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Abstrakt

Tato bakaléafskd prace se zabyva modifikaci zndmého inhibitoru KYT-36 proteazy
gingipain  (Kgp) bakterie  Porphyromonas  gingivalis.! Navrhovana modifikace
oligoethylenglykolovou spojkou na vybraném mist¢ umozni vyuziti derivatu pii piipraveé
iBodies.? Jedna se o funkéni makromolekuly na bazi polymerniho nosi¢e, které mohou

nahrazovat protilatky v biochemickych experimentech pro studium enzymu.

Ustfednim tématem prace je naplanovani efektivni syntetické strategie a jeji provedeni.
Soucasti prace je analyza krystalové struktury enzymu Kgp s inhibitorem KYT-36 (PDB ID:
619A),> jez umoznila vyb&r vhodného mista napojeni spojky. Vybrany fragment byl doplnén
o adekvatni funk¢ni skupinu, diky ¢emuz mohl byt inhibitor opatfen spojkou. Navrh spojky
zohlediuje pozadavky pro pouziti v rdmci iBodies. Mezi tyto vlastnosti patii naptiklad vhodné
zakonceni spojky zajistujici piipojeni k polymernimu nosi¢i. Na zaklad¢ retrosyntetické

analyzy byla navrzena strategie syntézy skeletu inhibitoru zalozena na Passeriniho reakci.

Kli¢ova slova: Porphyromonas gingivalis, gingipain, inhibitor, KYT-36, iBodies,

Passerini




Abstract

This bachelor thesis deals with modification of known inhibitor KYT-36 specific for the
Porphyromonas gingivalis protease called gingipain (Kgp).! Proposed modification with an
oligoethylenglycole linker in suitable position will enable the use of the derivative in the
iBodies concept.? These polyfunctional macromolecules based on a polymer backbone are

capable of replacing antibodies in biochemical experiments in the study of enzymes.

The main aim of the thesis is to propose and perform an effective synthetic strategy. This
thesis includes an analysis of a crystal structure of enzyme Kgp with the inhibitor KYT-36
(PDB ID: 619A).° The analysis enabled a choice of an appropriate modification site. A suitable
functional group was added to the selected fragment allowing attachment of the linker. The
linker’s design was based on requirements for the intended use within the iBodies concept. One
of them being a suitable functional group at the end of the chain ensuring an effortless
conjugation with polymer backbone. Based on a retrosynthetic analysis, a synthetic strategy of

the inhibitor core was proposed. This strategy builds upon the Passerini reaction.

Key words: Porphyromonas gingivalis, gingipain, inhibitor, KYT-36, iBodies, Passerini




Pouzité zkratky

Boc

bs

d

dd
DCM
DIBAH
DIPEA
DMF
DMP

DMSO
DNA
ELISA

ESIMS
EtOAc
FAP
FCC
Fmoc
GABA
GCP-II
HATU

HBTU
HIV
HPMA
HPLC

HR ESI MS
iPrOH

kgp

Kgp
LCMS

t-Butyloxykarbonyl

Siroky singlet

Dublet

Dublet dubletu
Dichlormethan
Diisobutylaluminium hydrid
N,N-Diisopropylethylamin
Dimethylformamid
Dess-Martinovo  ¢inidlo na bazi hypervalentniho jodu (Dess-Martin
Periodinane)

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

Imunologicka metoda vyuzivand ke kvantitativnimu stanoveni antigent
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci ESI

Ethyl-acetat

Protein aktivujici fibroblast (Fibroblast Activation Protein)

Flash chromatografie (Flash Column Chromatography)
Fluorenylmethyloxykarbonyl

v-Aminomaselna kyselina (gamma-Aminobutyric acid)
Glutamatkarboxypeptidaza II
(1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium  3-oxid
hexafluorofosfat

(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorofostat

Virus lidské imunitni nedostatecnosti (Human Immunodeficiency virus)
Kopolymer na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidovych jednotek
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Hmotnostni spektroskopie s vysokym rozli§enim s ionizaci ESI

