �� ��"���� ���F� A��� ���� �� �#� A���  ��!�"A����

!�A��A�����A�  ��"������& �����AG���� A����A�� �����F� �#� A���"��!����� ����##R!�A��AF� A���

! ��"�!��� "��A ��� ��� � ���������� A��� &��� �"� ��� ����&�����#�"A� ����� ������G� ����F�

! ���"�A�����#�!�A��A������##�"��A�A��#�����G�

�

,��� ����%��!�����#�� �&�  �!���A�����&��%��A� ��� A���"�  ��A�� �&�!��� ���G�4� ��� ��� A���

@JNWF� A��� #� �A�� �&� #� �*�(� A ��A���A������!! ����F���A� A�������"���F�)���������F�����

! ���������������!������@JOE���������A����!���A�"�� �&GHCL@I�'��A�� ��%��!��F�����������

�����#� A������A� #�����F� ��� �������#��G�� �&�������������!��� #� ���&���� A ��A���AF� ���� ���

�����A�� �� �#� !����� �� �A����  �!� A��� A��A� A��� � � �"A����� �� �� �A ��&� � ���� �� ��

!� ���A��A� A���� �����G� ����� �#A� � A���� #�����&F� '#�)� � �A� A��� �� A ���� ��� ��!�A��A����G�

(��& �F�A���A ���������#� ��������#������A�������#� �� �"A�������#��"A���F��������CLLDF��������

�������#�[@GNN��������GHCL@I�'� ��� ���� ! ����&����A���"�����#�A����������G�� �&������������A��

A ��A��� ���&� ��"$����� ���! �&���A������F� �A�������������#A� �������A �A��&� A��A� A���

� �&�"���������� ���$���A����� A����#�"A�G���������F����!�A��A��������A�A��&��##�"A��A�����

���A����������#�"���� ��F��A����A��������A ��A���A�#� �� �A���������������! �����K4�&MF�

����������������"�A������*�(�����"��"� GHCL@I�

�

������ �%��!���F� ���� �A�� �F� "���� # ��� �� ����!�A�� � � ������ �����A�&�A����� A��A� ����

�"���A��A��A��&����A���� �&�����%A ���!!��"�A��������A�� �"����A����G�*�,�A��$������A�&���#�

A����$������&�F����� ��� � ����"��A�����&��� $�A���� �&���� ������&���G�����F� A���������

!��� �����#��� $�A���� �&������" �������&����A���"� A����A� &�AG�

'�������&�A�������� �������&F�� �&��A��A������ ��"����! �"����"�������!��������A�&�������

������A �A���A��������RA�%�"F��� ���������"���������*�,���� � ���G��

�

� �



Results_Chapter 3 

@DE�

���������A���!��������A����A��A�*�,�!��A#� ����##� ����������� "��#� ���A�F����A �A�&��#� �A���

#�����&� �#�'�'� ������A� ������ ������&��G�'�� ��� "�� #� � �"A��������"����F� �� "����"A���� �#�

$���������"A�����K���! �"����"��F�!�������� �'7'��!! ����M���������G��

'�����" �����&�A�"���V��F�'��� ��"��"��'��� �)�A����K''M���������"A��F�&�����A���#��������A��

�#� �A���!!��"�A���� A��*�,G�,��"�� A������%!� ����A���� ��!� #� ���� #� � A��� #� �A� A���F� A���

������ ���� ��AR�!G� '� �������R! ���� ��A�� �##���A�� #� � '�'� �"A���R��A�� ���� ����&���� ����

���A����)��G�'#A� ��!A���)�A�����#� A���''������F�*�,������!!����� #� � A��� #�����&��#�'�'�

��&����G�

�

���� *�,� ���� !� #� ���� ��� A��� *� �� �� *���"��� ,"����� ," �����&� '�"���A�� K�����

&��&����MF��� ��&�A���E����A����#��A����A�' �#G�&� �� ��.�&�� ����� �A� �G�

&�A� F���A�������A��������"�  ������A��A��+���� "�����G�

�

� �



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@DP�

'���
�$�H%+
��% #$��$!�$
	 ��#�?��� !
�4+$#�*$!��
�

�

DG@G@G�'��� ��"��"��'��� �)�A���������"��"�!A��

'��� ��"��"��'��� �)�A���� K''M������� A�$���! �#�A��#� A���"��"�!A�G�'� �A� ���  ���A��� A�� A���

��)�� �#� ������"���G� ��� �� ����A���F�����"�����  �A�A�� #�������&� A���� ������������B� ������

����"�����A������#��A� �A������ &������"����G�,�"����"��"�!A���� ���A���A��A���#��� �!�� ��

��A� �G�.���� �� #��� �!�� �� ��� �%"�A��� ��A�� !��� �)��� #��� ��"��"�F� �A� ���A�� !��� �)���

#��� ��"��"�G���$��&� A�&�A�� � A����� A�����!�"A�F���� A��� #��� �!�� �� A� ��F� A��������A��#�

��A�"A���!��� �)���#��� ��"��"�������&��K�#�A�������"�������A������&��������Y�"������#�&� ��

DG@GM�� �������K�#�A�������"�������A������&�#��A�Y�"������#�&� ��DG@GMG�

�

�
'�&� ��DG@B�''��#��M��� &�������M�����������"����G�&� &������"�����A����A��A����������� �A���������� �

����G���"��A���#��� �!�� ������%"�A�����A��!��� �)���#��� ��"��"���A����A��!��� �)���#��� ��"��"�G����A���

"����A��A�A�������"�������A������&�#��A� F���!� "��A�&���#�A������AA���#��� ��"��"�������"���&���A��!�����

���� A���F��������A������A�"A��G���� A���"��A � �F� �� &� �����"���������������������� ��������AF�������

��&�� �!� "��A�&���#�!��� �)���#��� ��"��"������������A�"A��G�

�

�

����''��������!!�����A��� �&����"��� ����������������"��!�A�A������A�������#��� �!�� �R

��������! ����A��A������##���A��#� ���"� A����! �A������A�!�A������" ����������"����G��#�A���

�##���A���#� A�������"����#� � A��� A� &�A� ��������� � A���� A��������#� A���! ���F� A���! ���������

 ������������ A�� A��� A� &�A� K"���� �� #�&� �� DGCGMG���� A��� "��A � �F� �#� �� �" ����������"����

���!��������A ��&��##���A��#� �A���A� &�AF��A���������!��"��A���! ���F����"����������# ���K"������

#�&� ��DGCGMG�����"��!��%��#�A� &�AR! ����"��!� ���A��A���# ���! ��������� &� ������)������

A������##� ��"����A� ��A��� �A�A������"�  ���A����A���G�K����"��!��%������A����������� �A����

��



Results_Chapter 3 

@DO�

A���# ���! ���MG�'#A� ��%"�A�A�����#�A���#��� �!�� �F�A���!��� �)���#��� ��"��"��A��A���������

��A�"A�������������&�� �#� �A���"��!��%�A����#� �A���# ���! ���G��������� �F����!������A��

����''�������������"��A��������"�����A��A���A� �"A���A��A����!�"�#�"���A���#�A���A� &�A���A��

��&���##���A�G�

�

�
'�&� �� DGCGB�''��!!����� ��� "��!�A�A����������G�'� ��������! ���� K!� !��M� ��A� �"A����A��! �A���� A� &�A�

K����MG�.������"��!�����K��&�A�!� !��M����������A��A������A��F��A�"�����A�� ��M����UA���A� �A����������&F�

� ��M����!��"��A���! ���G����A���"�����MF�A�����������! �������# ��������A��A������&����#��A� �A�������A���

"��!��%� ! �A���R! ���G�����F� ''� ������� �#� �M������ ��� ����� � A���� ��� "���� �MG� ���!� ��&� "��A ��� ''�

���������A�����!����''���������������A�������A�#�"�A�����#�����"�����A��A���A� �"A���A��A���A� &�AG�

�

�

DG@GCG�' ��������&���������A������

������A�����&��#�����!A�����! ����#� ��A���!!��"�A�������*�,����" �"���G�

'� � A�������&���#� A���! ���� #� �'�'F������ ������A������!�!A������������"A�������"�##���G�

' ��������� ��� A��� ���� �A� �F� 4��� �� ,����2� ����&���� ��� ���� A������ �� �� ���� �#� �"A���A�R

������! ����� #� � A��� ����A�#�"�A�����#�! �A�����GHCLCI������#� A���� K"��!�����*�,R!M�����

����������! �"� �� �#� �A�����&�����#�A���"�  ��A�''�������K#�&� ��DGDG��MG�

����!�!A������A� �"A����A��'�'��"A������A����������R"������A������ G��A������&������������

���A����A �"A� ���#�A���"�����"���'�'�������A� �3R' ������' �������K3''M�K#�&� ��DGDG��MG�3''�

�����"������A� ������A� � A��A� ��A� �"A����A�� A���,� ��#� A����"A������A�� A� ��&�� A������������

����A�GH@LLI� ��� A��� "���� �#� A��� ! ���� ����&�F� �� "������A� ����� ������ ��!��������A�� A���

���!��"����A� �#� A��� ! ���� ��� "��!�A�A������A������"����G� ����F� ��� �"��� A� ����������

����"A�������!�A���#�����������������A�G�

�

��



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@DW�

�

�������F� A��� ��PL��������#� A���"��!����� ��� DWL��*F� A���� �A�! ����A������!A������##���A��

�� ����'�'� A���������������! ���G� ���''F�! �������A�� �����##���A��� ����A����#��� #� �� �&�

���"��� �� ���"�� A���������� ��� ������� ���!��"��� ����� ������$� ! �A���� ����� �G� ��� A���

"��A � �F��%A ��������&���##���A�R! ����������� ��!��������A�� A������"��� ���#����� ��&���G�

����F��V����� �������� A����� ��"���G� ��� A���� �&� �F� A����##���A���#� A���!�!A����������� ��

#��#������A��� �V�� ����A��#� ��A���!!��"�A�������*�,G�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

���!�����*�,R!�X�K'�%MDR' &RK'�%MCR' �R' �R���*�

�

�

�

�

�

�

�

���!�����*�,R��X�3''�

�

�
'�&� ��DGDGB��M�'�!A���������#� �! ��������&�Z��M�3''F�����"A������A��'�'�������A� G�

�

�

+�&� ���&�A���#��� �!�� ��F����� �� �A�����������A�����"� A���A�����#�A����%!� ����AF�A���

����"������� ������"A���#� �A���! ����A��A���G��������&�A���#��� �!�� ���A��A����� ������

���A� �A���##� ��A��������&A��F���A�� ����������#���A�� "������ �A �"A� � K�%!������� ��� ��"A����

DGCGCG�'���������#�A��� ����A�M

���� ����"A��� #��� �!�� ����� �� "� ��%�#��� ��"���� KPR"� ��%�#��� ��"���M� ���� �'*+'�

KPR�����OR"� ��%�A�A ���A�� ��������MG�

�� ��%�#��� ��"���� ��� ���� �#� A��� ���A� "������ #��� �!�� ��� #� � �������&� !�!A����G�

���!� ���A��'����K#��� ��"�������A���"����A��Y������� �������!!��������''MF�A���"��0�&�A��
�#�!�!A��������"� ��%�#��� ��"��������� ���A��������� �����! ����A����� ������G�*� ���� F�

"� ��%�#��� ��"���� ���� ��&�� � ���� !A���A�� ���� ��� ��A� R�������G� *����� F� �A� ! ����A��

�����!��A�����"���&��������!*R�A������������A�����P�����NG��A������ !A�����������&A�����

EJE��������A���������������P@J���G�

��� A��� "���� �#� �'*+'F� �A� ��� ��� ����F� ���� �#� A��� ���A� !�!��� � #��� �!�� ��� ���

���"��0�&�A����G����� "��!���&���A������"����� "��� ��� �������!� #� ���� ��� "� ����������

�"A���A�����#� A��� "� ��%���"� �"��F� A��A� "��� A���F�  ��"A���A��! ��� �� ������G�+��������R

�� ����������� ���� ��!��A��A���������� ����A���A� ������!*�"���&��������A�����E�����@LG�

*� �F��'*+'F��A���������#�A������A��A���������#��� ��"��A�������#�A��� ���������#�����G�

�M�

�M�



Results_Chapter 3 

@DN�

�

�

*����� F� �A� ����� ����� �!����"� A���� "� ��%�#��� ��"���G�����F� �A� ��� �������A� R��������

���� �&& �&�A��� �A� ��&�� "��"��A �A����G� �A�� ���� !A�����������&A�� ��� PE@� ��������� A���

������������POP���G�

�

,��A�������#�A���!�!A���������""��!����������! ������������" ����FHCLCI�����&���'��"XA���

�A �A�&�����������!�����!�!A�������A�����G����A���"�����#�A���"����!�!A����K����������! ���Z�

*�,R!MF� A���! �������� "������� # ��� A��� CR"�� �A �A���  ��������� A���� �A�����!� �#���� �����

*'&�����!����R ��� ���K#�&� ��DGEGMG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'�&� ��DGEGB��� ���A�& ���"�  ��!�����&�A��A���"����!�!A����K*�,R!MG�

�

�

��� A��� "�����#� A���! ����F� #��� �!�� ����� �� "��!���� A�� A���!�!A������R ����G������ A���

! ������� ��"������������� ��#�������!� �#���������*'&�����!����R ��� ���K#�&� ��DGPGMG�'� �

�'*+'R! ���F�A�������� ���� ����A�"A��F�"�  ��!�����&�A��A���PR�����OR������ ���#�A���

#��� �!�� �G�����!��$���� ���������'*R�������'*R��G�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'�&� �� DGPGB��� ���A�& ���� "�  ��!�����&� A�� A���''�! ����G� �M��� ��%�#��� ��"���R! ���Z��M��'*R��

! ���Z�"M��'*R���! ���G�

�

�M�

�M� "M�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@DJ�

��

DG@GD�''��������!A���)�A����

��� � �� � A�� ������ A��� !�������� �!!��"�A���� �#� A��� ��A������ ! ����� ��� *�,F� A��� ���������

!�!A������� �������AA���A��A� ���������A����G�

�

'� �AF� A��� ������&� �#� A��� ! ����� ��A�� '�'� ���� A��A��G� ''� ������� #� � ��##� ��A� '�'�

"��"��A �A������A���#�%���"��"��A �A�����#�! ������ ������� ��G�����! ����"��"��A �A����

����� ��A � ��"�������A�PL��*F����������A���! ��������%!� ���"������A�� �''��%!� ����A��

��A����##� ��A�! �A���������! �����!� #� ����! ����������A�*� �� ��*���"���,"����G����A���

"���� �#� A��� "� ��%�#��� ��"���� ! ���� A��� "��"��A �A�������� ���� ��� A�� DL� �*F� ��� A���

��&�������� ��A����F���A� #� ��'*+'�! ���� �A�������A�����#���G�'� � A����! ���F� A��� ����� �

�'*R������"�����F���A���A���#�A�������!������A���������������� G�

���� ''� ������ ��� ��" ������ ��� A��� '�'� "��"��A �A���� ��" ������ K#�&� �� DGOGM� #� �

"� ��%�#��� ��"���R������'*+'R�! ����G��������!�����A��A�A���# ���! �������������&�A��A���

! �A���� ��� �� "��"��A �A���� ��!�����AR����� F� ���� ��� A��� ! �!� A���� �#� # ��� ! ���� ���

���� ��&F�A���''������������" �����&G��������A����A��! ����&�A��A�A���! ������ ��������&�A��

A��� A� &�AF� A���� ������ �������� A��� ��A� ����A���� �#� ! �A���� "��"��A �A���G� '�'�

"��"��A �A����������A����A��������##� ���&�� �����A���OLQ��#�A�����%�������&����K@d*MG

��� A���� ��A��A���� A��� ���A��� �����A� ��A� �A��G�'�'� ��A� �A������A��! ����������������� �

��##�"��A�A�������A�#�"�A�����#�������A� �G�

�

�
� �M� � � � � ������M�

�

�
'�&� �� DGOGB� ''� ������ �!A���)�A���B� ������&� �#� ! ����� A�� '�'G� 7�A� ����A���� �#� ! ���� ���� '�'�

"��"��A �A����G��M��� ��%�#��� ��"������������! ����KDL��*MZ��M��'*+'���������! ����KPL��*MG�

�

�

,�"�����F����������A�����#�A���"��#����"���#�A�������������!� #� ���G�����''��������#�A���

! ������������� ��� ���� "��!� ��� A�� A��� ''� ������ �#� A��� ! ���� ��� "��!��%���A�� A���

����"A���'�'�"��"��A �A����K#�&� ��DGWGMG�������##� ��"����A�����A���A��������������A�����

��&������&��A�����������A����!!�� ��"���#�#�����!���A����G��#�A�����##� ��"����A�����A���''�

�#�A���! ���X! �A����"��!��%�����A���''��#�A���! �������A��������F���A�"A�����#���A��������

��������A���!�������G�����!� ���A� ������#� �A���"��#����"��������A��������A���)R�"� �G��A�

�������������A�����L�����@�A��A�"�  ���A���A���''������������A����A���� �������A�����#�A���

����� ����A�G�'�)R�"� ��"���� �A��@���!������� &����##� ��"����A�����''������������������

,7G��#�A���)R�"� �����& ��A� �A����LGP�A���! ��������""�!A���A�������������A���*�,G�

�	�

����
��

��

�
�	

�

� �� � � 

���

���

���

��

���
�����
��

��

�
�	

�

�� �� � � �

��

���

���

���

���



Results_Chapter 3 

@EL�

�

���� ����� ��� )R�"� �� #� � A��� "� ��%�#��� ��"���R! ���� ���� LGNLF� ������A �A��&� A���

 ����A������#�A��������G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'�&� �� DGWGB''� ������ �!A���)�A���B� "��#����"�� �#� A��� �����G� 7�A� ����A���� �#� )R�"� �� ������ #� �

�� ��%�#��� ��"������������! ���G�

�

�

��� ��������A����"�����A������A���A��A��#�A������!��"����A�"�!�"�A��A��A�A���! ��������G����

*�,�����"�����"��!�A����A��A���! �����#� �A���! �A���R������&���A�G�����F�! ������������

�������� A��������!��"��G����!�A�A�����#� A���! �������A��"���R! ���� K���R�������Z�*�,R!M�

��������"A������A��'�'� ������A� � K3R' �R' ������Z�3''M�����������A��G�'�'�"��"��A �A����

���� @�d*F�"� ��%�#��� ��"���R! ���������A�DL��*������'*+'R! �����A�PL��*G�'� � A���

"���R! ��������3''F��� ��&���#�"��"��A �A������� ��A��A��G�

� �

��

 �� ��� ���
�

��

���

���

���
��

�
	

��

���

����������	
����������������

�����	
����������������������

�������� �������	
�����������	������

����	������������������	
��
��������	�����



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@E@�

�
� �M� � � � � � �����M�

�

�

��������A ��� � � � � ��������A ���

-7�c�EOJGN�!*� � � � � -7�c�WDDGW�!*�

+C�c�LGJJ� � � � � +C�c�LGJJ�

�

"''� � � � � � "''�

-7�c�EPGCJ�!*� � � � � -7�c�P@GCW�!*�

+C�c�LGJJ� � � � � +C�c�LGJJ�

�

�
' #$%��DGNGB���&��A A �!��'�(�������A ����!��"''�) A*�A*�����������%����'�%�A*���(A +��, A���'�'�'G�

�M���%��-.'�$�%�,(� !��%���Z��M��'*+'��%���G�

�

'%�&�A* ,��-��% &�!A� A�)�,�(�!(�$����A*�A�A*���%���,�(�$������� ,���(����.�'�'�� #�!�,G�

�

�*�� �'' ! A.� +��$�,� '�%� A*�� (���R���A ��� �!��"''�)�%�� ,� #*A�.�� ''�%�!A� '�%� A*�� �������R

�%���,G��* ,��''�(A�  ,���%�,$�A�'%�&� A*��� ,A !(A��'' ! A �,��'� A*���%���,F��,�(�!,�V$�!(���'�

A*��'�$�%��*�%��!�A$%�G���%��-.'�$�%�,(� !R�%����*�,�&�%���'' ! A.�'�%�'�'�A*�!��'*+'R

�%����KA*�$#*�!�A�+�%.�&$(*MG�'�%�A*�A�%��,�!F�(�!(�!A%�A �!,��'�A*��' %,A��%���� ,�,&����%F�

�$A� !���A*�(�,�,�OLQ��'�'�'� !�A*���%���R��$!��,A�A�G��

*�)�+�%F�� ''�%�!(�,��!� (�!(�!A%�A �!,�*�,��!��''�(A�  !� (�&��A A �!G��!(�� A*�� ,(%��!���

&���($��� ,�������A��A*��,.,A�&F� A�*�,�A��(�&��A��) A*�A*���%���G�7�,� A���'�A*���'' ! A �,F�

A*��&�%��(�!(�!A%�A �!��'�� #�!�F�A*����,,��((�,, ���� ,�A*���(A +��, A��'�%�A*�� !* � A�%G��.�

�%���� � A.F� �!�  !* � A�%�&���($��� ,$%%�$!���� �.� P�&���($��,� �'��%����  ,� ��,,��%�!�� A��

%��(*� '�'� �(A +�� , A�� A*�!�  '� �!�.� D�&���($��,� �'� �%����)�%�� ,$%%�$!� !#�  AG��*$,F� A*��

�V$ � �% $&��'� A*��  !* � A�%R�%���R�%�A� !� ,.,A�&�  ,� %��(*����A�� ''�%�!A� A &�� ,(���,� '�%�

��(*��%���G� �!� A*��(�,���'��'*+'��%���F�  A�(�$������ A*�A� A*��%�V$ %��� A &�� A��%��(*� A*��

�V$ � �% $&� )�,� ��%#�%� A*�!� A*�� A &�� ��A)��!� ���A�� �%���%�A �!� �!�� %��� !#G� &�%#��

 !($��A �!�A &��)�$�����&�!,A%�A��A* ,�*.��A*�, ,G�

�

� �

���
����������
	


��

�
	
��

�� �� � � � �

���

���

���

������������

	