Propan-2-ol

Gen kodujici gingipain specificky pro lysin

Gingipain specificky pro lysin

Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii



https://www.wikiskripta.eu/w/Antigen

MeCN
MeOH

NHS

NMR

NPD

p

P. gingivalis
PADAM

PEG
PyBOP

Rgp
rgpA

RgpA
rgpB

RgpB

rt

S

t

td

tdd
TFA
THF
TLC
TSTU
UPLC-MS
UMCH
UOChB

Multiplet

Acetonitril

Methanol

N-Hydroxysukcinimidyl

Nukledrni magnetickd rezonance

N-koncova prodoména

Pentet

Porphyromonas gingivalis

Passeriniho reakce nasledovand odstranénim chranici skupiny aminu
a intramolekuldrni migraci acylu (Passerini reaction — Amine Deprotection —
Acyl Migration)

Polyethylenglykol

(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat

Kvartet

Gingipain specificky pro arginin

Gen kodujici gingipain s hemaglutininovou/adhesivni doménou specificky pro
arginin

Gingipain s hemaglutininovou/adhesivni doménou specificky pro arginin

Gen kodujici gingipain bez hemaglutininové/adhesivni domény specificky pro
arginin

Gingipain bez hemaglutininové/adhesivni domény specificky pro arginin
Pokojova (laboratorni) teplota

Singlet

Triplet

Triplet dubletu

Triplet dubletu dubletu

Kyselina trifluoroctova

Tertrahydrofuran

Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium tetrafluoroborat
Vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
Ustav makromolekularni chemie AV CR

Ustav organické chemie a biochemie AV CR




Obsah

R 7o« TSRS 9
2. CHIE PIACE veovvieiieeiie et ettt tte et e et e bt e bt e e e st e e s taessaeasbeessaesseesssessaassseasseasseesseesssesssessseasseasseessassssenssenns 10
3. TEOTELICKA CASL ..ttt ettt e b e h e st e et e bt e bt e bt e bt e sb b e sateeateenteebeesbeesaeeens 11
3.1 Porphyromonas gingivalis a jeji 10le V parodontOZe............ccevververreecreeereenieeseeseessesnesseesseens 11
3.2 Protedzy Porphyromonas gingivalis (SINZIPAINY).....cccueeruiereerienieeieeieeieenieesieesieeseeeseeseeeneeens 13
3.2.1 Znamé inhibitory giNIPaintl..........cccverierierieriieiieerieeseeseestesreeseeseesseesseesseesssesssesssesssenns 14
3.2.2 INhIDIOTY KY T...eiiiiiiiiieiiecieeie ettt sttt e te et e st e seeeesbaesseessaessaessaesssessseensaensanns 16

3.3 KONCEPE IBOAICS ....ueviieiiiiiiiieciie ettt ettt e te e et e e seb e e ete e e abeeesbeeesaseeensaeessaesnsaeanssaans 18

4, VYSIEAKY @ AISKUSE.....ecviiiiiiiieiie ettt ettt ettt e et e b e st e esbe e baesteessaessseasseesseessaesssesssenssensses 21
4.1 Strukturni popis interakce inhibitoru KYT-36 s enzymem Kgp .......cccecceeverniiniiniieiieieceee, 21
4.2 Navrh syntézy cilové MOLEKULY .......c.ccoveriieriieiiciieie ettt ereeseesrae e e sereesbeesseessaeenas 25
4.3 Piiprava benzylaminového fragmentu opatifeného spojkou ..........cceeveevieniiiiiniieiieieceeeee, 28
4.4 Piiprava SKeletu iNNIDITOTU ......eeiviiiiiiieciiesieeie ettt e ae b e b et e e steesteesssessseesseesseessaesenas 32
4.5 Syntéza clloVE MOLEKULY .....coviiiiiiiiei ettt ettt ettt et sbe e naees 34
4.6 Testovani priPravene SIOUCEIINY ........ccvevververireereeriesttesteesresresreeseesseesseesssesssesssesseessesssesssees 37

5. EXPETIMENLAINT CAST.....viiviiiieiiieiiieiieeie et et e st e stesreeebeesbeesbeessaesesessaeasseasseesseessaesseesssesssessseesseessesnses 39
5.1 Pouzité pristroje a ChemikAlIe .........cociiriieiieieieiee ettt 39
5.2 PraCOVIL POSTUDY ..uvveeuiieeiiieitieetieestee ettt esteesteeessseessseeessseessseesssseesssesasseessseessseesssesssssessssesanses 40

0. ZAVET .ottt ee ettt e et et et e et et e et e et e e et e b e b e e st e s e e st e st e st an s et e eRten b e teestenbeeseente st entenseeneensenseeneens 52
R 5 1< TSRS 53




1. Uvod

Lidsky mikrobiom dutiny ustni je nadmiru rozmanity a komplexni systém, slozeny
z mikroorganisml rtizného typu. Obvykly komenzélni stav (pfi kterém pfitomné mikroby
svému hostiteli nijak nevadi) se v§ak mlize zvratit v dysbioticky i drobnou zménou jeho slozeni,
kdy ptevazi pfitomnost viici hostiteli neptiznivé plisobicich mikrobt.* Témi jsou predevsim
anaerobni bakterie, zptisobujici zubni kazy a zanéty parodontu.’ Zasadni role je v tomto ohledu
piisuzovana bakterii Porphyromonas gingivalis.® Hostitele je schopnd si podmanit rozmanitosti

virulentnich faktort, z nichz se jako hlavni jevi jeji cysteinové proteazy.

Ackoli bylo diive predpokladano, ze zhoubné plisobeni P. gingivalis je lokalizovano
v dutin€ Ustni, byly objeveny dikazy jeji pfitomnosti i mimo tuto oblast. Konkrétné se jedna
o nalezy jeji DNA v mozku a mozkomisni tekuting pacientli s Alzheimerovou chorobou.’
Prof. Potempa z Jagellonské univerzity v Krakové predstavil hypotézu, Ze pfitomnost
P. gingivalis v mozkomiSni tekutin¢ by mohla slouzit jako diagnosticky marker rozvoje této
nemoci.” Ke zobrazovani by bylo moZné pouzit napiiklad specifické inhibitory proteaz

P. gingivalis prochazejici mozkovou bariérou.

Nezastupitelnou vizualizaéni 1 izolani roli v biochemickém vyzkumu sehravaji
specifické protilatky, na nichz je postavena fada eseji a analyz. Jejich nevyhodou je naptiklad
nizkd modularita a stabilita. V experimentech je lze nahradit syntetickymi analogy na bazi
polymernich nosi¢d. Jednou z moznosti je platforma iBodies ze skupiny prof. Konvalinky.?
Tento typ mimetik protilatek 1ze pouzit v biochemickych esejich nebo 1 ke zviditelnéni cilové
biomolekuly (diky ptitomnosti fluoroforu) in vitro ¢i in vivo. Hlavni myslenkou této prace je

propojeni konceptu iBodies s vySe zminénym zamérem vizualizace P. gingivalis.

V teoretickém uvodu préace se ¢tenat seznami s Porphyromonas gingivalis, bakterii, jeZ
je z velké casti zodpoveédna za rozvoj parodontozy. Dale jsou piiblizeny cysteinové proteazy
produkované touto bakterii, oznaCované jako gingipainy, a souhrn znamych inhibitorti téchto
enzymu. Nasledné je uveden koncept syntetickych protilatek iBodies a je ptiblizen vyber mista
modifikace zvoleného inhibitoru. V navazujicich kapitolach jsou prezentovany a diskutovany

dosazené¢ vysledky tohoto projektu.




2. Cile prace

Analyzovat krystalovou strukturu enzymu Kgp s inhibitorem KYT-36 za ticelem vybéru

vhodného mista pro zavedeni spojky

Navrhnout  efektivni  synteticky  postup  pfipravy  derivatu  opatfeného

oligoethylenglykolovou spojkou

Navrhnout strukturu spojky spliujici vS§echny pozadavky pro pouziti v konceptu iBodies

Syntetizovat vysledny derivat v dostateném mnozstvi a kvalit¢ pro pouziti

v biochemickych experimentech
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Porphyromonas gingivalis a jeji role v parodontoze

Onemocnéni parodontu, zanét dasni (gingivitida) ¢i samotna parodontoza, jsou bézna
zanétlivda onemocnéni dutiny Ustni. Zavaznost se rizni s ohledem na stddium onemocnéni
(Obrazek 3.1). Projevuje se nejdiive krvacenim z dasni a jejich otékénim, které postupné
piechéazi v obnazeni zubnich krcki za tvorby drobnych vackl. Zatimco gingivitida spojena se
zanétem dasni je mirnd a vratna, pokrocila parodontéza vede k nevratné erozi zubniho nervu
a alveolarni kosti. Nasledny ubytek dasni i podpurné zubni tkédné (obklopujiciho vaziva

a alveolarni kosti) mize vést k uvolnéni az ztraté zubu.