���
����������
	


��

�
	
��

�� �� � � � �

���

���

���

������������

	



�M M

��������A��� ��������A���

�7 c EOJGN �� �7 c WDDGW���

�C c�LGJJ �C c�LGJJ

��� ���

�7 c�EPGCJ��� �7 c�P@GCW���

�C c�LGJJ �C c�LGJJ

��� ���������� 	


��
�	
����

�� �� � � � �

���

���

���

���� �������

	



��� ���������� 	


��
�	
����

�� �� � � � �

���

���

���

���� �������

	



��



Results_Chapter 3 

@EC�

'�"�
��,)H�)# %,)+%�
��#$$!�!,
�
�

�

DGCG@G�*���4��������A�

'����� ��!��"���A��F�A#���$�������$����!��������%���A����$����$A�����&�'��(�����$A� ��

��������� K��� ���$����$��F� �#���� �� ��� '7'� ����� ��MG� ���� ��������� (���� ����$A��F� (#�$#�

�$$�!�A���&�����A�A����&�EN@@�$����!���G�

�������E����$��������"�'7'������ �������$!���F�����A#!�F��������'�A�����!%�G�

)�*������$���$����$A�����@�����C�������$����!�$��@R*�������������$�!����$����!����A#�A�

���$#���$����$����#��������A#��*������������!%R��'��(�A#�'��(����&�A"����&����G�

��%���+,�'�� K+����"��&��#����$�!A�$���"� �$A� �� $����!���M� ��$�!�������'�A�����!%��

�����#����$�!A�$���"����� ��A�����$!����(�A#�'��(������%�$����$A� �A"G�

'�����"F���$���$��������������"����$��������"�����%�$���"��$A� �����RA���$�$����!���G�

�����DGCG�$��A�����A#��A#���!�����&�$����!���������A�$'�$��$��A��A�����&���$#������"G�

�

��&#�#0
 %*&$#
 �
� *+ %!.�
 �� �I
� !�$!�#��� !

�������ER'7'�'���� ���7�!%�+����"� OEL� C��%X�+�

)�*������$���$����$A����@� EPL� @L����

)�*������$���$����$A����C� CN@� @L����

��$����!�$��@R*��7�!%������$A���� @LEL� C��%X�+�

��%���+,�'�� @CNL� @L����

��$���$����������+����"� @@CL� @L����

�
�����DGCGB��$�������������������A#��*���

�

�

�#�� A�A��� �&� A#�� ���� ��������� �$$�!�A��� &��� @W����A��� KDNE�(���R���A��MG��#!�F� ���$�� A(��

������ (���� ���%� !���F� A#�� ���������A� (��� ��!���B� @W� ���A��� �&� �,�� ����

$����"&�!����$���R����������A#���@W��&��,�������'��'R����G�

'���AF������A!����&��,�����������(����������������������A��A#�����A��G�

'&A��F�A#��@LL��+�����A����&����&�$����!����(�������G�'�����$��$��A��A������&�$����!����

���������!�����A�$'�$��$��A��A��������(����DD�d��K�&�@L�����A�$'M����OGOW�d%X�+�K�&�C�

�%X�+M� �A�$'G���� #� �� ��� ���������A�� $���������F� �&� DPL� %X����(��� $���������� ��� ��

%�����A�������&�������������$!���(��%#AF�A#���OGOW�d%X�+�(�!����V!���A��@J�d�G�

'�����"F� ���A��� (���� ����� &��� '�� ���� �'� KA�A��� &�!����$��$�M� A(�$�� �A� A#�� ���������A��

(� ����%A#�G��

�

'�������!�AF�N� ��!���(�����A������&�����$#�$����!��B�

�

'��$����"&�!����$���R����������@� � � '���'��'R����������@�

'��$����"&�!����$���R����������C� � � '���'��'R����������C�

�'�$����"&�!����$���R����������@� � � �'��'��'R����������@�

�'�$����"&�!����$���R����������C� � � �'��'��'R����������C�

�

�

�

�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@ED�

DGCGCG�'���"�����&�A#�����!�A��

'���� A#��*��F� �� ���A��&�'�� �����'� ��!���(�����A�����G���� � ��!�A�� A#�� �$A� �A"��&� A#��

$����!���� ��� �,�� ������F� A#�� ��A�� #��� A�� �� &���A� A����&������ ��A�� ������%&!��

������A���G�'&A��(����F� A#��(��'��%� ��&����A���� ��� &��A����� A#��!%#� A#�������A��$A����� A��

&�����"��A����A#�������#�A�G�

�

$�"�"� �	������������	

���������A��A����&����A#����A���A���������A#�����A��������%���A��(��'��%���A�F�-R�$������&�

'�������'�(����$��$!��A��G����A#���$���F�-R�$����&���!����������&&����A�&����A#������!�������

A#������"���A���-�A���G����#���F�-R�$���������$�����������&���%� ���������� ��!�������$A���

��&����$�� ��!����������!�������A������&��7�K�A�������7� ��A���MG�

�

�

'���AF�'�� ��!����&�$��A����(�����K(�����(�A#�!A�$����!��M�(��������$A�������A#��� ���%��

�&�'�����(������� �A�� �A��������� ��A����(��� $��$!��A��G�4��A"�(�����(�������A��!A�������

� ��� A#�����A�� A�� � ���� �V!�����AR������%� ��A���A����G��#��F� A#�� -R�$���� �&� '�� &��� ��$#�

(����(��� $��$!��A��G� ��'��%� ��A�� �$$�!�A� A#�A� ��$#�(����(�������!���� A(�$�� &��� ��$#�

&�!����#���F���A�A����&�E�-R�$���� ��!����&�'������$����!���(�����A�����G�

��$���F��'���A��(��� A����&������ ��� �� ��������(�"� ��� &���'�G�*�(� ��F� ��� A#��� $���F� A#��

��&����$�� ��!��(�����A� A#�����A"�(�����!A� A#�� A�A���(������&� A#�����A�G� ��� A#���(�"F����

� ���%�� &�!����$��$��  ��!�� �&� $����!����(��� !���G� '����%�!�� A�� '�F� E� -R�$����  ��!���

(�����A������&�����$#�$����!��G�

�

�
'�%!���DGJGB��$#���A�$���������A�A�����&�$��$!��A��������A#��*��G�

��������	�
���	��	����������

�����	��	����������

�
���	���
��������	�
���	��	�������

�����	��	�������

�
���	���

��

������� ���������

 !�	�������
��#��  !�	�������
��#��  !�	�������
��#��  !�	�������
��#��
!��!�"#��$����	�.�����!� ���������	


�
�
�
�
���!��������
���

��
���
�����
���� ��
���
�����
���� ��
���
�����
���� ��
���
�����
����
����
���� ����
���� ����
���� ����
����

!��	�� ��!��
�
"�����	
 ���������	


������������
����	
���
��

��
��
�����������

�������������		�
�		�

��������������� ��������������� ��������������� ���������������
�������� �������� �������� ��������

!������	��������������� �����������

������� ����	���


��
������������� ��
������������� ��
������������� ��
�������������
!������������
��������� �����������

���	�
����
������������

!���	
���	����������	�� ��������	��
����	������������ ����	������������
����	������������ ����	������������
����	������������ ����	������������
����	������������ ����	������������



Results_Chapter 3 

@EE�

$�"�"�"�	$���������	

)��A�  A�!� "� � A#� �$�%&�A�� A'�� (R )#*�� +�A�G� �', � ,-!%,�+� A'�� �!!%,)�A,#.� #/� A'*���

*� A*,)A,#. G�

�,* A�*� A*,)A,#.�)#. , A�+�,.�+�/,.,.0�"'�A�"� ���!# ,A,$��*� &%AG���1,.0�,.A#��))#&.A�A'��(R

 )#*��#/���F���"�%%�!# ,A,#.�"� �)#. ,+�*�+�!# ,A,$�� ,/� A'��(R )#*��#/����"� �',0'�*� A'�.�

DGJJG��', �,-!%,�+�A'�A�A'��+,//�*�.)����A"��.�A'�� �-!%�����$�%&���.+�A'���$�*�0��#/�A'��

���$�%&� �"� �',0'�*�A'�.�E�A,-� �A'���7G��� A*,)A,#.�'�+�A#����/&%/,%%�+�/#*�A'��E�(R )#*� �

#/����KC�*��+,.0 F�C�/%&#*#!'#*� MG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�,0&*��DG@LGB��,* A�*� A*,)A,#.�,.�A'���$�%&�A,#.�#/�*���*� &%A G�,.%2� �-!%� �",A'���+,//�*�.)��E�A,-� �

#*�',0'�*�A'��)#.A*#%��7���A"��.�A'����� �-!%���.+�A'�����)#.A*#%�"�*��)#. ,+�*�+�!# ,A,$� G�*,0'�*�

(R )#*��,-!%,�+�-#*��+,//�*�.)�G��.�A', �/,0&*�F�"�%%�@�)#.A�,. ���)#-!#&.+�)#. ,+�*�+�� �.�0�A,$��,.�

A'��)#-!�A,A,#.��  �2F�+� !,A��,A ���,%,A2�A#�%#"�*�A'�����)#-!�*�+�A#�A'���$�*�0��#/�A'�����/*#-�A'��

)#.A*#% G�,.�A'��)#.A*�*2F�"�%%�C�)#.A�,. ���)#-!#&.+�A'�A�, �)#. ,+�*�+�� �!# ,A,$�G�

�

�

��)#.+�*� A*,)A,#.�*�-#$�+� �-!%� �",A'�,.A*,. ,)�/%&#*� )�.)��#*��&A#/%&#*� )�.)�G�

�)*��.�+� -#%�)&%� � )#&%+� '�$�� �&A#R/%&#*� )�.)�� A'�A� ",%%� ,.A�*/�*�� ",A'� A'��

-�� &*�-�.A� #/� ��G� 32� +�/,.,A,#.F� ��� , � A'�� +,//�*�.)�� #/� A'�� �-,  ,#.� /%&#*� )�.)��

,.A�. ,A2���A"��.�A'��!�*�%%�%��.+�A'��!�*!�.+,)&%�*���),A�A,#.�%,0'A�!%�.�F�*� !�)A�A#�A'��

A#A�%� /%&#*� )�.)�� �-,  ,#.� ,.A�. ,A2G� �'& F� �&A#R/%&#*� )�.)�� -#%�)&%� � ,.)*�� �� A'��

/%&#*� )�.)�F�*�+&),.0�A'����G�

��"�%%�!# ,A,#.�"� � )#. ,+�*�+�.�0�A,$�� ,.� �&A#/%&#*� )�.)�� ,/� (R )#*��#/����"� � %#"�*�

A'�.� CGJJG�32� A', F� A'�� /%&#*� )�.)�� $�%&��"� �.#A� /�*� �.#&0'� /*#-� A'�� �$�*�0�G�*,0'�*�

+,//�*�.)� �-�2�%��+�A#�/�% ��!# ,A,$� G��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

������������	
��	��

�
�
�
�
��
�
��

������� �������

�������	
��	��

����������	��
�	�������������

�������

�����������	
��	�

�
�
�
�
��
�
�

���� � ���� �

�������	
��	�

����� ���� �	�
�	������������

�������

��



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@EP�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
���� !� DG@@GB� �!"#$%�  !&A �"A�#$� �$� A'!� !()*�)A�#$� #+� *���  !&�*A&G� ,$*,� &)-.*!&�/�A'� )� %�++! !$"!�

&-)**! � A')$� D� A�-!&� A'!� "#$A #*� �7� 0!A/!!$� A'!� &)-.*!� ��� )$%� A'!� "#$A #*� ���/! !� "#$&�%! !%�

.#&�A�(!&G� +#/! � 1R&"# !� �-.*�!%� &-)**! � %�++! !$"!&G� �$� A'�&� +��� !F� /!**� D� "#$A)�$&� )� "#-.#�$%�

"#$&�%! !%�)&�.#&�A�(!� �$� A'!�"#-.!A�A�#$�)&&),F�0!")�&!� �A&����()*�!� �&�"*#&!� A#� A'!�)(! )�!G�,$� A'!�

"#$A ) ,F� /!**� E� "#$A)�$&� )� "#-.#�$%� A')A� �&� "#$&�%! !%� )&� $!�)A�(!� 0!")�&!� A'!� ��� ()*�!� �&�

!2A !-!*,� %�++! !$A� + #-� A'!� )(! )�!G� �'�&� �-.*�!&� �$A �$&�"� +*�# !&"!$"!� #+� A'!� "#-.#�$%F�/'�"'�

�$A! +! !&�/�A'�A'!����-!)&� !-!$AG�

�

�

�'� %�)$%�+�$)*� !&A �"A�#$� !-#(!%�+)*&!�.#&�A�(!&�%�!�A#�)�� !�)A�#$G��$�+� &A� !&A �"A�#$F�

.#&�A�(!� !&�*A&�/! !�%!+�$!%�)&� A'#&!�/�A'�)�1R&"# !�E�# �'��'! G�*#/!(! F�1R&"# !� �&�)$�

)0&#*�A!� $�-0! F� )$%� A'�&F� &)-.*!&� /�A'� E� A�-!&� *#/! � ��� )$%� E� A�-!&� '��'! � ���

"#-.) !%� A#� A'!�"#$A #*�/! !�&!*!"A!%G��+� A'!����()*�!�/)&�'��'! � A')$� A'!�"#$A #*���F� �A�

�-.*�!%� A')A� A'!�"#-.*!2�#+�. #A!�$X. #0!X-#*!"�*!�')%�)�&��$�+�")$A*,� *!&&! � #A)A�#$)*�

A�-!�A')$�A'!�. #A!�$X. #0!�"#-.*!2F�# ��$�#A'! �/# %&F��A�/)&�)�*) �! �"#-.*!2G��'!$F�A'!�

"#-.#�$%� /)&� )�� !�)A�$�G� �$� # %! � A#�  !-#(!� +)*&!� .#&�A�(!&F� A'!� ()*�!� #+� ��� /)&�

"#$&�%! !%� K�$&A!)%�#+� 1R&"# !MG�,$*,�/!**&�/'! !����()*�!�/)&� *#/! � A')$� A'!� )(! )�!�

/! !�%!+�$!%�)&� !)*�.#&�A�(!&G�

�A�A'!�. !&!$A�&A�%,F�)**�-#*!"�*!&�A')A�.)&&!%�+�*A! &�@�)$%�C�)�A#-)A�")**,�.)&&!%�+�*A! �DF�

-!)$�$��A')A�$#�)�� !�)A# �')&�0!!$�%!A!"A!%�)&�)�.#&&�0*!�'�AG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

���������������	���
�

�
�
��
�
��
�

�

������ ������

����������	���
�

���������������
��
������
������

�������

�������������� 	���


�
�
��
�
��
�



������ ��� ��

����� ��� 	���


������� �� ���
��
����� 
�����

�������

��



Results_Chapter 3 

@EO�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�������DG@CGB�� ��!���"A��#A�$%��%�A ���&'(�'A�$%�$)�*�����"�(A"G�,%(*�"'+,(�"�-�A �'%�'."$(�A��&'(���$)�

���"+'((���A '%�A ��'&��'������$)�A ��#$%A�$(�-�(("�'���'##�,A�!�'"�,$"�A�&��"'+,(�"G��%�A �"�)������-�(("�

P�'%!�O� '&��,'""�!���"A��#A�$%�@F�"�%#��A ����#$���",$%!�%��/R"#$��"�'��� �� ���A '%�E�A�+�"�A ���7�$)�
A ��'&��'���$)����)�$+�#$%A�$("G�*$-�&��F�"�%#��/R"#$����"�'%�'."$(�A��,'�'+�A��F��A�!$�"�%$A�A'0���%A$�

'##$�%A�- �A ���A �"�!�))���%#���"�.�#'�"��A �����&'(���$)�A ��"'+,(���"�+�# �+$���"+'((���K-�((�PM�$��

 �� ���K-�((�OMG�*�� ������&'(��"�+�'%�A 'A�A ��#$+,(�1�)$�+��"�A�+.(�%��"($-(*�A '%�A ��#$%A�$(G�� �"�

�))�#A�+'*�.��'�#$%"�V��%#��$)�'%�'�����'A�$%�)'#A$�F�- �# ��"��%!�"��'.(�G��%�A �"��1'+,(�F�-�((�O�-�((�

.��!��&�%�$�A�)�$+�A ��,$"�A�&�"�(�"AG�

�

�

�"�'�"�++'�*F��%�)��"A���"A��#A�$%F�,$"�A�&��"'+,(�"�-����!�)�%�!�'"�A $"��-�A �'����&'(���

E1�7� !�))���%A� )�$+� A �� #$%A�$(� ��G� ��#$%!� )�(A��� ��+$&�!� )'("�� ,$"�A�&�"� .*�

'�A$)(�$��"#�%#�G�,%(*�"'+,(�"�-����A �����-'"�(�""�A '%�D1�7�!�))���%A�)�$+�A ��#$%A�$(�

���-���� '##�,A�!G� � ��!� ��"A��#A�$%� ��+$&�!� )'("�� ,$"�A�&�"� .*� '�����'A�$%G��$(�#�(�"�

-�A �'���'(����&'(����%)���$��A$�A ��#$%A�$(����-����#$%"�!���!�,$"�A�&�"G�

�

�$�� '� #$+,$�%!� A$�.�� #$%"�!���!� '"�,$"�A�&�� �%� A ��*��F� �A� '!� A$� $&��#$+�� A �� A ����

��"A��#A�$%"F�)$�� A ��C�)(�$�$, $��R('.�(�!�,�$.�"�'%!� A �� A-$���'!�%�"�"�,'�'A�(*G��)�$%��

,'�'+�A���-'"�%$A��%�A ���'%��F�A ��#$+,$�%!�-'"�!�"#'�!�!G�

�A�+�'%"�A 'A��)�'�+$(�#�(����,��"�%A�!�'� �A�)$��$%��,�$.�F�.�A�%$A�)$��A ��$A ��F��A�-'"�%$A�

'##�,A�!G�4&�%��)��%�A ��"�#$%!�,�$.��$%��$)�A ����'!�%�"�-'"��%�A ���'%���- �(��A ��$A ���

-'"�%$AF�A ��+$(�#�(��-'"���2�#A�!G�

�

�

$�"�"�$�	4���	��	"�	����)	������	

�� A$A'(�$)�NE� �A"�-����$.A'�%�!� �%� A ��*������'""'*G��'��)�(��1'+�%'A�$%�$)�#$+,$�%!"�

(�!�A$�A ��$."��&'A�$%�$)�+$(�#�(����!�%!'%#*��%�!�))���%A�,('A�"G�� �"F�A ��%�+.���$)� �A"�

-'"�)�%'((*���!�#�!�A$�WDG�*$-�&��F�A ��)'#A�A 'A�A ��"'+��+$(�#�(��-'"�",$AA�!�'"�'��,��

�%A��'#A�%��+$(�#�(���%�!�))���%A�,('A�"����%)$�#�!�A ��"A'A�+�%A�$)�A ��+$(�#�(��'"�'�A����

,$"�A�&�G���,�'A�!� �A"�-����A ��)$(($-�%�B

�

�����������	
��	��

�
�
�
�
��
�
��

����3� ����4�

�������	
��	��

����������	��
�	�������������

�������

����������	��
�	�������������

������ ����	
��	��

�
�

�
��
�
�

��� 3� ����4�

�������	
��	��

����� ��� �	�
�	����� ������

�������

����� ��� �	�
�	����� ������

�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@EW�

�
�

�'.(��DGDGB���,�'A�!� �A"�A 'A�-����!�"#'�!�!�'%!�A ����#$���",$%!�%���V�'(� �A��!G�

�

�

� ��(�"A�$)�A ��WD� �A"��"�(�"A�!��%�A'.(��DGEG��$��"�%�(�R��,�'A�!�+$(�#�(�"F�A ��)�%'(�/R"#$���

�"� A ��'&��'���$)� A �� A-$���'!�%�"F�"�,'�'A�(*� )$���'# � )(�$�$, $��R('.�(�!�,�$.�G� �%� A ��

#'"��$)���,�'A�!�+$(�#�(�"F�A ��/R"#$���-'"�A ��'&��'���$)�A ��)$�����'!�%�"F�"�,'�'A�(*�)$��

�'# �)(�$�$, $��R('.�(�!�,�$.�G��%�A $"��#'"�"F�!�))���%#�"�.�A-��%�/R"#$��"�-����$%�A ��

"'+���'%��G�7'A'��"���,��"�%A�!��%�'�.'��!�'��'+�K)������DG@DGM�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
%��������	��	�#�	��&'	