Zdravé dasné Gingivitida Mirni parodontéza  Pokrod&ild parodontéza

0

Obrdzek 3.1 Stadia parodontézy — pirevzato a upraveno z'

Prevalence téchto onemocnéni za posledni dekady roste ve vSech castech svéta
(Obrazek 3.2)."! Vzhledem k tomuto nartistu se parodontdza zafadila mezi 12 nejéastéjsich
onemocnéni v lidské populaci. Nejvyssi prevalence 1 procentudlni néartst byly za tuto dobu
pozorovany v jithovychodni Asii a zdpadnim Pacifiku. S rozvojem parodontdzy byva spojovana
fada dalsich chorob: roztrousena skleroza'?, diabetes!'®, ateroskleroza' a v poslednich letech

i rozvoj Alzheimerovy choroby’.
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Obrazek 3.2 Vyvoj prevalence parodontozy v jednotlivych castech svéta za posledni tii dekady, prevzato
a upraveno z'!

Rozvoj zénétu parodontu je spojen s neadekvatni reakci na mikrobiom dutiny Ustni
zplisobenou piitomnosti bakterii tzv. ,,erveného komplexu®.*!> Jedna se o tii Gizce souvisejici
bakterie: Tannarella forysthia, Treponema denticola a Porphyromonas gingivalis obyvajici
oblast mezi povrchem zubu a okrajem déasné. Jejich vyskyt s postupujicim onemocnénim casem
pfevazuje nad béZznymi symbiotickymi ¢i komenzalnimi bakteriemi b&zné ptitomnymi v Ustech,
¢imzZ vznika dysbioticky vztah s hostitelem. VSechny tfi bakterie jsou gramnegativni (diky
sloZeni své bunécné stény se v Gramové barveni zbarvuji rizove), anaerobni, asacharolytické

a disponuji mnoha faktory virulence, typicky proteolytickymi enzymy.

Hlavni roli z vy$e zmin&nych bakterii sehrava Porphyromonas gingivalis.'® Jedna se
o asacharolytickou bakterii (neni zavisla na St€peni sacharidii pro ziskavani energie), jeZ energii
pro metabolické procesy Cerpa ze Stépeni proteint hostitele. Proteolyticka schopnost zaroven
zajiStuje zdroj zivin (tj. aminokyselin pro tvorbu vlastnich proteint) i Zeleza, které bakterie
taktéz musi ziskavat od hostitele degradaci hemoproteintl.!” Jsou dokumentovéany piipady, kdy
kultivace kolonii P. gingivalis v kulturach bez hemu vedla ke ztraté virulence na mysich

modelech.'®
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Mezi faktory virulence P. gingivalis se fadi napiiklad hemaglutininy, proteiny vné&jsi
membrany, lipopolyproteiny, IgA a IgG proteazy ¢&i cysteinové peptidzy.'® Predeviim zminéné
peptidazy se podili na ovlivnéni imunitni obrany hostitele a omezeni obrannych zanétlivych
reakci, coz vede k neschopnosti potlaceni infekce ze strany hostitele. Za vétSinu proteolytické

aktivity této bakterie zodpovidaji peptidazy zvané gingipainy.?