#� �������	 
� �������	 
� �������	

���� ���� ����� ����� ����� �����

����� ���� ����� ����� ����� �����

����� ���� ����� ����� ����� �����

����� ����� ����� �����

����	
����	������� ��
��
��	�� ��	��

����� ����� 	�
	

���� ���		 ��
�

����
 ����� ����

����� ����	 �����

����� ���	� ��


����� ���� ����

����� ����� ����

����� �	�	� ����

������ ���� ��


����� ��
� ����

�����
 ����
 ��
�

������ ����
 �����

������ ���	 ����

������ ���	
 ��	�

�����	 	��� ����

������ 	��� ����

����� ��
	 ���

����� ����� ����

���� ��
� ����


����
 ���� 	���

����� ���
	 ����

����� ���� ��
�

����� ���� ����

����� ���� ��
�

����	 ���	� ��	�

����� ���� ���

����
� ���� ����

����
� ���� ���

����
 ��
 ��	�

����

 ���� ���	

����
� ����
 	��

����
� ���� ����

����
� ���� ���

����
� ��	� ���


��
�����	




Results_Chapter 3 

@EN�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������DGEGB�*�����A������������A� �R��A����!"�!#���A��!�"��$��������$�%��!#������&$��%�������!��!"����'�R�

������"�(�����G�*�#����)R�����������A��A����AA���"��(����*�!A��������$����A���(������$�A���*����%��G�

�

�

�

�

�

�

�

��	��������	
��
�� �����
�	�
 �	�


����
	 
��
 �
��

����
� �� ��	�

������ ��� �
��	

������ ��
� ����

����� 	��� ��
�

�����
 ����� ���

������ ��	� ����

������ ��� ����

������ ��	� ��
�

������ ���� ����

�����	 ���

 ��
�

������ ���
 ����

������ ��	� ����

�����
 	��� 	���

������ ���� ����

������ ��
 
���

������ ����� ����

������ ���
 ����

������ ���� ����

�����
 ��	� ��
	

������ ���� ����

������ ����� ���	

�����	 ���� �����

������ ���� ���

������ ����	 ����

������ ����� ����

����� 	��� ���

�����
 ���
 �����

������ ���	� ��	

������ ���
 ���


������ ���	 ���	

������ �		 ��	

�����	 	��� ��
�

������ ���	 �
���

����	� ��
� ����

����	� �
��� ���

����	 ���� ����

����	
 	��� ���	

����	� ����� ����

��
�����	




Discovery of POP inhibitors by HTS 

@EJ�

�����%����+�A�� ��#���A� )R������+��!� %��!#� �����&$��%�������!� (�����+����*��RCC� �!"�

*��RWDG���������*(�%!"��+����������(�AA�"��!�A�����#����(���A��!�����A���)R��������!,�!#�

+��!�%��!#����'��(�����K*��RCC���"�!%*����D��!"�*��RWD�+���!%*����OMG��

'�#��"�!#� A��� )R������ +��!� %��!#� ���'�� (����F� *��RPW� �!"� *��R@P� (����!A�"� A���

��#���A�)R�����G�*�+� ��F�A�����*����%����"�"�!�A��� ������#��)R����������A����A����(�����

K*��RPW�+���!%*����OO��!�A��������&$��%�������!�(�������!,�!#��!"�*��R@P�+���!%*����

CEMG� �!� #�!����F� �� PWQ� ��� A���*����%����+���� (����!A� �!� ��A�� A�(� DL� ��!,�!#�F� %��!#�

�����&$��%�������!��!"����'��(����G�������"�����(�!�����(��!A�"��%A� A��A� A�������$����

��F� +�A�� �� ��!#��� ��!��!A��A��!� ��� ��*(�%!"F� *�$� !�A� ��� �%�A����� �!� ��"��� A�� ��!,�

*����%�����!����������A�����(�A�!�$F��%A�A���"�!A��$���*(�%!"��A��A��!A����A�+�A��A���A��#�A�

"��(����!#� A��� (����G� �%�A���� �&(���*�!A��+�A�� ��*(��*�!A��$� A�����+�%�"� ����+� A���

(�A�!�$���!,�!#G�

�

�

�

� �



Results_Chapter 3 

@PL�

�

��#%���DG@DGB�)R���������*�����A�G�-R�&������+���"�!%*����*��R&&G�

� �

�
�


�

�
�

�
�
��

��
�

��
��

��
��

��
��

��
��

�
��

��
��

��
��

��
�

�
�


�

�
�

�
�

�
��

��
��

�
��

��
��

��
��

��
��

�
��

��
��

��
��

�
��

��
��

��
��

��
��

�
��

��
��

��
��

��
��

��
��

�
��

����������������� �������
��

!
�

�
�
��

��
�
�
	


��



�
��

	�
�



�
�

�
�

�
��

	�
�



�
�

	



�
�


�
��

��
�	

��
��

�
��

��
��

��
��

�	
�


��
��

�
��

��
	�

	�
	�

		
	


	�
	�

	
	�

	�

�


�

�


	





�

�




�


�
��

�	
��

�
��

��
��

�	
��

��
��

��
�

�
�

	



�
�


�

�
��

��
��

�	
�


��
������������	�	� ���������

!
�	

�
�
����

��
�
�
	


��



�
�
	�

�



�
�

��
�

�
���

�
	�

�



�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@P@�

'�'�
���
/���.��� !�
�

���������A������������ ����!�"��������!��!����� �# $ A��F�# A�� ��A#�����!��!��%������$&��A���

A���'!��!A ���$��!��������A��#� V��G�7���A��A#��%���R��A!$� �#�����(�"!A ��!��!��������F�

# A��%����)�!�����A��$��A��A���!*! ��A�����)��A����A ��!�A ' A�G�

���"� A#��!�"��A� PFLLL�"������������������!*! ��A�����  �� A#��*��F� WD�%���������A���!��

# A��!�A���A#�������")�A A ���!��!�G�7��) A��A#!A�A#����"$���#!��$������������$��!��!�A���

!������WLF�A#��� �!��� �A�%!���A ����!�*��A��$��'!� �!A���$����(�"!A ��!��!��G��#��F�!��A�!A�*��

%!��)�!����� ��������A���������A#����"$��������")�����G�� ��AF�$��!����	������	����A�� �*�

"��������� %���� ��!�� � ���  �A�� *���)�� A#!A� ��������� � " �!�� ��")������  �� A��"�� ���

�#�" �!�� �A���A���G��#��F����� A�� A#���� ��)�����A!A '�������!�#� ����A���%���� �����A��� ����

A��A �*� !*! ��A� ���� !�A ' A�G� �����A ��� ��� "��������� %!�� $!���� ��� ��V������ � " �!� A��

 �� ���!�����A���!��������A�����"����+ �*�!�!��� �G�,��A�"��������� ��A#��)��� " �!�������

!�A ' A��A��A�%�����#!�!�A�� (���!�� �# $ A���G�

�

DGDG@G�����A�� �*�

����A�� �*�%!��)�����"���$��7�G��!�A ���'!��'G���� A#����$��A����WD�# A�F�A%����")������

%���������� A��$�������  �� ��	������	�!����!A �������� A�� A#��)�����������"�A!��!A�"���A�!���

��G��#��F�A#����	������	� $�!���%!����������A��W@�"��������G�*�%�'��F�A%���!�A��%����������

A��$����)�!A��� ����'��!��# A�G��#��F�A#���%���� �������� ��A#������A�� �*F����" �*�!�A�A!�����

WD���")�����G��#�������"$����A#!A�%����* '���A��A#�"�%����*��RNP�!���*��RNOG��#��WP�

�#�" �!���A���A�����%����!�!������$���!�'!�F�!��#�" ����"!A ���)!�+!*�������#�-� �*���

A#!A� )��' ���� !� �!�*�� ��� !))� �!A ���� � +�� ��!������ ����")�� A ��F� "!. "�"� ��""���

��$�A���A����!���'R*���)�!�!��� �G��

�#��$ �!���� �*��)� �A�����A#��"���������K!���"$ �!A ������L�!���@M�%�����$A! ���G���A��F�

A#���%���� ��")!���� �� �*� A#���!� "�A�� ����� � ��A� �!����!A ���G���� !� �����AF�"���������

%������)�����A��� ��# ��!��# �!������A�� �*�K�!" ���A���MG�

�

�
� *����DG@EGB���#�"���������A�� �*�)�����"����� �*��!�'!��K��#�-� �*��MG�

�

�



Results_Chapter 3 

@PC�

���"�A#������A�� �*��!����!A ���F�@P�����A����%�����$A! ���G�����A���@@�%!��A#���!�*��A�����

% A#� @N� "��������G� ����A���� N� !��� @L� %���� �!�*�� !�� %���F� % A#� @L� !��� J� ��")�����F�

���)��A '���G��#�����A����A#������A����%������)�����A���% A#�CRP�"���������K�.��)A�����A���

W�% A#�&��A�����"�"$��MG�

���A#��� �A����@P�����A���F�����A���LF�%# �#� ��������A#��A%��"���������A#!A�%������!$���A��

$������� ���!����!A ���F�%!��!����G����A�A!�F�WP�"���������KWD�# A��`�C��!�A�M�%��������A�����

 �A��@O��!" � ��F�!������� ��A!$���DGPG�

�

�
�

�!$���DGPGB�WP�"�������������A����� �A��@O��!" � ��G�

�

�

�

�

�

�

������� �	 
������ �	 
������ �	
/ �� � � �� ��

� �� � �� �� �	

� �� � �� �� ��

� �	 � �	 �� ��

� 

 � �� �� ��

� �� � 
� �� ��

� �� � 	
 �� �


� �� � 	� �� ��

� �	 � �
 �� ��

� � � �� �� �


� �� � � �� ��

� � � 
 �� 
�

� 	 � �� �� ��

� �� � �
 �� ��


 �� � �� �� 	�


 �� �� �� �� 	�


 �� �� �� �� 		


 �� �� �� �� ��


 �� �� �� �� 
�

� �
 �� �
 �� ��

� �� �� 	� �� ��

� �� �� 	� �� ��

	 	� �� 	� �� ��

�� 	� �� 
	

�
 �

�
 �

�
 ��

�
 ��



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@PD�

������ ��A�������A� A������ �����A�F���������������� ������ �����������  R��������� A�����

������!�����������A��G�����A�!�DL����!��������������!���������������������A����G�	

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�����DGOGB�*�"���A�����������#�������� R��������A�� A�������$#������������!����G�%��#� A���DL����A�

���������������!��A��G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

������
������� 	
 ����������������� �������
��
�����

�����
� ��
���
;� �� �����

�� �� �����

� �	 �����

�� �� ���		

�� 
	 �����

�� 
� �����

� �� �����

�� � ����


	 � �	�	�

� � ���	� �

� � �
���

� �� �
���

�� � �
�
	

�� �� ���	�

�� �� ���	� �

�� �	 ���	� �

� �� ����� �

�� 	� ����� �

� �
 ���	
 �

� �
 ����	

� 
 ���
� �

�� 	� ����� �

	 �� �����

� �� �����

� � ���		 �

�� 

 ���
� �

�� �� ����� �

� �� ����� �

� � ����� �

� �� �����



Results_Chapter 3 

@PE�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������DGWGB�����A��*�����A����A��A���������A��R��������� ��A�����!"��#����G��

�

�

������ ��� �A���A������DGOG�� $�DGWGF�A���#��#��A�� ��%�&���������� �A���A�#�DL��R������%���

���������A�������� �����$G������������ A���#���� A���F� �A�&�� �� A��A�A�������A��� ����� S��AR

����#T�%���'('�� ����A���G�

"����$� �������)�%��������� �#����F�����A������A���������#���� A�����%�&��������� � � A���

A�#�DL��R�����������@L�� $�@@F�����������A���@@����� A���� ����A��&����&��������� � � A���

A�#�DL���� ���!"��#������������$G�

�

�

�

�

�

�

�������
������� 	
 ����� �������
��
�������

�����
� ���
���
�� �� ����
 �

� �� ����


�� �� �����

�� 
	 ���
�

	 �� �����

�� �� �����

� �	 �����

� �� ����� �

� �� ����	

	 � �����

�� �� ����	

�� 
� �����

�� � ���
�

�� �� ����� �

�� �	 ��	�

�� �� ��	�

	 �� ���� �

� � ����

� 
� ����

�� �� ���� �

�� � 	��	

� �� 	���

�� �� 	��� �

	 �� 	��� �

�� �� ���� �

�� �� ��	� �

� �� ����

�� �� ��
� �


 
� ��
� �

�� �� ���
 �



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@PP�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�������DG@PGB�"���A�*��#��#��A�� ��%�����A����$�#� $� ��� �A��� �&�����%�&���������A������$�� �A���A�#�DL�

�� +� ���%�$��+� ��� ������G�'���� A�������%���A��A���#��#��A�� ��%�&���������%��&����������A������#��A�A���

A�A���A�#�DLG��M������)�%��������� �#����Z��M���!"��#����G�

�

�

� �A����� ������� A��A�����$� ������ A���� ����&� A��%����������A��� � � A�#�DL�&��������G�

7�#� $� �� � � A��� ������A��  �&���� �%� ��&#�� $�X����A��� � $� A��� #��#��A�� � �%� �A��

&��������� A��A� ������$� A��� A�#� DLF��� ����A������� �� ��$���$F���� �AF���� S��AR����A��T� %���

'('�� ����A���G�

���� �����)�%��������� � #����F� ����A���� E� � $� @P� ����� A��� &��A� � �����$� � � #���A�*��

&��������� � � �'G� ( � A��� �� A����F� %��� ��!"�� #����F� ����A��� @E� �����$� A��� ������A�

#��#��A�� � �%� '('� � A����A���G� K����A���� W� � $� @CF���A�� � ��� � ��&������������� %�����

��#���� A�$��������MG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������DGNGB�,�&�����%�&����������� +�$�� �A������A�DL�#���A�� ��%����'���������� �������)�%��������� �

��� ��!"�� #����� *������ A��� ����A��� A�� ������ A���� ���� �G� '���� A����� ��%��� A�� A��� #��#��A�� � �%�

#���A�*��X����A��G�

�

�

�

�




�

	

�

�

��

��

��

��

��

�


�

�

�

�




�

	

�

�

��

��

��

��

��

�


�

��

�

�

�




�

�

��

��

��

��

��

�M� � � � � 	M�

������� 
�������
���
�!����� ���
������ ���
�!����� ���
������

� � � � �� ��

� � � � � ��

� � � � �� ��

� � � � �� �

� � � � ��� ��

� � � � �� ��

� � � � � ��

� � � � � ���

� �� � � �� ��

� � � � �� ��

�� � � � �� ��

�� �� � � �� ��

�� � � � � ���

�� � � � �� ��

�� � � � � ���

�� � � � �� ��

������
��
	
�������

�
�	�
���
��
����
��
���������� ��� ���!����"��



Results_Chapter 3 

@PO�

DGDGCG�7#�$%&'�

�

��()	(�A�#%�WD�*#+��)+�(�KW@�,%A(�`�C�(�+A(M�-�.��$#�$�$�%&A#�'('���A%/��(%A�G�

�

"�(0��A� A#� A,�� 0.#A�%&F� %#).� �.1(A�++#'.�0,%�� (A.)�A).�(�-�.�� )(�$B� @-��F� C.7/F� @-�!�

�&$�D770G��,��%%.(A�A-#��#..�(0#&$�A#�0#.�%&��'('�A,�A�-�(��#R�.1(A�++%2�$�-%A,��#/�+�&A�

%&,%	%A#.F� A,�� A,%.$� #&�� -�(� 0#.�%&�� �(� -�++� 	)A� -%A,#)A� %&,%	%A#.F� �&$� A,�� +�(A� #&��

	�+#&'�$�A#�A,��,)*�&�'('�%&��#*0+�3�-%A,���&#&R�#/�+�&A�%&,%	%A#.G�

�

�#.� +%'�&$(F� A,�%.� �#&%#.*�.(�-�.�� '�&�.�A�$�-%A,� �#&%&�&� K��,.4$%&'�.MF� #	A�%&%&'� ��

A#A�+� #%� @CDN� �#&%#.*�A%#&(� %&� A#A�+G� 4��,� #&�� #%� A,�*� -�(� $#�$�$� A#� A,�� %#).� '('�

(A.)�A).�(�-%A,�&+%$��.'�0.��%(%#&� K��,.4$%&'�.MF�#	A�%&%&'�	�(A�.�()+A�-,�&� A,��,)*�&�

0.#A�%&�-�(�)(�$G�

�#.����,��#*0#)&$F�A,��(�#.��.�()+A�%#.�A,��	�(A��#&%#.*�A%#&�%(�$�0%�A�$�%&�A�	+��DGJG�

� �



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@PW�

	
�

��	+��DGWGB�*���WD�,%A(�.�&$�$�	1�&+%$��.'�7#�$%&'�(�#.�G�

�

�

���#.$%&'� A#� $#�$%&'� .�()+A(F� 	�(A� �#*0#)&$�-�(�*��R@G�*#-�/�.F� (%&��� A,%(�*#+��)+��

-�(���0�0A%$��-%A,�,%',�*#+��)+�.�-�%',AF�$#�$%&'�0.�$%�A%#&� %#)&$� (�/�.�+� %&A�.��A%#&�

0#%&A(�A,�A����#)&A�$�%#.���+#-�.�	%&$%&'��&�.'1G��A�,�(�A#�	��0#%&A�$�#)A�A,�A�$#�$%&'�#%�

0�0A%$#*%*�A%��*#+��)+�(�.�A).&(��&�%&���).�A��	%&$%&'��&�.'1G��,%(���	�������(#%A-�.��%(�
#0A%*%2�$�%#.�(*�++�#.'�&%��*#+��)+�(��&$�A,)(F�A,%(�.�()+A�,�(�A#�	����.�%)++1�$%(�)((�$G�

�

������� 	� �������
������	

���� ��
��� �� �������
������	

����
�� � ������ � �� �����

�	 �� ��	�
� �� � ����


�� �� ��	�
�  �� �����

� � ����� �� �
 �����

�� �� ���� �� �� �����

� �� ����	 �� �� ����

� �� �����  
 ����

� �� ���	� �� �� ����

�	 �� ����� � �� ����

�� �� ����	 �� �� ����

� �� ����� �� � ���
�

� � ���� � � ���
�

� �
 ���� �� �� ���
�

�� 
� ���
� � � �����

�	 

 ���
	  � �����

�
 � ����� �� �	 �����

�	 
� ����� � 
 ���	

� �� ���	 �� � �����

�	 
	 ���	
 � �� ����

�	 �� ���	� � �	 �����

� �
 ���		 � 
� �����

�	 �� ����	 �� 
� �����

�� �� ����� � � �����

�	 �	 ����� � �� �����

� 
� ����� �� �� �����

� � ����� � �� �����

�� �
 ���� � � �����

�	 �� ���� �� 	 �����

� � ���
� �  ����

�� 
 ���	� � � ���
�

�� �� ����� �� �	 ����

� 
� ���� � �� ����

� �� ����� �� � ����

� �� ����� � �� ���


� �� ����� � �	 ���


 � ����� � � �
���


  ����




Results_Chapter 3 

@PN�

��������������������A��A��������������A��A���A���DL�������������A����������R������� ���A���

� ������F��������!��������A�����"������A�G�

�

����A��� @L����� A���������A�����������������A�����!����������� ��� A��� A��� DL� ���"���� KJ�

���������MG��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�������DG@OGB�#���A�$��������A�����!�����A�����������������A������%����!�����������A�����������A���A���

DL� ���"���� �!� ���"���� ��������G�  �����A����� ��!��� A�� A��� ������A���� �!����������� !���� ����� ����A���

������A�A���A�A���A���DLG

�

���������$���� A�� A��� A���DL�������������$������ A��A�����A����@L�����@E��������������� ���

������������A�� ����%�������������� A�� & G�'���F�����A���� @L����� @E���������!���������

S��AR����A���T�!��� & �����%�A���F��������������"����������G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
'�%���DGNGB�(��%����!��������������"������A���%��A�DL�����A�����!������"����$������A�������A���A��������

A����%�����G� �����A�������!���A��A���������A�����!�����A�$��X����A��G�

�

�

�

�

��

�

�

�

�

	

�

��

��

��

��

��

��

�
	
�5��
�	 ���������

� � � �

� � � �	

� � � �


 
 � �

� 
 � ��

	 	 � �

� 
 � 



� � � ���

 �� � �

� 	 � ��

�� � � ���

�� � � ��

�� � � ���

�
 
 � ��

�� � � ���

�	 � � 	�

������ 
��������
������
��
���������



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@PJ�

DGDGDG�������A���������

�

$�$�$� �	���������)	������&	

���� ����� ����A��F� ��������A�A� ������������!���� ������G����� �����A���� ���A�����!���� A���

"����!��#B� @M� $�A���� � ����%���A�� ��� A��� ��%F� CM� &�������� ��������A�A���� �"� A������������

����'�� A��� ����A��F� DM� �R������ "������ ������� ��'�'��(��#� �����A�� ��'� EM������G����� ���A��"�

��������A�A� ������������������A�'����A���A�%���DGJG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
��%���DGJGB�����A�R�� �������A�����������A�A� �����������F���'���'�%��A���������A��G�

� �

������� �	 ������� �	
) �� �) *)

� �� �) 	)

* �+ �) 	�

� �� �) 	�

+ � �� �*

+ 	 �� *�

+ �� �� �)

� +� �� ��

� *� �� +�

� �+ �� +�

	 	, �� 	�

� , �* ��

� �, �� *�

� 	� �� �*

, � �+ �*

, � �� �

, �� �� +

, �� �� ��

�� ��



Results_Chapter 3 

@OL�

�-�� ��A� �A��!��� ����(�'� ��� A��� ��������� �"� A��� ����A��� ��������A�A� ������������ �A� ��

������A��A���� �"� CLL� d.G� ����F� ������A�#�� �"� �-�� ����%�A���� !��� �������A�'� ��'�

��������A�'������%���'��#����K"�#����DG@WGMG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
��#����DG@WG�������A�#���"��-������%�A�����"�A���DW�����A�����������A�A� �����������G�/��%�������A���0R

�0�����"���A��A���*��R�'���'�G�

�

DGDGDGCG��&PL���� ���

�����A���DW������A�'�����������"���A������A����������A�����������#F��������'��!�A�����-��

����%�A���� ��A�� ��#���� A���� NLQ� �A� CLL� d.�!���� �����A�'B�*��RED� K����A��� PMF�*��RCP�

K����A���OMF�*��RWP�K����A���NMF�*��RWD�K����A���@@M���'�*��RDC�K����A���@EMG�,���'���A�����

P����������F�*��R@F�!�����'����A�'�A�����!��A�����#�����A���'��(��#��������A���F�!��������

�����A�'G� �A� ���� A�� %�� �����(�'� A��AF�*��R@�!��� �� ���A�'����������� ��'� '��(��#� �����A�

�����'� %�� �������'� ����"����G� *�!� ��F� A��� ��#�� �-�� ����%�A���� ��� A��� ������������

��������#�KWPQM�������'�A��A�*��R@�!�����A����A��#�!�A��A�����A� �R��A���"�A������A����G�

�

�&PL� ������!�����������A�'�"���������������'G������A���������!�����A�%���DG@LG�

�

�&PL�Kd.M� �&PL�K�.M�

*��R@� *��RCP� *��RDC� *��RED� *��RWD� *��RWP� 1���

PJGJ� CWGL� DWGD� PGJ� DDGN� DG@� @GN�

�
��%���DG@LGB��&PL��������A����"��������A�'G�*�����A�G��&PL��"�1���!����������A�'���������A���� ����G�

�

�

*��RWPF� "���� ����A��� N� !��� A������A� ��A��A� �-�� ����%�A��F� "����!�'� %�� *��RED� "����

����A���PG�

�

�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@O@�

$� A�����#��� ����A�����"� A��� �&PL� ��� ��� ���!�'�������0���A�'�%��� ����G�$�� �A� ����%��

����� ��� "�#���� DG@NGF� ������� �"� �������'�� *��RCPF� DC� ��'� ED� K��� ���(R������� �������Z�

#�����$M�!������������������'� A���� A������"� �������'��*��R@F� WD� ��'� WP� K���#�����

�������Z�#�����,MG�$�����������(�A��A������ ���� �'����'�A��A�A����������"�1��������������A��

A��������"�A����������'�����A���#�����$G�

�

�

�
��#����DG@NGB��&PL���� ����"������A�'�*�����A����'�1��G��M�-����#�����$���'�1������ ���������������A�'G�

%M�&�� ���%����#��#�A��#�����,�����%�A���G�

�

����������A���##��A�'�A�������������"�A!������%�A����%��� �����B���1��R��(����'���"���A����

��'� ��� ��(��!�� A���� �"� ����%�A���G� ��� ��'��� A�� "����� ��'���A��'� A��� �-�� ����%�A���

���������F�(���A�������������"�*��RED�K#�����%���������M���'�*��RWP�K#�����$���������MG�

� �

�

�� � � �

��

���

��	
�
�

�

��
�

�

�
�
�

�����

������

����	�

����
	

�����	

������

�� � � �

��

���

��	
�
�

�

��
�

�

�
�
� �����

����	

����	�

�� �� � �

��

���

��	
�
�

�

��
�

�

�
�
�

������

������

����	�


��

�M� � � � � � ���M�



Results_Chapter 3 

@OC�

'�(�
��!$���
��%.�$�
 �
�$�.
��!.�.��$�

�

�

DGEG@G�����A�������A��A���������A����

$�����A����������A��A��������*��RED�����*��RWP������������������������A� �A���A������!��

��� ���A��A�� ������A��A����G� ����AF� "��!����R��� ��� K�������������  �� A�#�M� ���� ���$�

#��������������A��A������������������A$���������A��A�#�����������������DL�#���A��G������

A$�� A�#���������������AF� ���A���� �����A�����������$� ��$��A����������A��A��������A��A����

������������A��G�

�

�$��F� A$�� ������RA�������#� ��� %������ ��R,��&� ���� ���$� ��#"����� ���� ����� K��!����

DG@JGMG�

�

�$��%������ ��R,��&�������RA�������#����*��RED���A���������������A�����A���!$A�������A$�A�

��A�����A��� ��� A$�� ���!��G� �$��� � �������� A$�� ��#"�A�A� �� �$� ����� ��� *��REDG� �$��F�

7�'��� "��A����� ��"�����A��F� ���� A$�� ���  ��������� �A������ ���#� A$�� ����� ��A�����A���G�

K��!����DGCLGMG�

�

��� A$�����A����F� A$�� ���������%������ ��R,��&�"��A����*��RWP��������A� ��A�����A��!� �����

���!��� "���AG� �$������� ��!!��A��!� �� ���R������� �$� ����G� ��� ������ A�� �$����A���(�� A$��

#���������A���F�A$������������"��A���������"�����A���K��!����DGC@GMG��$�����"�R"��AF�A$�A����

A$����"�����A�A������� A$��%������ ��R,��&����"��� ��� ����A���� A$�� ��$��A���������A��A���F�

��#���A��A�����"���������$� ����G��$�� ��A����"AR"��A� K%������ ��R,��&��R��A����"A� ��

��#"����� ������A��A���M� ��"��A��� �� ������� #���� ��� ��A���G� �$��F� *��RWP� ����

�$����A���(��� ��� �� ���"�R"�������� ��A����"AR������� �����#"�A�A� �� "�������� ����

��$��A��G���A����A��!��F�*��RWP�����A$������A�����"����������$��A���A������"��A��G�

�

� �



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@OD�

�

�

� �M�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� M�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

��!���� DG@JGB� %������ ��R,��&� ��"�����A�A����� ��� �M�*��RED� ���� M*��RWPG� ��� M� �� (��#�  ���� ���

��"��A��G�

�

�

�

�M

M

�

���

��
��
��
�	

�
�� �
�� �
��

����

�

���

���

	��

��

���

	���

����

����

�����

�����

���

��
��
��
��

����� ����� ����� ���� ���� ����

����

���

�������

����������	


��������	


��������	


���������	


���������	


����� ����� ����	 ����
 ����� �����
���

��

�	�

���

���

�

���

��
��
��
�	

�������

����������	


��������	


��������	


���������	


���������	




Results_Chapter 3 

@OE�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��K	��RED�������M�c�D�μ��
�
�

������DGCLGB�7���R���A�������� ����	��REDG�

�

�

�

�

�

�

�
������DGC@��� ��!"�#����A�����$��%�"���R,��&���������A"A������ ������!�	��RWPG�

�

��������

��
�	

�
�
��



�� � �� ��

���

��

���

���

��������

�	

�
�

 � � �


�

�

�

�

��������

	

��
	
��

�	 	 � �

��

�

�

�

���
�

���
�

���
�

��
�

� K	��RED�������M�c�D μ�

��������

	

��
	
��

�	 	 � �

��

�

�

�

���
�

���
�

���
�

��
�
�

#�c�@@E�`�@ENGJ�H�I�`�@LGWP�H�I�
C
� #�c�JGEWW���`�DGJJP�

��������

��
�	

�
�
��



�� � �� ��

���

��

���

���

��������

�	

�
�

 � � �


�

�

�

�

# c�@@E�`�@ENGJ H�I�`�@LGWP H�I�
C

#�c JGEWW ��` DGJJP

�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@OP�

�

��� !"A������ A'�� �'(A��� ���A"�A��"�!��"�"��A����%"������(���(#� A��"A��G� K������

DGCCGMG�

�

�
������DGCCGB���)#�"A �� '����"�!��'(A��� ���A"�A�����	��RWP�����������G�

�

�

	��RWP�%"�� !�� �(�!� "�� ��%�� �����"�� ���� �'(A��G� �'�� "���A#� ���	��RWP� A�� A'��

 ����AA���%"���V�"��A��A'���������A'�����R ����AA���(�!����A�G 	�%����F�(�!������

"��� ��!��'(A������� ����%"��"����A������(��F��!����!��A�#����A'�����A��A���������

��(�����  ���!G�

*����A'�����F�(�!������ A'����(�A�"A�� A������"���%�!� A'��(�!������	��RWP� �� A'�����R

 ����AA���(�!����A�G��'��F�A'������ A��������������������(�A�"A��(�!���!�����������

A'������A'"A�����A��A'��(�!������A'�� ������!���A'�� ����AA����A�G�

,"��!����A'�F�A'��� '���� ���!�(��������!�"����������DGCDG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



Results_Chapter 3 

@OO�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

������DGCDGB���)#�"A �� '����"�!��'(A��� ���A"�A�����	��RWP�����������G�

�

�

$�����A���!���A'���A��!� A������A'���"��� ��AF�������"�'�'�#�!#�"� ����A��F�"�!�

�"������A%���A"A��B������!�"�!� ����!������G�

$� ����(��� ����"�"A��� ���� A'�� 	��RWP� ������ A�!� (�'"����� �� A'"A� (�!��� ��� A'��

�'(A��� !���" ��� ���� A�� A'��  ����!� �A"A�F� �!����!��A�#� ��� A'�� (�!��� �A�G� �'��F�

�  ��"� #���� A'�����R ����AA��� �A��%���!�  ��������F�"��!��� A'����A�"� ������A'���

��(�A�"A����� �'(A��F� "�!���������	��RWP� A�� A'��  ����AA��� �A��%���!�  ��������� "��

%���F�'!���A'�����R ����AA����A�G�

	�%����� A'�� ���� A� ��� A'�� ��(�A�"A��%���!�(��!������AG��'�� ��(�A�"A���"#�  '"��������

 ������"A���(�A�%���!���A�(�� A'�� ����!� ����� A'"A������A�!� ����� �'(A��G� �����A�F� A�

 ���!�(��"���!��R ����!� ����F�%'���� A'�� ����AA����A�� ���  ���!�(#� A'����(�A�"A��

%'���A'�����R ����AA��������������A��(���  ���!�(#�	��RWPG����A'���'(A�����(���!F�

A'�� ����������" A���"�!�A�"������"A��������(�A�"A��A�����!� A�!������A�A"&����" �G�

*����A'�����F� A'�� �� "� '#��A'���� A'"A� �'���!� (�� �����!� (#�  ��(�"A��� %A'� �A'���

A� '�V���F��� '�"��'�'R���!�*�+G�
























 


�



Discovery of POP inhibitors by HTS 

@OW�

�)�+�$#
'
 /$#/�$F

�

���A'�� '"�A���%����"���!�A'��!��A� "A�����������'(A����(#�	��G�

�����A�"A��#�%"��("��!� �� A'��������� �(�"���� ��A"�������RA�� � ������!��"�!� ��"!R

�&��������A��G��'��"��"#�%������ A�!�%"����F�%' '�"���%�!�A'��!��A� "A���������A���

(�!����(#� ����AA���%A'�"��������'���R�"(����!����(�G�

�

���AF�A'�����A!�����(���%�����"�!"A�!�"������������(�������A'�����"��"#G��'��F�A'��	���

%"�� "���!���AG������A'��EFPLL�A��A�!� ������!�F�WD�'A��%��������!�A��(������(�!���G�

$"A��F�DW�'A��%�������� A�!�(#���"������ ���A����F�!� &���!"A"�"�!���������A������!���A��

(�� �"�!"A�!� "�� ���� �'(A���G� �'�� ��(��A� ��� ���� ����� %"�� ��"��"A�!� (#� ��)#�"A �

"��"#�G� $�� "� �����AF� ���  ������!�� ������A��� A'�� '�'��A� ���� �'(A��� �"A��� %����

���� A�!� ���� ���A'����A�!#G�7����� A'�� �&PL� "� ��"A������ A'����"��������F� A%�� �'(A���

(�'"������%���� !��A��!G�$���������A"A�������" '�����%"������ A�!�"�!�&��A �"��"#��

%����!��������A'��A%�������'(A��� "�!!"A��G�

��"��#F� A%������ �'(A����'"���(����!�� �(�!G�	��RED� �� "�  ����AA������� �'(A���

"�!�	��RWP�!���"#��"��"�"(�� �(�'"����G�

�

�A� �� A'�� ���A� A��� A'"A� �"�"(�� � �'(A��� �� �����A�!� ���� ���G�,�� (������ A'"A� A'��

���A�� ����� "����R ����AA��� �A��%���!�'���� �� A'����!���A"�!������ A'�� ���"A���'��

(�A%��������"�!����A"��!��"���G�

�

�

� �



 

@ON�

�


 




�

@OJ�






























































Chapter 4:  
Characterization of peptidyl 

aryl vinyl sulfones as Cathepsins 
L and B inhibitors 

�




 




Results chapter_4 

@WL�










 




Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@W@�

�

�

�

�

�

&'"�A����!���

�

�

�������
(
�����7�



(���
������9
����������
� EG@G@G��&PL� "� ��"A���"�!��A�� A���R" A�A#�"�"�#���

� EG@GCG����� A�A#���� ������!��

� �

(�"�
�����������
��
���
����������
����������
��

(�'�
�������



�������
(
�6��6��:�


�
�

�

�

�

�

�

��������A"��� '����

�

�
�

*��(������ �������������A��A'�����(������ ������!�G�

� �



Results chapter_4 

@WC�

� �



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@WD�

��

�)�+�$#
(
� !�$4�

�

&"A'������$�"�!�,F�A%�� #�A�������A�"���F�"��������"�A�A"���A���� "� ��G��'������)#����

"���������!���A'�����A���#������A����R�������!���A�����F�"���%��� "� ��� ������"���F�

A��������%A'F�"����������"�!���A"�A"���H@CNF�@CJIG��'���(#F��'(A������ "A'������$�"�!�

,���"�&�#��A�"A��#�����A'��!���������A������%�"�A "� ���!����G�

�

$�� �����(��� ���  "A'������ $� "�!� ,� �'(A���� '"!� (���� !�� �(�!� ��� A'�� �A��"A���F�

� ��!���������(���"�!��������(����" A�"A���G�$�����������(����'(A���F� "A'�����$�

�'(A���� � ��!������ �����%A'� "�!�'#!�� HCLDIF� "�!�'#!�R'#!���"� � " !�  ��(�"A���

HCLEIF� ������A! �  #"�"�!�� HCLPI� "�!� βR�" A"�� ���"�� "�!� ��"���"�� H@CPI� ���A��� "��

��" A��� �����G� ��� A'��  ��A�"�#F�  ������!�� � ��!��� !���A!#�� �A���� "�� "� ��" A���

������ "��� ���� A��� ������(���  "A'����� ,� �'(A���� HCLOIG� +���� A� A�� �������(���

�'(A���F� A%���"���������"��� � ��!�!B��ROE�"�"������� H@CPI�"�!�"�&#����#����������G����

A'�� �"AA��� ��(�����F� ���A!#�� ��#�� ���������  ������� "� ������ ��� ��A��AF� ���� A��� "�!�

 ��"���A� �'(A���� ���  #�A���� ���A�"���G� ��"������ � ��!�� �" A�"A���� ��� �"� �"���

K����������	 ����������M� K������ EG@G� "M� HCLWIF�  ��)�"�� K(�)��������	 ���1�M� H@CPF� CLNF� CLJI�
K������EG@G�(MF� "A'�������HC@LIF� "A'�������HC@@IF� "A'�������HC@CI�"�!� "A'�����$�HCLWIG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������ EG@GB� ���A!#�� ��#�� ��������� �����A�!� �� A'�� �A��"A���� "��  #�A���� ���A�"��� �'(A���G� "M�

$�A�"�"�"�� ������!F�!� ��A���!�A������ A�A#������G�(M����� ��������A'��$�� "��A�#�"�����"���

A��"A���AF���!���" A���!���������AG�

�

$��� ���A!#�� ��#�� ������������ ����� !�� �(�!� �� A'�� �A��"A���� "��� ���A!#�� "�&#�� ��#��

��������G�	�%����F� ��� ���A!#�� "�#�� ��#�� �������� '"�� (����  '"�" A��)�!� "��  "A'������

�'(A���G� �'�� �� �"��#� !��� A�� A'�� �#�A'���� '��!���F� �� '� "�� �" ��)"A��� ��� A'��

"M�

(M�



Results chapter_4 

@WE�

��

�A����!"A��G������!���A��������A'���(�A" ��F����� ���"(��"A������A'�����-� A�K7�G�$�(��A�

��#"��F�.�����A#����,"� ����"Z�"�!�$��/��+"�� "�F���"�A"M�!�������!�"����A�� HC@DI� A'"A�

"���%�!�A'���#�A'����������A!#��DR"�#����#�����������HC@EIG�&������!��%��������"��!�(#�

��� XA,�� ���!R�'"��� �#�A��#��� �A�"A��#F� �����%�!� (#� �R����A���  ������� A�� A'�� DR

"���RDR"�#����#����������G�$��(�"�#����CL����� �����%"���(A"��!F�%'����(��!���(�� &��

%���� ��(��!� ��D����A���� K������EGCGMG����� �����%�����"��!�"���$0�R��F�%'�������

%"��A'�����(��F������@�A��CLG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������EGCGB�� "����!����A'�����A!#��DR"�#����#�����������(�"�#G�

�

���A��� @� K�@M�  ���!� (�� �A'��� "� ����'���#�� ������ K�� 1� c� ��#���MF� ��� "� ER��A'#�R

����")�#������� K��1� c�7R���A'#�MG����A��� C� K�CM�  ���!�(��"�$�� ��� K$��M� K+C� c� ��R

(�A#�M����"��'��#�"�"����K�'�M�K+C�c�(��)#�MG�$�!�A'��'�'��A��"�"(�A#�%"���A��!� �!�

�����A���D�K�DMF�%' '� ���!�(����������A�!�(#�P� '�� "��(�� &��"��+@���(�AA���A�G�

�

�'�� �(�"�#� "���%�!F� ���� A'�� ���A� A��F� A'�� ��"��"A������ �A�� A���R" A�A#� ���"A���'���

%A'������ A� A��"�#�� '"����(�AA���A�� �����A���@G����A'������F� A�� '�� "��!����A#�

 ���!� (�� � ��"��!� (#�  '"����� �� A'�� �������� ��(�AA���AF�%' '�%"�� ���A� A�!� ���� A'��

�A�!#� A�� "� �'��#�� ��(�AA���AG� �'��F� %A'� "� ������ � "����!F� "� ����"A��� �(�"�#� %A'�

(���� "��"��� "A���%"���(A"��!G�

�

�

�

� �

1c��F�7R��A'#��

+@�c��'��#�F�@R�"�A'#�F�CR�"�A'#�F����A#�F�EUR(�'��#��

+C�c�(��)#�F����R(�A#��

�@� �C� �D�



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@WP�

(���
��&#�#0
��#$$!�!,

�

�

EG@G@G��&PL� "� ��"A���"�!��A�� A���R" A�A#�"�"�#���

�'���(�"�#�%"��� �����!�"�"��A�'��"�� "A'������$�"�!�,�" A�A#G��'����)#�"A �"��"#�

 ����A�!���"��������A� �A��A�%A'�"�����A'#�� ���"����"(���!���(�A�"A���K2R�'�R$��R

$�&� ����  "A'����� $F� "�!� 2R$��R$��R$�&� ����  "A'�����,MG��'��  �� ��A�"A���� ����'"��R

�"��"���'(A���%���� "� ��"A�!�"��"���A"��� �������"��"#�"�!����!�����A'������ A���

��� A'�����A���������  ������!�� HC@PI� KA"(��� EG@GMG�$�� "�  ��A���F� �&PL� �"���������ROE� ����

 "A'������$�"�!�,�%���� "� ��"A�!� K�&PL�&"A$�c�NGD���Z� �&PL�&"A,�c�CGD���MG�+����A��%���� ��

"�������A�%A'�A'�������((����"�'#F��������A'�����"(�A#����A'��"��"#G�

�

���("������A'�������A�������A'��������"�#�� ������F�"��A�� A���R" A�A#��A�!#�%"��!����

�����" '����A'����)#���G�

���� �����"�� �(����"A��� %"�� A'"A� "���  ������!�� �'(A�!�  "A'����� $� %A'� '�'���

��A�� #�A'"�� "A'�����,G�,��!��F�ER��A'#�����")�#�������������A���@�"����!�!������

" A��� �'(A���G�+��"�!������A���� C�"�!� DF�!������ ��� �� A'�� A%��  #�A�������A�"����

�������� ���%�����(�����!G�,'��� "A'�����$�!!���A�!� ���"A��(�A%����$�������'����

���A��� CF�  "A'�����,�%"�� �'(A�!� �� "������ ��A�� #� (#�  ������!��%A'� �'�G��'��

(�'"�����"#�(�� "���!�(#�"��"���"(���π��A��" A�������'�����A'������ �����%A'�"���� � �

���!��� ���  "A'����� ,F� �� "A�!� �� A'�� " A��� �A�G� ��"��#F� �� ���A��� DF����� �����%A'�

�'��#�� ������ ��'(A�!� '�'���  "A'����� $� �'(A��F� "�!�  ������!�� %A'� CR�"�'A#��

������%������������!����� "A'�����,G�$�����(�������"�"A��� ���!�(��"���!� �!���" ����

A'�� " A��R�A�� ���  "A'����� $F�%' '�%���!� !�� ��A� A'�� (�!��� ���  ������!��%A'� "�

(��&�����(�AA���AG��

�

&������!��$0�RCL�%"����A����#� A'���A������A� "A'�����$� �'(A���K�&PL�c�CGO���MF�(�A�

"���� !���"#�!� "� '�'� ���� A�A#� �������  "A'�����,� K�&PL�&"A,X�&PL�&"A$� c� ELEMG�+��"�!���

 "A'�����,F� A'���������A��A� �'(A���%"���$0�R@D� K�&PL� c�DLE���MF�!���A������ A�A#�

%"����A�"  �����'�!�K�&PL�&"A,X�&PL�&"A$�c�@WMG�

�

�

� �



Results chapter_4 

@WO�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�"(���EG@G�$(�"�#�������A!#��DR"�#����#���������� ������!�G�

�� ���������
� 	
�������
�

$$���� �� �	


������ ��
 ��


������ ��������
�� �	�

������ ��
 ��


�����
 ��������� ��


�����	 �	� ����

������ 
���	 ��


������ �� ���

������ ��
 ��


������� ��� 		�

������� ��� 
��

������� 
���� 
���������


������� ���
 ��


������� ��
 ��


������
 ��
 ���

������	 �� ��	

������� 
�	 ��


������� 
 	��

������� ��� ��


������� ��	 ��
�

�����������
�� ��

�	��
����	�������



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@WW�

EG@GCG������A���A����������� !"�

�����A���A�� ��� A#�� ���A�!��� $%��� �� ��� "���� �� ��&%$%�� ��%� �$A#��"� "�'$"� ��$��$A�!G� �"� $�

�� A%��F� A#�� "�%� �� �%�A�$"�"� ���� $ !�7��� �(�'�%�� "����A�!� KA$&��� EGCGMG�*�� "�) ����$ A�

� #�&�A�� �'$"��&"�%��!� ��%�7��� �(� ��%������� !"���(�R@D�K&�"A��$A#��"� �,� � #�&�A�%M�

$ !� ��(�RCL� K"A%� )�"A� �$A#��"� � $� � $�A��$A�%MG� +�)$%!� )� A�� ���F� �A� '$"� "��)#A���

� #�&�A�!� &�� A#�"�� ����� !"F� &�A� A#�� �&PL� �$���"�'�%�� $%�� !� @LL� j�F�'#��#� $���%!"�

� ��)#�"����A���A�G�

�

� *����

Q�� #�&�A�� ��

��(�R@D�� ��(�RCL�

H@LL�j�I� HPLL�j�I� H@LL�j�I� HPLL�j�I�

7����(� O� @D� @GN� OGW�

���� EEGP� WL� ENGO� N@GC�

�
+$&���EGCGB�� #�&�A�� ����A#��"�%� ���%�A�$"�"�����$ !�7����(�&��A#����&%$%�������� !"���(�R@D�$ !�RCLG�

�

�

�

� �



Results chapter_4 

@WN�

��

(�"�
��%��.��� !
 �
�)$
�!)�&��� !
*$�)�!��*

�

�

&����� !���(�RCL�'$"�A#����"A���A� A�$ !�"����A�����$A#��"� �$�� #�&�A�%G�+#�"F��A�'$"�

"����A�!���%�A#��� *��$A���"A�!�G�

��%"AF�%���%"�&���A��'$"�A�"A�!G���%$ )�������(�RCL��� �� A%$A�� "�'�%���%�R� ��&$A�!�'�A#�

�$A#��"� � $G� �����'�!� A#$A� A���F� "�&"A%$A��'$"� $!!�!� $ !� ����%�"�� ���'$"� %�$!� $�A�%�

� ��&$A�� � A���G�+#����%�� A$)����� ����%�"�� ���%�"���A� A�� A#��"$�����'�A#��A� � #�&�A�%�

K� *����$�A���A�M�'$"��$����$A�!�$ !�%��%�"� A�!���%"�"� A#���%�R� ��&$A�� � A���� K��)�%��

EGDGMG�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�
��)�%��EGDGB��%�)%�""R��%��������(�RCL���%"�"��$A#��"� �$�%�"���A�A#���%�R� ��&$A�� �A���G�

�

�

+#�� �%�)%�""R��%��� )%$�#��� �� ��%��!� A#$A� ��(�RCL� '$"� $� A���R!��� !� A� � #�&�A�%G�

,$"�!�� ��%�����"�&�&���)%$�#�F�"���� �R&�$%� )������� !"�$%��'�����"A$&��"#�!����$�� A�

� #�&�A�%"������"A�� ���%�A�$"�"G��"�"��#F� A#���� !�%)��$����#$���$!!�A�� �'�A#� A#�� A#����

)%�������A#��$�A����"�A����"A�� ��A����%��$ ��%%���%"�&���A#���A#�%�&� !�HCLWF�C@ORC@JIG�+#� F��A�

'$"�#���A#�"�*�!�A#�"����#$ �"����%�A#�����A�!���$%����� ���"���� ����&%$%�G�

�

� ����"A$&��"#�!� A#�� �%%���%"�&���A�������(�RCLF� A#�� A������� � #�&�A�� �$ !� A#�� �� "A$ A"�

'�%��!�A�%�� �!G�+�)$%!� )�A#��A�������� #�&�A�� F�� �A#���$"������%%���%"�&���� #�&�A�%"�A#��

%��%�"� A$A�� ����,�&"���%"�"� "�&"A%$A��)���"� � ��%�$A�� �$&��A� A#����!����� � A�%$�A�� G�

	�'���%F� A#�� A%$!�A�� $����A#�!� �"�!� ��%� %���%"�&��� � #�&�A�%"� �"� �$��!� $"� '���G� +#� F�

,� �A����-��%��� A"���%���(�RCL�$)$� "A��$A#��"� �$�'�%����%��%��!G���"�A���������� !�

�� �� A%$A�� "�'$"�$""$��!���%�A#��� *����$�A���A��$A�$�%$ )�����"�&"A%$A���� �� A%$A�� "G�

+���� �� �$%�A�� '$"� "�A� A�� EL� �� � &$"�!� � � A#�� �%�)%�""R��%��� %��%�"� A$A�� "�

K����%�"�� ��� �"� A���MG� +#� F� A#�� $� �'�$��%R,�%,� �� �$%RA%$ "��%�$A�� � '$"� !� ��

K��)�%��EGEGMG��%���A#�"����AF���(�RCL�'$"��� "�!�%�!�$������A�A����� #�&�A�%G

� �

�� �� �� ��� ��� ���

�����

����

����

����

����

����

����

����

����������

���������

���������

��������

�	
�
�
	�

�

�
��
	�
	��



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@WJ�

��

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�	
���EGEGB��	�����R,���������A�A	����������RCL���������A���	���G�

�

���F� ����A��A������A��	��G�  �� A�� ���� ��� 	�����	!"� 	��	!	A���F� A�� ��"�� ���#	F�

��	��� ����� A�� 7	$��R�"�A� 	�� ��A� ��� �������	�A� �����$	��A	��G�  ��A��F� ����A��A��

����"��!� ��"��"�A�� ����� A�����
���R�������� A����R	���!�A	��� A	�� �����A�A	���

K�	
���EGDGMG�

��������	��	!	A��������A��A	��F���A�������	AA��A������R�����$����A	�"����%F���	���

������� �	A�� �� ��A� ����A��A� ��� ��!�F� A�� ������A� �	��AR����� ��A� ����A��A� ���

	���A	��A	��G�

�

H����RCLI��&� @LLL� PLL� @LL� PL�

��!��K�	�R@M� LGLN� LG@J� LG@C� LG@L�

�
��!"�EGDGB���!����"�������A�A��	��	!	A��������A��A	��G�

�

�

'����A�A	��������!������������RCL������A��A	��������������%��!�"�������A�A	��G�

K�	
���EGPGMG������ A�	��
����	�F��	���������A��	������ A����$	������"�F�����#	�������

A��	��	!	A��������A��A	���A��A�����������"�����A����$	�����	���G��	����	�����	��AR�������A�

����A��A����	��	!	A	����"�A��A��A��	���A	��A	�����AF���	"�#	����	��A��������A�#	G�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�	
���EGPG�'����A�A	������A���	��AR�������A�����A��A���!������������RCLG�

�

�����

��
�

�	�� �	�
 �	�� �	��
�




�

�



��
����(��

����(�)���

����������

������	
���

� ��� ��� ��� ��� ��� ���
�����
�����
�����
�����
�����
�����
�����
�����
�����
�����

�
�������
�
��

	 

��



��
�
��
�

�����c�LGC@OE���R@�

������c�OJGPN���



Results chapter_4 

@NL�

��

������F� ����� K��������A��� ���A�AF� H I� �A� ������ A��� ���A���A��� ��A�� ��� ����� ��� A���

����� �M� ��� �C�� K�����R������ ��A�� ���A�AM� �� ��� !�� �!A����G� "����� A���

������A�������� A�����������AA��� �� A��� ��A���A ��� ��������������� ���������!��� ���!�A���G�

"������A�A��������!A�����!��A������� ���������# ���EGOG���������A������������ ��������A���

!��A���� !�A��A������A��A��F����A��������R��������A�����A�AG������A������ ��A���A���

��� ������������ ���������G������ A��� ���A��� ��������A�������� �������������� ���� A���

$��������R, ����������A�A��F����������A���������� A���� !�A��A������A��A��� A��A�

�������� ����� ��� A��� ����� �� ������A�� �A� H I� c� L� K��� c� EL� μ�MG� ������F� �C�� ��� A���
����A�������!�A����A�������AR��������A�����A�A����A��������A�����A�A�����G��

�

�

�

�

�

� ���������c�@JGJ��� � ��������C��c�@N@GECL��R@��R@�

�

�
��# ��� EGOGB����� ���� ���� A������A�A����� ��A������ ���������!��� ���!�A������� A�������� ��� ����%�&'RCL�

������A�A����A������$�

�

�

�

� �

�����

������	
�����
����� ���

�����
�����

���	�
�



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@N@�

��

(�'�
� �I�!,

�

�

 ������ A������������A��A���������� A�����A����������������������� �����������A��������
������A��F� �����A�A������ ������������ �������G�  A� ���� A�� ��� ��A��� A��A� ��� �������A�
���������������������� ��� A������������A�����F�������A����������A���� ����G� ���F�������
��A���� ��� ���!����F� ���A������A������������� ������� K��A����A���R������A�� �������F�
��A��A�������������������������������MG�
&�������� "�#$RCLF� A��� ���A� ��A��A� ��A������� %� ������A�� ���� ������� ��A�� ������
��A������� %� K"7,� ���������� ������ @��NMG�  ���������������� �!A������ ���� $C� A�� $CU�
K������EGWGMG��
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
������EGWGB�"�#$RCL����������A����A�������%���A������A�G�$����A������������G�

�

� �



Results chapter_4 

@NC�

��

 �����A���A����������������A�������%����&���CPF�(���@OD���������@NWG�&���CP� ��A���A���
��A��A���������������������A������A�����A��A����(������F������������A����!��������A���
����A����C�����A����!��������A����������������K������EGNG��MG�&���CP����������������A��A���
\R������ �����G� ������!���A������ ����� A�����������������AA������� A��� �������A�������
�����V���A� ����A������� A��� �������A������ K������ EGNG��MG�(��� @OD������ ��A���A�����A��
"�#$RCL� A������ ���� (� ����� K������ EGNG� �MG� &A��� A��� (� ������ ����A� ����� ��A��
������A������!���A����A����A���G�
�

 ��������������F���A���A�������������"�#$RCL�����A����������������'��G�$������������A�F�
����A����A� A���$CF� ���������� A��������� A��A�����������A� ��A���A������A�� A�����A������F�
A������C�(�����������D��A�����A��A��������F�����������&���CPF� ��CO�����&���ONG� ���EUR
�������������A�A���A����������A�������������������OO�����&���C@�K������EGNG��MG�&A���
��������� (� ������ ���� �����A� ��� A��� ��A���A���� ��A����� "�#$RCL� ���� ��A������� %F�
����������������������@OCF�&���@J����� ��@NJF�����������A� ����� A������A��A���A�����
A��� A������������G� �������F� A��� ER��A��������'����� ����F� ������� �A� A��� $CUF����� ����
A����(���������A����������&���@J�����&���CCG�
�

�

�
������EGNGB�"�#$RCL����������A����A�������%���A������A�G��M� �A���A������A�����&���CP�����"�#$RCLZ��M�
 �A���A������A�����A����������A������A�����A������A�����A���������"�#$RCLZ��M� �A���A������A�����A���
��A���� ��A��(��� @OD� ����"�#$RCLZ��M�&���A��������� ������� OO� ����&��� C@� ��A�������� A��� EUR���������
����A�A���A���(��A��G

�

�

&���CP�

&���CP�

(���@OD�

����OO�
&���C@�



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@ND�

��

 ����A��������A����A�����������������������A�����A��F����������"�#$R@J������������
��������������A���A�������%G�"�#$R@J�����������A��������������"�#$RCL�������EUR���������
�������A���� CG�  �� ���A����� A���� ������� ������F� A��� �����A����������� A��� ������A�����������
PLLR����G������������ ��� A����������� ������� K������ EGJGMF� A������������� �����A���������
�AA���A��� A�� A��� ����� ������� A��A� A��� ����A��� ����� �V����� K������ EGJG� �M� ���
������������A��A���EUR��������������K������EGJG��MG�$���������A�����������F��A�������A���A�
��A�� A��� ����������A���������� OO� ����&��� C@� K�����A�� $@MF��������"�#$RCL� ������� ��
�����A� ��A� K������ EGJG� �MG���� �� ����AF� A���������������"�#$R@J� ��������A� ���������A��
���� A�� A��� ��A������� ������F� A������ ���������� A��� ���A������ ��� A��� (� ������ ����
����������A�����������������K������EGJG��MG�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

������EGJGB��M�"�#$RCL��������������A����A�������%���A������A�Z��M�"�#$R@J��������������A����A�������%�
��A������A�Z��M�"�#$R@J�����CL��������������A����A�������%���A������A�Z��M�"�#$R@J�����CL������������
��A����A�������%���A������A�G�

�

�

� �



Results chapter_4 

@NE�

��

�������F� "�#$R@DF� A��� ���A� ��A������ ,� ������A�� ��� A��� �����F����� ������� ��A�� ������
��A�������,�K"7,�����������������@���M�HCCLIG�
 �����A���A����������������A�������,����&���CJF�(���@JJ��������C@JG�,�A�F�A���(�������&���
�������� ��A���A�����A��"�#$R@D� K������ EG@LG��M� A�������������������G�,������F� A���
������ �A��� ��� &��� CJ����� ����� ������ A�� A��� \R������ ������ K�������� ��� ��� "�#$RCL� ���
��A�������%MG�
�

,�������'���� A�������A�������"�#$R@DF� �A�������A����� A��A�A����������������� ��A���A����
��A�� A��� A���A� A��������������������������G� �������������������� ������� A�� ������
A�A������ ���������������������A��&��� CWF�&��� CJF�(��� @JJ� �������� CLLG� ��� CR����A����
���������������������(���@@@F�#���@WOF�%���@N@�����)�A�@JO�K������EG@LG��MG��������F�
A���ER��A��������'���������� ������@�������������������A���D���A��A�����������A��
��������(���@@LF�(���@@@����� ��CC@G�
�

�
������EG@LG�B�"�#$R@D����������A����A�������,���A������A�G��M� �A���A������A�����(���@JJ�����"�#$R@DZ�
�M� �A���A������A����� A����������A������ A�����A������A�����A���������"�#$R@DZ��M�CR����A�����������
"�#$R@D���AA������A��A�������AZ��M�$���������������"�#$R@D����������A����A�������,G�
�

�

�

� �

(���@JJ�

(���@JJ�

&���CJ�

)�A�@JO�

(���@@@�
#���@WO�

%���@N@�



Characterization of PAVS as Cathepsins L and B inhibitors 
 

@NP�

�)�+�$#
(
 /$#/�$F



�� ������ ���A����� ���� ������ �������� ���������� A��A��� ��� �A�� ������A��� ��A���A�� ������A�
��A��������%�����,G� ������������������������� ��� A��������A����F��������"@F�"C�����"DG�
���"@�����"C�A�������� A�������A�A���A������������� ���"D�A�������� ���������A���G�
&������A�������� A������������� A��CL����������� A��A����� A��A��� �����A��������%�����,�
��A����A�����A���A�G�
�
 �A���A�����F� ����� ����������� ��� ��A����� ������A���� ���� ��A��A��G�  �� ������F�
����������������A�����A�������%�������A�����G�
�
���������� A��� ���������������F�����A��A��������A� ������������A�������%� ������A������
����� �����F� "�#$RCLG�  ��� ������R����� ��� A��� ��R������A���� A���� ������A�A����
��������A����������A��������A��������A��������A��A�G�
�
��A�����F� ������A���� ��� �����A�� ���������� ���� ����� ��� �������� ��������G�  ����
�������������A������� A����!������A�������������� ��� ������A��������A��A����A������ ���
����������������G�
�
$����� ��A�������� %� ���� ,� ��� A���A�� ��� �����F� ���������� ��� A��� "�#$� ������ ���
����������������A������A�������������A����������A�����������G�













 




 

@NO�














 




 
 

@NW�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                       DISCUSSION 
�

�

�

�A�A����������������A��������A�A�����F�A����������(��A��������A��������������������A�����
������A��G��������A�����A����A�����'�������A���������F�7""� #F�"&"�����&�A��������%�����
,F� ������ ����A���A��� ���� �����G� (�����F� A��� �A�A������ ��������� ��� ����� ����� ����
�������AG�
�

 �� A��� ������ ��� A��� ��V����� ���������F� A��� �����A� ���������������� �������A�� A��� ����
����������A�������A�����A�����������A���������G�
�

�

�


 




 

@NN�














 




Discussion 

@NJ�

�)$
, ��

�

 �� ���� ��������� A��� ������ ��(��A���� ��� ������� A��� �������� ��� ���� ��A���� ���������G�
(�����F� A�������F��������������������AF���������������������� A����������A������� A���
��������������G�
�

$A�A���� ���� A������A������� ������� �������F� A��� ������A���������������� ��� ���� A��
��A����������A�����A������������������A�����������A����A���AG� ����A���������AA�����������
����A�����A������A����F������A�����������A������A������A���A�������������A�����A������A�
�A�� ����A�������X�� ����G�(�����F����A�������A���� A����F���������A������A���� ������A���
������������������A���A�A���G�
�

���A����������A���������A���������A���A�������A���G� ��A��������F�����A�������������������
��A� �� ���������� ������ A��� �����A����� �������A�G� �����F� �����A���A�� ��� A������������� ���
������� ������������������G���A�����F��������������������������������A�� ��� A���
�������������A�����A�����������������A������������G�
�

�������F�A���A������������A��A������������A��A�������AG� A��������A�����������A�����A���
����������A�F���A������A���������A����������������A�����������A�����������������������
�A������������'�A���������A������A�������AG�
���������������������������A������A����������������G�
�

�

�

�

�


 




Discussion 

@JL�

�$0
+��0$#�

�

 ��A������������������������F�A������������������A�������A�����A�������A��������AG�
���A� ���� ��� A�������A������ A�� �����G�  A� ��� �� ��������� A��A� ��� ������� A�� A��� �����A���
�A�A���G�$�������F������ A��� A������A������� ��� �����A��F� A��� A���A���� ��A���A����� A�����
����A�����G�  ������A�����������F����������A������������� ��������G� ���������A������� A���
�������A�� ���� ��� ������ ��� �������� ������A���� K�A��A��F� �!�������F� ��A���A�F�
�����������!�����������X����A���A�����A����������M������A�����������A�G�
��A�����F� ���� ��������� ������� ���� ��� �A�A��G� $����� A���� ��� ��� ��������� ���
�A�A�����F�A����������������������A������������������������A���A���AF������������A��A����
������A���G�(�����F� �������� �������A� ��� A����� ��� A���� �A��F� �������� �����A���� ��� A���
�A�A�����������������A��������������A�����A��������������A��A�������G�
&��������A���������F��A��A��������A����������A���A���������������F���������A�����������A�������
A�������A���������G�
 ���F� ���������������� A������� ���������������B� A�������AF� A��� A���AF� A����A�A����
����A���������A�G�������������A���������A�����A�����F�������������A�����A����������G�
�

�

 �������AB���������

 ��� ������������� A�� ������ ��� �� �A�A����� ��A����� ��� A��� ����� ��� �����A���A���� �� A���
����������A�����G�
�

(������	*���	��	���.�3��16	���&	��	�����E	

*��������A�����'�����A�������AF������A���������������A��������F����A�����!���A���A�����
���A��������������F���������AA��A����A����������A��������������F��������������������
��������G�&�������F� A�����(��A���� ��� A�������A�������AR��R����������������������A�F���
���������������������������A����[@��������X���G� �������������A��A�A������������������
A���G� ��� �!�����F� ���A� ��������A�� ���� ����A������ K �����AMF� ��������� ��� A���
A��A���A�������A��������G�  �� CL@@F� �A����A�A��� K%���A�MF� �� ������A���� �������� ����AF�
���� A������A�����F���A������ A�������� ��A�� ���������'���� K�������MF� ��� A��� A��A���A����
���������F� ������� ������� ���� ����'�������F� A��� ���� ��A�� A��� ������A� �������G�
 ������F� A������ ��A�� ������A� A��A� A��� A���RA�R����A� ��� ��A����� @P� ���� CL� ����F�  �
������ ��A� �����A� �� �������� �������� �A�� ���� A��A���A�� ��� ��������� ����� ������ ��� A���
�����AG� ��� �!���A���� A�� A���� ������ ��� A����� ��������� ����� A��� ��A���A� ������ ���
��������������A����������������������A��A���A�K������������A���������������A���MG�
�

&�� A��� ���A��F� ����������������������A��������������A����� ���������������������
A��������������AG� ���F� �����A���A���� ��� A���� ������������������A��������������������
����������� ���A�A�A����F�������������� A�������������������������� K����� A��A� A���A�
�����������MG�
(�����F�������������A�����������������������AA��A����������������G� �����������
�������������������������G����AF������������A�����������A����G�&���������������������
���A������ A���F����� ����� A���R�������A�������G�)������ �A����� A�!������A����� ��������
����A���� �������� A���������A��A���� ��� ���A���� �������G� $�����F������ ��� A�������AF�
�������� ������ ��� ������ A���� ��� �A��� ����G�  ���� ��� �������� A�������A� ��� �����F� ����
�����A�A���� ��� ������ ���!��A��AG� ���F������� A�����������F������������� ��!��G����� A���F�



Discussion 

@J@�

��A��A��������A���������������F���A�A�����(��A�����A�����������������������A���A�����F�
����������������������A��A���A������A���A�G�
 ���F� ���������A���������������F�������A����������������������A��������������A���������A�
�������������������A��G�
�

(������	*���	��	�-�����	��	����	������	

&��������������F�������������������A�������F������A���������R������������F���������
�� �����RA��A���AG�  ���� ������� ����A��A� ������� ��� A��� ����� ��� A��� ���� ����������
���A�G�  ���F� A��A���A� ��� ������� ��������� ��� �� ��������� ����� ���� ��������A�����
���������� �����A�� A�� ��� A��� ���A� A�� ����� A��� ����A� ���� �������� A���� �������G�
7����A�������������A��A�������A��������F������A�������������������������������A���A�G��
�

$�������A���������������������A���A�������A�����������������A��G� ���������!���������
�����F�������RA���A����������������A������!��������A��A���AG�
,�A� A�����������������A����������� A��A������ A������������ ����AA�������������������G�
,��A����� �����A����� ��� ���� ��� A���G�  �� CL@@� "��'�F� A��� ������ ��� A���� �����F� ������� A���
�����A���A���������A����A��������������A����������F�����������������������������A����
����A������A��A��A������������������A����A���G����A�����������A���������������F�A����
��� ���� A���A�� ���� A��� �7�� �����A��� �A������� ��� ����G� +���A������F� ��A����A���
����A������������A����A����������������������������!A��������������A��������A�����
�������G� ���F�  ��!���A� A��A� ��� A����������������F�������������� �����A����������������
��������������A�����������A��������A�A������������A�������A��A����G���A����A������������
���AR��������������A��������������������A���������������������G�
�

&����� A������������A�A���� ��� A��������F� � A����� A��A��!��&� ���
.#%,
.��� /$#0� ����������
����A���A������A�A��������(��A���������������������������A�A��A�����A����A����������
���������G�(�����F� �A���������������A���� ��� A��A� �A��V���������A��A�����������������
�����A��������A�����A����A�������������A�����������A��F���������A��A�A������������������
�������A���G���A�����F�������������!���A��� A����� ���G� ���F����A������� A��������
��A���A���� A�� �����A� ��� ��A����A��� ������m�)����� A��� ��A���� ������� ���A���� ��� ��A�
���������F���A�A������A��A��������������A��������G� �������R��������A�����������A���������
��V����� ��A����A��� ����A����� ���� ��� ����� A����A�A�F� ������A��� A��A� A��������� ��� �����
���� ����RA���A����������������������� A�������� ��� A��� ��A��G�,�����������V����� ���
A��������������A����A�������A���������������A�������A�����������������������A�����������
A��������������������������������A�������A�������A����A��������A�A��G�
��� A��A� �����F� �� �������� ������� ������ ��� ��A����A��� ���� ��������� ������ �����
��������A����A��������G�&������A���������* .$#��$H#��I
��!$
 �
&%��!$��F�����������������
������� ���� ������� ��������F� ���� �� ���� ����� ��(��A� ��� A��� ��������� ��� ����
��A����A�������������������A���� ��� A������������ �����G�+���A������F����������A��������
�����������������������������������������A������A����� �A���A�A��������AF�������� A��
����� A��� �������A� ����� ��� �!��A���G�,������F� ���������� ��A�A�������� ��� ����������� A��
�����A���������������������������������A�����������������������(��A���G�
���A��� �A�A���� ��� A�� ��������A����A�� ������� �����'�A����G�-������A���� ���� ���A�A�A���
��A�������������A������������������A����A���F���A������A����������������������������A���
���������������������A����F��������A�����������A��A������������������G� ���F����A����
�A�A�������������F�����������������A����������A���������A��������AG�



Discussion 

@JC�

 ���A���A�

 ���������A���F����������A������A�A���A����������������m� �������������A�A���A�������
����������� A�� �!��AF� A���� ��� ������� ����� ��� ������ ��� ������A���F� ���������A�� ����
�����A�A���G�
�

2�������	���&��	

*�������� A��� ���A������AF� �A� ������������ A���������������A��� A���AG�  A������� A��A� �A�����
����� ���������� ��A��������� A��A� �A��������A���� ������� ����������� �����A�� ��� �� ��A����
�������G�
 ���F�������A��� A���A�F� A��������������� ���������� �����������������A�������F������� A���
���������������A������������������������������A��G�
&�� A��� ���A��F� A�������� �����������A� ��� A����� A���A�� ��� A��A� A��� �����A�A�� ������
�����������A��A���A����������������A���G�
�

7��3��������	���&��	

 �� A���� ��� ��A� ������A��� A���A�� ��� A��� �����A���� ��� �A���F� �����A���� ��� A��� ��A����� ���
������ ��� �������� ���������� ��� �AG� "�������� �����A�� A�� ��� A����� ��A�� ������A� ��B�
�!�������F��A��A��F���������F�����A�A�X�F���A���R��A������A���A����F��������������
��A�������������A���G�
�

*�����A�A�� A����!�������F� ��A��������� A���A��������V��������R����A�A��������A�������
A������F�����������������������A���A����� ����A��� ��� A���&+$����������� A������� A���,,,G�

7����A�� A��A� ����������������������� A���������� A��������A�����F� ������A���� �V����
A�������������������AA��G� ������F�A�����A������������������������A���A��������������A��
���������������AF�����A���F��!A���������A���A�����������G�
�

$A��A�����������A���� ��������A��������A��A��R����������������G�,������F���A�� A��������
��������A�A��������A����F���A���A��������� ����A�����G� ���F���A���A�����������������A��
���������A���F��������������A������A��F�����������������G������A����������A�����F�A��������F�
���������A���G����A��A�������A�����������������������A�������A���A������A���G�
�

*���A��� A�� A���F� A������ ���A����������� �A��A��������������A������ A�����A���� ��������F�
��������� ���� A�� ��� A����� ��A�� ������AG�  �� ����� �����F� ������� �������A����F� ��� �����
�A��A���� ����������F� ��R�!��A� ��� �V��������G�  ���F� ���� ��������� ����� ����� A�� ���
����A���A������������������������A����������A�A�����������A�����A��A��G�
�

,������������A�������A���F��������������A���������������A���������A���������������A�����
A�������A��������A����A���A������A���G�����!�����F����������������A�A�������������A���
�������������A������A���������A��F��������������������A����A��A��R����������������G�
�

�������F��������A�������A���A���AF������������A�������������������A��������A����������
��������������A�������A���������������������A���A��G� ������A�������������A����������
A������������A�A���F��A��������������AA��������������������A�������������������G�
 ��A�������������������������A������A�������AF�����������A�����������������A�����������
�����������G�  A� ���������� A��������� ��� A�����������������A��������������� A�����A����A���



Discussion 

@JD�

������A�������A�����A����������A�������A������������������A���R��A������A���A����G����
�!�����F����������A��������A����������A��A�����A�������A���A�F���A������������F�A����������
��A���� �A��A������� ���������A��� ��������� A��� ��A���A������A�� ��A���G�  ���F� �����
�����A������������ ����������A��������RA������G�  �� A��������F������������������������� A���
��������������������A��A������A�������A��A���"" F������������������������������A��G�
�

2�������	��	���3��������	���&��	

 ��A������A����������������F�/���.��$.
��#,$��
�#$
��#
&$��$#
�)�!
! !H/���.��$.
 !$��
���A�������������������G� ������������������������������F������������������A��������
����������� A�� �����AG�,������F� �A�����A�������� A�� A����������� �����A������������� �A� �������
������� A��A� A���������������������� A�� A��A� ��A�������G�,�������� A��� ���A� A��A������A�
����������������������A���������A�A�������������A���������A�����������������F��������A���
�������A���������������������A��������������A���������������G�
 ������������A������R������A���A���A����A����������A�����A��A���A����A�������A������
��A���� �����A���G�  ������ A��� ������� ��� ������A���������� �������� A��� A���RA�R����AF�
������ A��� ���A� �������� �A� ����� ������� ����� �������F� ������� A�� ����� A��� ����� ����
�!�����������������������(��AG�
�

(��&&�*����)	

7�����A��!��A���A���A�����������������������������������Am�
 ������������A�������A���A�����������������������A�����(��A�������A������G� ��A�����������
��A�����F�A����������������������A�A�����A����A�������A�����������A�"" G��

�

 ��A����������������������A����A���������A���������AF��������������������A���R��A������A���
����A���A�����F��������������������A�������A������A������!���A���K��������AMG�"�������
��� A��� ��AA�� ��� �� ��A���������� A��� ��A����� A�� ������� ���������� A�� ��� ������A��� ��� ��
��������������G�
 �� A��� ������� ����F� A��� ������R�������� ��A�� ��� �� ����� ���� ���A� ������G� $����� �������
������������������A��������A�������"" F����������A��������A�����������������G�(�����F�
���������������� �����A�����A����������������������A������������������A��� A�����A����
�����A����G�
.����� A��� ���A����� ���������A����� A�� A����A��A���������A���A��������������������A�F� A���
�������������������������G���A���������������������������A�������������������������F��A�
������������ A��A���������� A���A����������������������� �A� ��� A���� A������� A�� A������R
��������������G� ��A��������F�* �$�%�$�
&� �I�!,
��������!���A������A�����A�����������
������A������������������ �A�����A��A����A������������������A������������������A���������
A�������G�
�

����������		

&����A�A���������������������A���A�������������A���F���A���A�������G�
&��A�������A���� A������������������A�A���G�  ��������������������� ������A��� ��� A���
�����A��� ��A����� ���� ���� ���������� A��� ��(��AF� �A����� ��� �� ����� A��A� A��� A���A� ���
������������ A������� ����A�� ������G�  �� A��� �����A���A���� ��� �A������A���F� A��� �����A�A����
������������� A�����������AF�A�����������(��A���������������������������������� ���



Discussion 

@JE�

A��������������������A��A����������������������A�F��A�������������G�,������F���������A�A���
���������������A����A����F��������A���A��������G�
 ��A���������$�)! � ,��
F���)��������������������������A���������������������G� A������
����������A�A��������������������������A�A��������������F���������A���A������A���G�
�

 �������A���������A���������A�A�������A��A�A�������������������������A���A��A��������R
��A��A� ������A��G� ����������� ��� A��� ����� ����� A��� �A��A��� ���� ��A� ����� �������A��F�
������A����$�*��A������������������������������G�
�

+���A������F� ������������A�����#,$�
F��) %�
� *+$���� !�A��A����������������������R��R
��A���� K)��MG�  �� �����A�A���� ��� �����A� ��A� ��� �� ���� �����F�  ������������ ��� �� ����
������A�����A�A���G� ������������A���������A�A�������A��A����A����������������������������
A����������������� �A����F� A������������ �������������A����� ���������� ��A���A������ �AF�
�����A��������������������������A�������������G�,�A������A������A���������������A���������
�� ������G�  ���� ��� A��� ����� ��� ��� 7""�  #� ������A�� �����G�.�� �������� A�� ����� ����
����A���A��� ���� ����A� �!A��A�G� 7����A�� ��� ������ ��� ��A���� ��������F� A��� ��A� ����
����A��A������ ����� ��A��A� A���� A��� ��A���� ����� ��� A�������AG�  ���F������� ��� ��������
�����A���� ��� ���A���� A����!��A���� A��A���A�m�.������A����'��� A��A� ������������A����
��A������������������� ���������������A�G�(�����F� A�����A���� ������������������A����
�����������'��� A��A� ����������7""�  #� ������A�� ��� A��������������������������������
����������G� ���F����������A������A�����(��AG��
�

 �� ������F�  � A����� �A� ��� A��� ���A� A���� A������� A�������)���$!,�!,
 �#$��F������ ����
������ ��� ��G�  A����� ������A� ��� �����A���� ��� A���� ��� ������ A��� ���A�� A�� ����� A���
����AF����������������������G�
����!�����F� ������������A����A��������A����������������A����"" ����"&"������A����A���G�
 A� ���� ����� ������A��� A��A� A����� ��A���A����� ��� A��� �����A��� ��� �����A����� ����� ���
"�������U���������F�����'��������������������������F���A�A���������A�����������������
A������������A�������AG�7����A��"&"������������A�����������A��������A���AF�A���������������
����A���������A����A���A������A���������A����G�
�

�

 ����A�A����

 �����V��F�������������A���A��A���A����A������������������F�����A����������������������
��� A��� A�������������A������ A���������������� �A�A���G�  �����F�������������� A���
��A������A��A�����������A������A���G�
�

���AF������������A�����V�������A����������A��G� ��A�������������A�����F���'���A����������
�������������A������A����G�(�����F�A���A�����V�����������������A�������A�������������
��� ������� �������F� ��� ����� ���A����� ��� ��A����A��� ��'����G�  ������A� A������� ��������
�����������������'�A���F�+)*F����A���������F�$"*����������)$G�
�

,����� ��� A��� �!�������� ��� A����� ����F�  � A����� A��A� $!?0*����
 ����0�� ��� ������ ��A�
���������!������A��A��A���A�����������������A�������A�����A������������������F���A������
�������� A��� ������A�������������G�&�� �����F� � *&�!��� !
 F��)
  �)$#
 �$�)!�2%$�� ���
������� ��� ���� A�� ����A���� A��� �!��A� �������� ��������� ��� A��� ��A���A���G�  � �����



Discussion 

@JP�

���A���������F������� �A� ��� A������A������A�� A�����V��� ��� A������(��A���F���A� ��� A��������
A��A���A�������A����'�A���������A���������F� ������������A��+)*�K���A�����A��������������
A���� PL� ,7�M� �� ������A���� ������A����G� -����� +)*� ��� ����A������� ��A���A�� ��� �����
��A����� ��F� �������������F���������������A����� ����������� A���G�*�������� ������A����
������A����F����������������F� ��!���A�A��A�A�����������������A�����������A�����A����������
������ ��A��G�  ���� ����� ��������� �!������A��� ���� ���� ������ A��� A���� ��� A��A���� ��
��������G� (�����F� ��� ����� ��A� ������� A��� ����A� ����� ��� ���� A�A����� ���� ���
�����A�A��������A�G��
�

*��������A��A���������������������F�A����������������A����F���A�A���A������������A���
�����A����������������A��G�
�

)����������!A��A��������������������������A�������������������A����������������F�
���A������� A���������������������G�,������F��������������A�� ��� ����F���A����������������
A�� ��� ���������G� (�����F� A��� ����A�����A���� ��� A��� ��A������������� ��� �� ��������A� ����
A������� A���� ���� A���� ����A� ��� ������� ��� ��A��A���� A��� �" � K��A���� ��������A�����
��������AM�����������������A��AG� ���������������A������������������������AG�����!�����F�
A�������������������������A��C�A�������7""� #�������A�F�������A����������A�������A��A���
����A��S����������������A�T�������B��������A����AA���A�����������������A�������A��A������
A��A��A���������������A��������!���A��F�����������A���������G�
���AF� ��� ���������� ��� A��� ��A��A� �!��A�� ������F� ��� ����������� ��� ���������� A�� ��A� ��� ��
��A���� A���AF���A� A�������������������������������A��� A�� A�������������� A��� A���AF� �A�
�����A������A��A��G� ���F����������������A��A�A�����A�������A���������������A������A����
A���AG� ���������F�A���������������������������������������A���A�����������R������
������������A���F�����7""� #������������A���A���A���������A��G�
$�������F�A������������������A�����A������A���������������A����������F�����������A����
���A���������A���A������A�A����������A����A��A�������A��A�������������������AG� �����AF�A���7""�

 #� ������A����� ����A����������������������������A��� A��������αR������������ ������A�F�
��������A��A�7""� #�����A���A����������A�A����������A���A�����A�����������G�
�

&������A����� ������A�� ��� ������� ����� ��A������ ���������� ��� �����A�� ���������� ���
�����G�  �� A���� ����F� ��������� ������ ��� �����A��� ���������� ��� A��� ����A���� ��� A���
��A����� �������� ����A��� ��� A��� ��A���� ��A�� ���G�  �������� ��������A���� ��� A��� ����A���
��������������� A��A� ����!�����G�  �� A�������������A�������F�����A�� EF� A��� ��������������
�������� �� ��A��A� ��������F� ��A� �A� ��������� A�� �������� ���A����� ��A����� ������A��G�
7�����A��������������������������A������A���������������������������������F���A�A���
�������A����������������F��������������������������A�A��������������������G�
�

( $����������������A�������������A������A���A������������A������A��A�����V������������
�"G�+�������� �������������A���'��F���A�����������������AA������������������A���G�
 ���F����������A� �����A�����F� �A� ������� ������� A����������� ����G� ����������������A���� ���
���A��� A�� A��� ��������A��G�.����� ��� A������AF�����A���������� ��� �������� A���V���A�A�F�
���� �A� �������A��� A���������A���� A���V����A�G�(�����F����������������� A�� �����������
������� ��������� ���� ����A��� A�� A��� ������ ��������� �����G�  ���F� ��� ����A� ��� ������
������A������A�������������A�������A����S��������������TG�+���������������A����������
���������A��������������A��A�����������A�����A��G�
�



Discussion 

@JO�

,��������A��AF������������(��A���������A�A������A�A��F� ������������A����
�!
� *&�!��� !