3.2 Proteazy Porphyromonas gingivalis (gingipainy)

Oznaceni ,,gingipain® vzniklo kombinaci nazvi P. gingivalis a klostripain (protedza
$tépici peptidovou vazbu u argininu).?! Tento termin popisuje hlavni cysteinové protedzy
produkované P. gingivalis povazované za jeji zasadni virulentni faktory. Gingipain S§tépici
peptidy za karboxylovou skupinou lysinu se oznacuje jako Kgp (dfive také Lys-gingipain nebo
protedza trypsinového typu specifickd pro lysin), analogicky enzym Stépici za karboxylovou
skupinou argininu se oznacuje Rgp (diive Arg-gingipain, argingipain ¢i protedza trypsinového
typu specificka pro arginin).?? Zatimco Kgp je kédovéan pouze jednim genem, kgp, gingipainy
specifické pro arginin jsou produkovany dvéma ptibuznymi geny: rgpA tvotici RgpA a rgpB
vedouci k RgpB. Posledni zminény je pfenaSen do periplazmy v podobé& proproteinu sloZzeného
z N-koncové prodomény, protedzové domény a C-koncové domény. Kgp a RgpA maji mezi

proteazovou a C-koncovou doménu navic vloZzenu hemaglutininovou/adhesivni doménu.

Gingipainy pomahaji bakterii také deregulovat cytokinovou sit’ hostitele, ¢imz G¢inné
manipuluji imunitnim systémem a obchdzi jej.”> Zména cytokinového profilu byla popsana
rovnéZ u pacientll trpici Alzheimerovou chorobou.?* Ve studii Ideho a kolektivu z roku 2016
doslo u pacientd s diagnézou obou onemocnéni béhem 6 mésicii k pozorovanému zhorSeni
stavu oproti pacientim bez diagnostikované parodontdzy.”> Nasledna identifikace
lipopolysacharidi P. gingivalis v mozcich pacientli s Alzheimerovou chorobou vedla ke vzniku
hypotézy, Ze infekce P. gingivalis miize mit negativni vliv na rozvoj Alzheimerovy choroby.”®
Vysledky studie prof. Potempy z roku 2019 potvrdily pfitomnost DNA P. gingivalis v mozcich
a mozkomisni tekutiné pacientll s Alzheimerovou chorobou.” Zaroveti bylo na my$im modelu
potvrzeno zmirnéni degradace nervové tkan€ po poddvani inhibitorti gingipaini. PouZiti
vhodnych inhibitori gingipainli prochéazejicich hematoencefalickou bariérou by tedy mohlo

vést ke zlepSeni budouciho stavu pacientli s Alzheimerovou chorobou.
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3.2.1 Znamé inhibitory gingipaini

Endogenni inhibitory protedz (serpiny, cystatiny, ...) maji na aktivitu gingipainti velmi
maly vliv, diky ¢emuz P. gingivalis usp&né unikd imunitnimu systému hostitele.?® Pro vyvoj
efektivniho zpiisobu 1é¢by komplikaci vyplyvajicich z ptisobeni Porphyromonas gingivalis je
potieba identifikovat klicové faktory virulence. Vysledky vyzkumi profesora Potempy
prisuzuji gingipainiim az 85 % z celkového proteolytického plisobeni této bakterie.?’ Nazory se
1is, zdali vyznamnéjsi roli hraji Kgp?’, RgpB ¢i RgpAZ®. V idealnim piipadé by mél zvoleny

zpusob 1écby (nebo prevence) parodontdzy cilit na vSechny gingipainy.

Nejbeéznéjsim zpltisobem docasné kontroly protedzové aktivity in vivo je syntéza
samotnych protedz v podobé& proenzymu.?’ Pro-sekvence byva zafazena na N-konci, z néjz
musi byt posttranslacné odStépena, aby se protein stal aktivnim. Gingipainy P. gingivalis jsou
rovnéz aktivovany az po vylouceni z buniky bakterie a nasledné degradaci jejich N-koncové
prodomény, dile jako NPD. NPD samotn4 u¢inné inhibuje aktivni Rgp.*® Rekombinantni
varianty (tj. syntetické analogy) NPD jsou schopné inhibovat aktivitu P. gingivalis po delsi

¢asovy usek, ¢imz lze zabranit rozvoji parodontozy.>*!

Schéma 3.1 Struktury nizkomolekularnich antibiotik cilicich na gingipainy

H H
N_ _N NH HN
hig NI>-|_ _:|<N

"HyN O NH,*
NH, NH,
bis-benzamidin

chlorhexidin

\ e \ e

N OO‘O

OH (@] OH
minocyklin doxycyklin

Inhibice bakteridlnich proteaz lIze docilit také nizkomolekuldrnimi antibiotiky.