F��)
 ��� ��� A��� ����A�����A���������A�������A�G�7����A��� �A� �����������������A��������AF�
( $� ��� ���������� A�����V��� �����A� ����A�����A���G�  ����������� ����A��A���� A�����A����F�
����� A��� ������� ��� A��� ��A���� ��A�� ���� ����� ����A�A�A��� ��� ���A��� ���F� ��A���A�
��A�������A�����A������A��A��G� ���F�����������A����A��A����A�����A��A�����A������A����A�
���� ��� ������A�� ��� A���� �����A������� ��A� ��� ����A�����G�,������F�  ������� ���� ��'���A���
��������������A���������A�����A�������A�����������A��F����������������A��DG�����������
A�����A�A����������������A��A�"&"� ������A����������� �����G���A�����F�������������
��'���A���������F���������������A���������������������������A�����G� A����A������A��!������
��� �� ��������� ������A���� ��� "&"� ���� ������A�� A��� �������� ��� ��F� ��A��� ���� �������F�
�����A���� ��A�G�  ������ ��A�� ������A� A��A� ���A�������� ��� "&"� ��A�����A��� �����A����� ���
���������A�����A������"" F�A������A���������������������A�������A���A����G�
 ����A���A���� ��� A���� ����A���� ����� ������ ����� A�� ��A��A� ���� �����A���� ����� ��� A���
A��A���A� ��� "�������U�� �������F� ������� �������� �� ����'�������G� ��� A��A� �����F�  �
���������A�������A��A������(��AG�
�

�

 ���������A�B���A�A�������

 �����AF� ��� �A��������A�����������������F����� ��������� A�� ������� �����A����F� �����A���A�F�
����������������A���F�������	�������A�������������A�G��
 ��A�����A�A������F���������A��������A�����������������A������A�����������A������������G�
 ���F� ��� A���� �� ������ A�� ������� ��� A���� ������m�&��������F� ����� A���A� ��� �� ������A����
�������A�������A�������A���F�������A�����A��������������A���������������������������G�
 ��������A��������A����'�F����������A�F�����A��������A�������������A�����F�������������
������A����K��A���R��A������AMG�
 ��A�����A������������������A�����A���A����A���A��A���A��������������������F� ����������
����*���
 #,�!��
* �$�%�$����A�������#$/$#��&�$
�!)�&�� #�G�*���������A������������A�F����
��� ��$#��
 ���$�� ��� �����AF� A���� ������A� ��������� ��A���A�� ��A�� �����A� A�� ���A���
��A�����F��������������������A���A�G�
�

&��������������������������A��������������A��A����������A���F������������A����K",M����
�������B�A�����������A����������A����������A������������������A����K�7)� MG�
���AF� �������� �������A�A���F� ������ �������F�  #��
 .#%,�� ��� ��AA�� �����A��� ��� A���
�����A��A������A��������A��A���A�G� ���F��A���������A��A�A����������A�����A�����������
�����A���F�����������������A��A�����A��A���������G�
��� A��� ������A���� ��� A��� ������A�������F�  ������� ������ "EPL� ��A������� �������
������ A���� ��� ������� ��A� �������� ��	 �����	 ������G�  ��� ����A�� ���� A��� ������A���� ���
�A�����������������A�����A����������A����A���$�*��A�����F�����������������������������G�
��� �� ����AF� �$�$���/$� ���� &� �/����&�$� ����� ��� ��A�����G� (������ ��� A���� ������F�
��A������������A��������AG�+���A������F�A��������V�����������A�������A����F������A���A��
��������������������A����A��A��������A��������������������G��
�

�

 ���������A�B������A������

 ������ A��������������F� A��� ��	����	��A���A������� ��������� A�������������F��������������
A��A����A�������������������K"7MG���A���A�F�����������A�F�A������A��������������A�������



Discussion 

@JW�

������A���A����������������A�����������������������A��������������A�G� ����������������
A����� �������������������������A�������������A�F������� ������� ��A��A���G�7��� A�� A�����
����A���A�F���������������������A�����A��G�
(�����F���	������!������A�������������������������A������������������������F���������
����'������������'�����U���������F�������������������A������A����������A�������A�
����A������������A��������������A���G�
 ��������������������������F��A���������������A��A��A�������������������������������G�(�����F�
�A��������A�����������!���A�������A�G�
��� A��A� ������F� A���� ��� ��A������ ������ A��� ����� �V������A�� ��� ����������� ���� �A��
�A���A�����A������������������������A�������G�
+���A������F� �A� ��� �������A��� �A��� A��A� ���� ����� ����� ��������� ������A���� ����A� A���
������������F��������������������������A���A���F���A����������������A���G�
 ���F������������A����A��A������A������������������������������A����A������������A����
��A��AF������A�����������������������A�����A����A���AG�
�

�

� �



Discussion 

@JN�

����%��� !
 /$#/�$F

�

�

 �����������������A��������������A�����A������������G�
�

�

7""� #F�"&"�����A�������m�
�

,��������A����!����������V�����������A��������A��A���F���������!�������������F�����
A��� A�������������������(��A�� ���A��� �������  ������� ���A����� A�����(��A����"&"�
������A���K����A��DMG�
�

���A�������F���AA��������A�A�����!��A��������������A������������"&"�������A��G�7����A��A����
�������F��������� A��� �������������A��������������� �������A��������A�� ��� A������A����G�
,������F� A���� ��� ��� "&"� ������A�� ����A���� ��� ��������� ������� A�� ��� ����� ��A����
�����A���A���G� ������F����A�������A�������������������A��AF������A���F�����������A�����"&"�
������A�F��A���������������)�����������G� ���F������������������!���A��G�
$�������F�A������������A��A��������������A�����������"&"�����A���A��������������������
A���� ��� ������A���F� A������ ��� �����A���� ��A�G�  ���� �������� ��� ��������� ��� "" F�������
������A�����(��A������������A���A���F�������A������A�A��A�"&"�������������A��������A���
A�����A��������A�����A������"" G� ���F�A�����������������������A��A����A������A������
A���A��A���A�����������������F�����'������������"�������U���������G�
 �����F����A�����������A����F������A����A�����������RA���A�����F������A������V����A�������A�F�
��A���A� ���� ������G� ,������F� ��� A��� ����� ��� "�������U�� �������F� A���� ��� ��� �������� ���
���(��A�� ��� A��� ���� �������A�G�.�A�� A��� ���� �����!����� ���� ��� ���������� ����A���F�
��A���A�������R���A��������A������������������A���A�����A�����������A����������A���F�
���A��������������������A���A���G� ���F�����A����"&"�������A������������G�
�

(�����F�A���������������A����G�
���AF�"&"������A������R������A���A���AG�&�������������A�A��A�����A������������������
������F� ��A� A���� ���� ����� ��� ��A����� ����A� ��� ���� A�� ������ A���� ��(��A���F���A���A�
����A���� ����A�G� ���F� �A� ��������� A��A� ��� ���AF�"&"� �����A� ������������ A���AG�(�����F�  �
A����� A��A� A���� ������ ��� ���A��� ��A���G� ���� �A������ �������� ��A��� ���� ����� �����
�����A�A����"&"�������A��F������A����������������A�A���A��A�A����������A��������������
����������������������A���	�����G� �����A����'���A��A�A��������������������������A����A��A����
�����A���� A��� ������A����� ������������ ������ �� �������A� �����A������ A��A��� ��	 ����G�&��
�����F�A����������������������A���F���A��A������A����������A��A�����A��A������A������A������
��������� ���"" G�)�������A�������������A����� ����� A����A��A�"" ������A��F� A��A�����F� ���
A��F������������������������A����A������A��������A����G�
 A� ��F� ������F�����������������(��AF���A���A� ����������G����  ����A�����������F�����������
����� A���A�������������A���������� �A� ��� A���� A������� ������������� ���������������A�
A���A�G� ��A��������F�"&"������A�A������A�������������G�
$��������������A����������A���A����A�����A��������A�G��������������������������������
A��� ( $F� A���� ��� ������� ���A��� ��� A��� �����������F� ���� ��A��A���� ��� ��� �A�� ����
K���������MG� $���� ��� �A���� ����� ��A��AF����������� ����� ��� A�� �������A�� A��� ��A��A�
������ ������� A����A�����������������A�� ��� A������������� ������A��������A����G�  ��
A�����A��A�����!����F�A����������������A�����������������F������A�������A������������



Discussion 

@JJ�

�������� A����������������� �����G�"�A��A����������������!A���� A�� A����������� ��� A���
�����A�������������������������A�����A��AG� ���F�����A�������A��A��!A������������������
����������'����A����������������A�������������A�����������������A��A��m� ���A���
����F���A��A�������A�����������������������G�
������ ��������A���� ��� ���A��� A�� A�!���A�� ������G�  ��� ��A� ���� ������� A����� A��A�F� ��A�
��������A���� ��� �A� ������ ��� ��������� ��� ���� A�� �������� ��A����� ���� ����� ��A��
�����A���A��������G� ���F����������A��������������A����RA�!����������m� ������A�A��A�A�!���A��
����������A��A������������A������A������������������A���A�����A���������G�
�

(�����F���A��������A����������������������� A������������"&"� ������A��F� � A����� �A� �����
������������������������������A���A�G�
�

�

+�����(��A������A������������������
�

 �� �����A���A�A���������(��AF� ������������A����A����������A��������������������A�������G�
 � ����� �A� ��� ����� ��������� ����� ��A�� ���������� ��������A���F� ��A� ��� ���A������ �����F�
�������A������A�����������(��A�������������A���������G�
 ����A���A�������������������A�����������������������������������A�����������A��������
����������A���A����������� A����!�������� A������������ ��������� A��� ���A�����������
��������� ���A���� �����G� ��� ������A��� �����F�  � ���������� �������� A��A� ��� �����
�!�������� ��� �������� ��� ���A����� ���A����F���A�� ������ ��A����� ���� ������ ��� A���
������ ����G�+�A� ����� A��� A���A������� ��� ����F� ��A� ����� A��������� ������������ �����F�
�������A����A��������������A���A�G�.�������A���������������A��AF�����������A������F�
����������� A������A�� ����������� A�������A���A������������A��A���A����A��G�7����������
��F�A������������RA��A���AF������AR�������������������AG�
�

 ���F� �� ���A����� ��A����� ������� ��� ����A������ ��� �� A���AG� "�A����A��� ��'����� ���
�!������� �������� ���A����� �������F� ���� ��� ��������� ������������ ����� ��� �����A���F�
���A�� ���� �������A���G�  ���F� ������A��� ��� A����� ��A������ ��� ��������� ��A����A���G�
��A�����F� A���� ��� ���� ���A���� ��A����� ����A���A��� ���A��� ��� A��� ������������
������������ A�������� ������� A�������AG� ������ ��A�� ������A� A��A� ���� ����������'���
��A����A����A���A���A��������A����������������A�����������A��������������A�����F���A�����
������A��������������A�������)��F��������������������A���A�G�
)�����F�A������A�A��A�A����A�������������������A�����������A�����A������A����������A���F�
A��������������A�����A����A�����������A��G�
�

 �� A����������������������� �A����F�  ���������� ���( $� ������� A�� ������������������F�
������ ��� A��� ��A����� ��� A��� A�����V��G� ��� �������A�� "&"F� �� ��������� ��� ������ PLLL�
���������� �������� WD� ��A�F� C� ��� A���� ��A�� ����� ��A���A�G� .��A� ��� A��� ������ ��'�� ���
��������m� )����� ����� ���� ��A��A� ���������� ���� �����G�  �� A��� ��A������ ����� ���
��A����A���F��������������������������������A���������A� A����������F���A� A���� �����A����
A������������A��������������F����������A�����������A���������A��A�����A����������������A��
���������A�A�����A�����G�
���A��������A�������������F� �����������������������������������F���A� ���������A��(��A�
���A����G� ��A�����A�����������F�����������������������������A�A����A�������A��������
A�����������G�+���A������F���A�������������������������A���A��A�������A�������������



Discussion 

CLL�

 � �!���A� A�� ���� A��� ������A�� ��� A��� ��A��� ����G�  ���F� ������ ���� ��������� ����
����������A� ��� ����� ��������F� �A� ���� ��� A��A� ������ A��� A���� ��� ��A����A��� �����F�
���A����� �A�A� A����� �����A������ A��� A�A���A����� A��� �������� �������A�� �������� ��� A���
A��A���A����������A�������������G�
�

 �� A��� �������������A��������������A���A����� A�����AF������A�A������ A�����������������G�  �
�!���A� A��A� A��� ���� ����� �����A��� A���A��� ��A�� A��� ������ �����A���� ����� ���
�������A��������������������AA����	�������������A�A�������A�����A���X�������������������AG�
�

 �������A�A������ A���������� A��������������� A���!������A�����A����� ��� A������������
����F�  � ������ ���� ��	 ���������A����� ��A� ����� ��� ��A� A�� ����� ������� ��A� ����� ��� A���
�������� �A��F� A��� ��A� ��������G� #�A���� ��������� ������ ��� A��� ����������� ��� ( $�
��A���A� A��� ����� ��� ���������F� �������� A���� ���� ���AG�,�A����������F� �!������A���
��A���������������A�������A�A���������A�����������������G�
�

7�����A���",�����"7��A�����F� �����������A������A���A������A��A�����A�������������������
��A������� �A������� ��� ����A�� ���� �����A���A�� ��� ���A���������A������ ������A����A���
��'������������������A�����A����G�
�

 � A����� A��A� ��� ����� �������� A���� ��� �� ����� ��A����� A�� ����� A��� ���� �� A��� �������
A��A���AG�&�����������������A�A�������A���������������������������������A�����A����AF�
��������!�����������A��������A������A��������G�$�F������A�����A����������A����G�
,�A� ���� ��������� ��� �� ��������� ��� ����F� A��A� �����A��� ����� �������� ��� A��� ���A�
������������!������F���A��V���������� �����A���A� ������������G�  A� ������������������F���A�
��A�����������������������������A�����A���G�
 ���F���������A�������A�A������A��AA��A���������A���AA��A������A��F���A��A�A��������A���F���
��(��A���A�������������������G�
�

�


 




Discussion 

CL@�

�# + �$.
��)$*$
� #
+# �$��$J�
�!)�&�� #
.#%,
.��� /$#0


�

$A�A������ ��������� ��� ���� ��������� ���� ��� A����� ��� �������A� ����A�G�+�!AF� A���� ��� ��
������A��� ����� ��� A��� ������F���A�� A��� V���A����� A��A� ����� A�� ��� �������� ���������
�����A�����������A��G� A�����A���������A�����A�A��A�������A��������F�A������������������A��A��F�
������������������������A�����V�����������A���G�
�

�

&&�%�
,����������������A�A��A�������Am�
�

7 $��$��
*���A���A������������A�A���F�����A���'�F����������G����A����������G�
�

 �*&� �$�%�&  &+�
@M�&�������������A���G�

•  ���AB�
�!��������
$A��A���
7��������
$���A�A�X��
"" �

)��������������A����K"�A����M�
*�����A����

•  �����A���B�
"�������������������

• &�(��A�������A����������A���A���AB�
 �����A���A����A�����A���A��
7����A�"" �

CM�������������A���A�����������A���A��
&���������������A�����A���A���A���G���������������A��A����������A���

DM�$����A�A���A��������������A�������F�����������A�A����������������A���A����
�

7 $&&#�*/�&����"& �+ �(  �
@M�$����A���A�����V��B�

• ��'���A����������

• ������������"����'�A���B��V������A�������������������G�

• +������)����A���*��������B�����������A�����V�������������G�

• $������"�������*��������B���!�A�������A�����A����A��A��������A�����V����G�

• &��A���������B� ������ ��A����� ���A����������� �����A����� ����� A�� ���
��A��������G� A������������������A��A����������������A��A����������A���G�

• )��������A���A�B�����������������������������������A��G�
�

�

�

�



Discussion 

CLC�

CM�$����A�A�����������������A�������A����A���������G��
� 7�����������A�������������������R�!��A����A���A�������A���G�

• *�V������A��A����������A���B�
&������A�����������A��
������AR���������������
#�A�������������

• +���V������A��A�������������B�
+�A�����������
( $�
������AR���������������
%�����R��������A�������������

DM�"�����A����!������A�������!���A�����������A������A��
� ����A����������������������A�������������������A���!��A���������A�A��G�
EM�$A����������A��������A�������A�����A�B�

• *���������A��

• ����A��������������A�������

• )�������������A����

• 7����������A�������A��A���������A����������A��
�

&, � + +&�&����%��7�
,���������A�������A����F������A���A����������������������A�������A���������G�
��� ��A����� �A�A���� ��� A�� ������ �� $�*� �A���� ��� ����������A�� A��� �7)� � ����A����
���������AG�
�

"�A��������������A���A��
�

�7)� �����A����
�

��

&����A�A��������A����� $��A��A�����A����� ��	�����	������	
�� �� �� 		

7���������������A����� $��A����'�������A����� �������A�A���B�
*��������������K��A����M�  ��A������A����� ���$A�����A���������
"��������������A�����  ��A���������A���A�� 7��A���A���B�
 A��A������������ "��������������A����� ���&���RC��������
��  A��A�������A������ ���,,,���	�����	�������
��������A���A�B� )�A�������B�
7���������A��������� ���"EPL���A�������
���A�����'�����  �!���A�B�
�� ���&�����������A���������
�

�

&, � + +&�&����7*-&�
&������A���������A�������������A�!���A������������������	�����������G�
�

�








 




 
 

CLD�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                     CONCLUSIONS 
�

�

�

�

�

�

�


 




 

CLE�














 




Conclusions 

CLP�

&�(��A����@B� ���!�����7""� #��������������+)*��A�����
�

@G� (�����7""� #�����������������������$4+#$��$.
�!
�!�$��
�$���F�������A��������������
A�����V��G� $�����������A��� ���������� �����A� ����� ����F�7""�  #� ����A��AF� �����A����
�A��������������A����A�����������������A���'��G�
7""� #��������A���������������AR��� ������� A����A����������A���G�"��A�����������
����������������������"%&�������������������G�
�������F�7""� #���������������A��'�������������������A������A����G�

�

CG�  �����A��������������������������������A���,�0� �0���� !
+���$#!��A�������A���)����
$���A���A�� ������A�� ���  *,� ,�������G� -���A���A���F� �!������A�� ����� �����
������������G�

�

DG� ���$�$���/$
��&$��!,
*$�) . � ,0������������A������������7""� #F�������A�������@D&R
�������������)�A����������A���������G�
%�������7""�  #�����������A���������+������)����A���*��������������� A�������9H
������!������AG����������AF�����������A���@E���A����������������������������A��A���
���A���+)*�����A�G�
���������A���������������������A�R����A�����A�������������������AA���A��F���A�����
�����A�����������G�
�

EG� +)*� �A�������7""�  #� ��� A���+#$�$!�$
  �
 �!)�&�� #������������������G�����!A��
�����������������A��������A�������A�����A�������A��A���������A��G�

�

�

&�(��A����CB� ����������7""� #�������A�������������������
�

@G� ��������A�����������A���!A��A���������� A��A��G� ��������� �������������A������������A�
�����B� ������� ��A������A��� ����A�F� ����A�� ���� A��� A���A������ &���������������F�
,�'����������A������)���A�����������A�B����� A����������A���F� A������A����������
�!A��A����������� A�� A����A���������!A��A���� A�������A��������	
�������� K�"RDMG�
��� A��A� �����F� �A� ���� ����� �����A��� ��� ��A��� ��������G��!A��A� ���A����A���� ����
����������������A���������������� A���7""� #� ������A���K�"RDR�������"RDR�M���A��

 &PL��������������A�7""� #����@@P�μ)�����DEL�μ)F������A�����G�
�

CG�  ��� 7""�  #� ������A�������������� ��� ��������� �"RDR�� ���� ����� �����A��'��� ���
��'���A��� ��������G�  A� ��� ��������� ��� �� #$/$#��&�$
 �!)�&�� #
 F��)
 �
 +�#�& ���

&$)�/� %#���A����,�����������@PN�μ)�K���A��������A�A������A�MG�

�

DG� ��� +)*� �A���� ��� 7""�  #� ������A��� ��� �"RDR�� ���� ����� ����G�  ��� �!A�� �������
�������'��� ��� A������A����!������A�� ��������A�� @�������A�������������� ��� A����
����G���� ����A������ ��� A���� ���������� ��� A��A� A��� �!A�� ������� ��� �����A���A��� ���
�����A�A���� ������A���F� ��A� ���������� ��� ������!� ������A���� A���F� ����� ��� A���
���������������A�����������������"RDR�G�

�

�

�



Conclusions 

CLO�

�

&�(��A����DB� ����������"&"�������A������(���� �������A�$��������
�

@G� ��������������"����'�A���������������������AR������A�������A�����A�������"&"���A���R
��A��������G�"�������������������������������������������A�A����"&"�������A��K0""M�
����A�������������������������������������B�����!���������������� �)*�G�,�A��
������������������������A���������������"&"�����������( $G�
��A�A��������!�����������A��EFPLL����RA�!�����������������������A��A��G� �������������
�7�R���������������������������A��A���������������������������������A����G��
7�A������( $���������� A��������� ��A������������� ������A����K'R����MG�D'
)����
���������������A�������������A�������������'R���������A�����"&"�������G�

�

CG� (�A������������ ����A���� ��A�� @O� ��������F� ���� ������A�A�������� ������������ A����
����� ����� �����A��� ��� ������ ��� �������� ��������� ���� �"� ����A�G� DW� ������A�A����
�������������������� �������� ������A�"&"� ��A���A�G���/$
 * �$�%�$������� ������A���
"&"���A���������A�������A��A����NLQG�

�

DG��  ����� ����� ���������F� A���A��� ��A�� A��� ���� ��A�� ���A� �������� ����F� ����� �����
�����A������A��� &PL��������������A���G�&��������������������������A���F 
,# %+�F���
����,F�������������� A��� ��������� A���  &PL� ����G��������������F� A������A���A��A�
�����������������������A��������A�����������A�����������G�)��������( $RED�K�����

��������A�A���F� &PL�c�Oμ)M������������������������ *+$����/$
���
 �!)�&�� #���A��
��,�����������D�μ)G�&��A������A��F����������( $RWP�K�����,�������A�A���F� &PL�c�

Dμ)M���������������A��'��������+�#�& ���
���
 �!)�&�� #F���A����,�����������@GP�μ)�
K���A��������A�A������A�MG�
( $RWP����A������A����A���"&"����������������A�G�

�

� �



Conclusions 

CLW�

&�(��A���� EB�  �� ����A���� ��A�������� %� ���� ,� ������A��� ���� �� �������A����� ������A��
������
�

@G� ���������������A�����������������A������������������������������������������A��A���
������A���A��������%�����,���A���A�G����������AF�����A��A���A�������%�������A��K"�#$R
CLM���A����� &PL�c�CGO��)�������������������G�

�

CG�  ���������A�����������������"�#$RCL���������������A��'�����������������'���A���
������G� A������������������������������AF�����������������A����A��,�����c�CL��)�����
�C���c�@N@GECL��R@�)R@G�

�

DG� �������F� ����������� ��� ��A����� ������A���� ��� A��� ������ ���������� ����� �����
�!������������������� ��������G�  A������������������ A��A� ��A�������%����� �������
�%&���$
��G
.$��*��$.
&0
#$��.%$�
��!
>>
�!.
��!
"�G� ���F�������������A��������
������ ���"CF���������"�#$R@J�K &PLX��A%�n�@LD��)M������A� ��A� ��� A���������G�&�� A���
���A��F� "�#$RCL� K &PLX��A%� c� CGO� �)MF� ��A�� �� ����� ������ ����A�A���A� ��� "CF� ��A��
�����A��G� A�����������������A��A��� A��A����)$+��!
�
 �%&���$�
 �#$
 �*���$#� A���� A���
����������A�������%F��������A�������������A������A�����������������A���F��!���������
A�������������A�������A������������������G�

�
�



 




 

CLN�
















 




 
 

CLJ�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                       MATHERIALS AND METHODS 
�

�

�

�

�

�


 




 

C@L�








 




Matherials and methods 

C@@�

Chapter 1. DPP IV Labeling methodology 
and the interaction with its inhibitors 
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- @L!,�����)K*����MB�P�j%��
- (C&B�CL�j%�

K �A���#������c�PL�j%M�
 ����������������������A����A� �c�DWa&�������A�c�C��
�

����A,��� �& R&����� �����A�����A�� ��A  � ���� 3�� � ��A��A���� ��'����� ��� A��� �A���� A��
��������������A�������G�&�����������������������������������B�

- ����A,����& R&B�CL�j%�
- ��A  �K*����MB�CGP�j%�
- @L!,������K*����MB�P�j%��
- (C&B�CCGP�j%�

K �A���#������c�PL�j%M�
 ����������������������A����A� �c�DWa&�������A�c�C��
 ��������A���������A����� A��������������A�� A��� S ����A� )�&�3�"&*�7+������&���,����
"������A����,�AT�����&��(���A����G� ����������������PL�j%X�����������A�����G�*���A�
��A�F�A����������7+�������A����������������AG�

- %���������A,����& R&B�PL�j%�
- 3�� �K*����MB�OGCP�j%�
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- @L!,�����(K*����MB�@CGP�j%��
- (C&B�POGCP�j%�

K �A���#������c�@CP�j%M�
����A,��� �& R&� ��A�� ��������� ����� ���� �������� ��� ��� ������� ���� ���� ��AA���� A���
����������������G�
����������B�PL��%����@Q����������� ���,�����`�E�j%��A�������,�����G�

- )�����K7+��)��������.����A�)����   �KLG@CRC@GC����M�����*����MB�E�j%�`�@�
j%�O!%�������,����G�

- %���������A,����& R&���A���������������B�@CP�j%�`�CP�j%����O!%�������,�����
- #�c�NL�#�A�p�PL�����

,�����������������A��A��������A�������A,����& R&�KENO@���M������!������������������
������A���S ����A� )�&�3�"&*�7+������&���,����"������A����,�AT�����&��(���A����G�

�

 � �$�$�	(��	�2	&�	��&�����	����	�"������	$!(37	���	�"������	$!(3�	

&�����A�A���� ��� 7""�  #� ����� ���� ������ ����A,��U������ ��A���A��� ��� �������� �� ������
�����A�����������������G�
����������B�PL��%����@Q����������� ���,�����`�E�j%��A�������,�����G�

- )����� K7+��)��������.����A�)����    � KLG@CRC@GC����M� ����7+��)��������
.����� )���� #   � K@JR@@@E� ��M� ���� *����MB� E� j%� ��� ����� ����� `� @� j%�
O!%�������,����G�

- $������B�P�j%�`�@�j%����O!%�������,�����
- #�c�NL�#�A�p�PL�����

7""�  #� ����� ������A�� ���� ������A�A��� ��� $����R#��� ��A��� ����G�  ���F� ����A����
���A��������������������A������A����������������G� ��A����A���F��A����������B�

- C!*�����%���A����,����F� E�7+��%�����B�P�j%�
- %���������A,����& R+�������A,����& �R&B�P�j%����@XPL�����A����
-  E�%������K@-Xj�M�K*����MB�@�j���
- ,�����@L!�K*����MB�@�d���
- (C&B�D�j%�

K �A���#������c�@L�j%M�
 �����A���A� �c�Ea&����A�c�&X+G�
�

 ���F�3%R&���� ������ K������A� �����������M����� A�����������A�� A��� ����A��������A�G�
������������A�������A���F���@E��%���R���A���A�����������������A��A������������B�

- 3%R&����������B�@LL�j%�
- \R�����A��A�����B�E�j%�

 �������������������� ������A������ ���� ��� A�c�@L����F��������������C�������� �����R
��������G�
��A��A��AF�A�������A���B�

- %���A��������AB�@L�j%�
 ��������������������������A�������������A�c�DL����G���A��A��AF��������������AR��������
�A� �c�ECa&����Ac�DL��F�����A���F�������A�������������A�c�C����G�
*���A���A�F�JLL�j%��������%,�����������A�������A���F���������������������A����A� �c�
DWa&������� A� c� @����G�+�!AF� CLL� j%� ��� ����� A��������A��������A��� ��A� ���%,�����
���A������������A�����A��PL�j�X�%�������������G�
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+�!A����F����A��������������������������G�������������A��AF�@C���R���A���A��������@P�
�%����� ���������A�� D��%� %,� ���A���� ���������A�����A�� PL� j�X�%� ������������G�
 ���F������R���A������� A��������� �������A�����A��������� ����������A�� ��������G� �����
����������A� �c�DWa&������� A�c�@����������A��A����A�A�������CPL���G�*���A���A�F� A���
����������������������A��A���S ����A� )���������"���)����$����,�AT�K&��(���A����MG����
�����������F�PL�j%���������A�������A�����G�
�
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@GCG@G�,�����������A����

�

��� ����� ����A��AF� @LL� j%� ��� )�3� ����������� q� 7(@L,�� )� �����A��A� ������ ����
���V��A����������R���A���A���G� ���F�P�j%����7""� #R����A,����& R+���7""� #R����A,���
�& R&� ���� ������ A�� A��� ��������� A���G� $������� ���� ��!��� ��� �����R��������� ����
������A����������������A�c�DL����G�
*���A� ��A�F� ���������� ���AR�������� �A�  � c� ECa&� ������ EP� �������G� +�!AF� A���������
�����������������C�����A��G��������F�JLL�j%����$&&������������������������������������
�A� �c�DWa&�������A�c�E����G�
��A�� A��AF� @LL� j%������ @B@LL�����A������� A��� ����� ���A��F��������A������%,��������A���
���������A�����A��PL�j�X�%����������F�@L�j�X�%����A������F�PL�j�X�%�3R&�������LGC�
�)� " &G�"��A���K������������7""� #�����A��AM�����������A����A� �c�DWa&�&X+G�
�

+�!A����F����A���������������������A����������G�������������A��AF�N���R���A���A�����
���@P��%��������������A��C��%�%,����A�������������A�����A��PL�j�X�%�����������
����W�j�X�%����A������G� ���F������R���A�������A����������������A�����A����������������
���A����������G� ���������������A� �c�DWa&�������A�c�&X+���������A��A����A�A�������CPL�
��G�
&��A����������������F�A����������������������������������R��������A���G�
���AF� ����������������A��F�@��%��������A���������������������A�@EF�LLL��������� Ac�@�
���G� �����A�����������A������A�����A������������A��G�$�����A��A����������������DLL�
j%����$���A����  � K@P�)� ��R(&�F�@L��)��7 �F�@LL�j�X�%�*+�����F��(�NGL� R����������
���A�R�A����'��RM� ���� ������ A�� ����� A���G�  ����� ���� ��A�!��� ��A��� �����A� ����
����������G�+�!AF�DLL�j%����$���A����  �KLGC+�+�&(F�@Q�$7$�Y��������������A�R�A����'��R
M� ���� ������ A�� ����� ��������G� *���A� ��A�F� A����� �����!��� ��� ����A���� @L� A����G�
$�����������������A����A�GAG�������A�c�P����G�
+�!AF� DLL� j%� ��� D�)� "�A������� ���A�A�� �(� c� PGPF����� ������ ������� ���� A���������
����A���@L�A����G���������������A����������A�������������A�c�@L����G�
��A��A��AF�A������������A��������A�@ELLL������A�c�@L����G�)���A���F���������������F����
��������� ���A������� NLL� j%� ��� ��������������� ������G�  ��� ������A��A����� A����
A��������A��A���������������������������A�������������A���@L�A���������������A���
����������A�c�@L����G�����������A��AF������������������A��������A�@ELLL��������A�c�@P�
���G�$�����A��A������������������PLL�j%�����A���������������� A������������AG� �����
���� ����A��� ��A��� ��� �����A� ���� �������G� *���A� ��A�F� ���������� ���� ���A������� �A�
@ELLL�������� A�c�P����G�+�!AF�������A��A�����������������������A��������R����� ���
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@L����G��������F������A����������������������������� ���EL�j%���� ��,����� K@L��)� ��R
(&�F�@��)��7 �F��(�c�NGLMG�$������������A�����A�Ea&G�
�

*���������A������������������������"&*G�
"&*������A������������������B�

- "����� K@L�j)R��"D�����*"D� ���+A���(��R �������A��A������"E�����*"E� ���&�
A���(��RA�������A��ARMB�CGP�j%������

- �+ "U��K@L��)MB�C�j%�
- "&*�,�����@L!�B�@L�j%�
- (C&B�WD�j%�
- ,�����B�P�j%�
-  �V�"���������K@-X�j%MB�P�j%�

K �A���#������c�@LL�j%M�
"&*� ���A���� ���� ������ ��A� ��� ��  ���������� K)���&����F� )2� *������MF� ��A�� A���
�����A����B�

� JEa&�P�����
� JE�a&�DL���
� PLa&�OL��������������DL��������
� WCa&�D�����
� WCa&�@L�����

�

�

@GCGCG�$�J������A���������A���

�

��@GP��%����V��A����$�J������A�����������A������$�RJLL�   �$�)�K& ,&&M�����A�������A�DWa&�
����A����A��������A����CP���C�&���������������A�������E��%����$�RJLL�   �$�)G�
 ������A������ ������A����A�CWa&����@����G� ���F������������������������ A��� ����A���
���������G�)������������������A����"��A�������AA������P��%�����������R������$�R
JLL�    � $�)����� �����G�)��������� ���������A�����A�� PL� ���A�X�%� ����������� ���� PL�
j�X�%��A��A�������K"$MG� ������A������A����������A����A�CWa&G�
&����������������������������EN�����G� ��������������������AF�A����������A��������A��
���A���������A���"��A�������AA��������@XP�����A�����������������������R�����������G� ��
����������UA�������F� A����������������G�&���� A�����������A��������A����� ������A�� KERP�
��������MF������������A�A���A�������������A���G�P��%������A��������������������������A�
CP���C����A����������A��� ���CP��%������R������$�RJLL�   �$�)�K��A��"$M������@PL��%�
�A����� ��������A�����A��� A��� K&�����MG�&��������� ����� �A� CWa&� ���� @PL��� ����A��A�
���A�A���G�&�����������A�������������������EN��������A�� �����,���G�P�j%��������������
��!�����A��P�j%����",$�����EL�j%����LGD@CPQ� �����,���F��������������������A�������@X@L�
��� ������ ���� LGCPLQ� ���  ����� ����G� ���� A���� ��!A��F� @L� j%� ���� ������� ��A�� ��
+�������������G� �����������������������X�%����� A���������������R�A������������!�
@LPG� ����������������� �����X�%����� A����������������R�A������ ������ !� @LPG�#������A��
K�����A�������������������������A�A��������M������������A��G� ���A����������A����JLQF������
���A���������������G�.����������F���������A���������������!�����������DL��%�K@CP�
�%������MF�A��OL��%�KCPL��%������MF�@CL��%�KPLL��%M�����������CPL��%�K@%������MG�
.������������A����������A���DPA���������������F�������������������G�
�
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$�J�����������������������OR�����A���������A������A���A�J!@LP������X�%����C��%����$�RJLL�   �
$�)����������A�����A��"$G�&������A��������������A��A�����������G� ���F����A�������
������A���@������A�CWa&G�
)���A���F�7+�B������������!�������������G�)�!A��������� A���7+�������A���G����
A������A���������KCX���A�MF�E����������A�������������������A�������P�j%����(C&�����
@LL� j%� ��� �����������A���&���U��������� K ���A����MG� ���+A��� ���� &A���(��RA���
7""�  #�������� KE������X���A�MF�P�j%�������������A��������������!�����A�� @LL�j%����
�����������A���&���U��������������A���� KE���������X����A��AMG�)�!A���,����� A���
������ �����A���G� ��� A��� ���A��� �����F� O� j%� ��� &������A��K@B@GPK)X)M� ���������
������A���� ���+F�+ F+  F�+   R �A���A���R+F�+ F�+   RA�A������A���������� K )R "$M� ����
��������� �������A�����A����������� K7&"�M� R ���A����M� ���� ��!��� ��A�� @LL� j%� ���
�����������A���&���U��)������ KE� ���������MG���� A��� ���������A��������� O� j%����
&������A��� ���� ��!��� ��A�� @LL� j%� ��� �����������A��� &���U�� ������G� KE�

���������X����A��AMG�)�!A������ ����,� ��� ���A��F�+A��� ���� &A���(��RA���7""�  #�
���������������������!��F������A�����G���������������������A����A�GAG�������A�c�DL�
���G� KE� ���������� ��� ���A��F� E� ���������� ��� +A��� (��RA��� 7""�  #� ������� ���� E�
�������������&A���(��RA���7""� #�������M�
��A������������������A������@����F�A�������������������B�&������������������A��C�
�%���������������A���&���U������������� A���F������������������������A��G� �������
7+�B������ ������!� A���F� NLL� j%� ��� �����������A���&���U������������� �����G� �����
��������A�������A�����!A�����������������A��A��������G� ���F�����������������A����A� �
c�CWa&�������A�c�@P��G�
 ������A������!A�������� ����������� C��%����"$� ���������A���$�RJLL�    �$�)�����
������A�����������G�&���������������A����A� �c�CWa&�������A�c�D�����G�
��A�� A��A� A���F������� ���� ������������� KEX����A��AM����� A�������� A�� @PR�%� A�����
���� ���A������� �A� PLL� �� ��� A� c� P� ���G� "����A� ���� ��������� ���� ������A��A� ����
A�������� A�� �� ������ ����R���� A���� K&�����MG�  ��������� ��A��A��� ���� ����A���A��
����������������������A��A� �c�Ea&G� ��������������������"@�������������A���G�
�
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 �� ���� A�� �������� A��� ����������� �A���F� $�J� ������ ���� ����� ��� ����A���� �A� @!@LO�
�����X�%����������A�����A��@��%����"@�����������G�&�������A�������������A����A�CWa&�����
@PL� ��� ������ D� ����G� ��A�� A��AF� ������ ���� ������A��� ��� PLR�%� ������� A����� ����
���A��������A� PLL�� ��� A� c� P����G�$�����A��A����� A�������� A�������� ����R���� A����F�
�������������������A������������������������A��A� �c�Ea&G�
"D��A�����������A��������������A����OL��%�����������A����$�J��������A�@!@LO������X�%���A��
@��%����"C�������������A���G���A��WC�����F��������������A������� ���PLR�%� ���������A�
PLL�� ��� A�c�P����G�$�����A��A����� A�������� A��@PR�%� A����G� ��������� ��'�������
���A��A� �c�RCLa&����������A����������������G�
�
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Chapter 2. Discovery of DPP IV inhibitors 
form plant extracts 
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Chapter 3. Discovery of POP inhibitors by 
High Throughput Screening 
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Chapter 4. Characterization of Peptidyl Aryl 
Vinyl Sulfones as cathepsins L and B 
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            3. Los inhibidores de proteasas cómo 
agentes terapéuticos 
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