Bis-benzamidin s mo&ovinovou spojkou byl popsan jako velmi efektivni inhibitor Rgp.*
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Chlorhexidin a derivaty tetracyklinu minocyklin a doxycyklin rovnéz inhibuji Rgp, byt jen
slabé.** V koncentraci 100 uM potladuji tetracykliny veskerou peptidolytickou aktivitu. Vici

Kgp jsou ovsem tyto derivaty vyrazné méné efektivni.>*

Byly popsany rovnéz ptinosy vakcinace proti infekci P. gingivalis, pticemz nejlepSich
vysledki bylo dosazeno pouzitim celych bunék P. gingivalis, ptipadné izolovaného RgpA.*
Pouzitim DNA vakciny obsahujici plasmid s genem pro syntézu RgpA na mySim modelu byla
ziskana imunita vii¢i infekci a bylo také zabranéno ubytku alveolarni kosti.>**” Byly provedeny
téz studie zamétené na pasivni imunizaci monoklonalnimi protilatkami, které Gspésn¢ zabranily
znovuoslidleni 1é¢enych mist v duting Gistni.*8

Bilkovinné inhibitory gingipainii byly izolovany z ryze seté.*® Proteiny interagujici s Rgp
byly zahrnuty do &eledi 16, jez sdruzuje nezarazené homology peptidizovych inhibitor(.*
Kromé ryzZe seté jsou proteiny z této celedi hojné zastoupeny 1 v dalSich obilovinéach, napiiklad
v pSenici seté, jeCmenu setém, zitu setém, kukufici seté nebo ¢iroku dvoubarevném. Pokud by
se po izolaci proteinii z téchto rostlin prokazala jejich schopnost inhibice, mohly by byt
vytvofeny potravinové dopliiky cilici na prevenci ¢i zmirnéni priibéhu parodontozy.*! Z dalgich
proteinti byla inhibice proteolytické aktivity P. gingivalis dolozena u lactoferrinu*?, histatinu*’

nebo x-caseinu**.

Z nekterych rostlinnych zdroji 1ze izolovat i nebilkovinné slozky disponujici inhibi¢ni
aktivitou vici gingipainim. Extrakt o vysoké molekulové hmotnosti z brusinkové $tavy je
schopny inhibovat aktivitu protedz celého ,.&erveného komplexu“.* U proanthokyanidinii
odvozenych z tohoto koncentratu byla popsana neutralizace virulence P. gingivalis, ovSem
nebylo zamezeno riistu bakterii.*® P¥iznivy vliv je pfipisovéan i catechinlim a polyfenoliim

pochazejicim ze zeleného ¢aje, jedna se oviem o nedostateéné charakterizované inhibitory.*’

Bylo vyvinuto také né€kolik inhibitor peptidového typu. Za zminku stoji naptiklad
peptidylové chlormethylketony pouzivané ke studiu specifity vazebného mista gingipaint.*®
V klinické praxi se tento typ reaktivni skupiny nepouziva €asto. Tvorba ireverzibilni kovalentni
vazby nemusi byt vhodna, jelikoZz se inhibitor miize rovnéz navazat do aktivniho mista proteazy
hostitele. Dal§imi slou¢eninami jsou napiiklad analog antipainu, FA-70C1, inhibujici Rgp
s nanomolarnimi hodnotami Ki*’, nebo A71561, specificky reverzibilni inhibitor Kgp.*
Posledni zminény analog sice inhibuje Kgp s K; v nanomoléarnich hodnotach, tento efekt se vSak

vvvvvv

se povazuji molekuly KYT, jimZ se vénuje blize nasledujici oddil.
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Schéma 3.2 Struktury peptidovych analog FA-70C1 a A71561

O~_NH
Y i NH,

NH

FA-70C1 A71561

3.2.2 Inhibitory KYT

Obecnym problémem jakéhokoli proteazového inhibitoru je interference s aktivitou
proteaz hostitele. Vysoka specifita vici gingipainu, spole¢né s nizkou cytotoxicitou, jsou tudiz
zadouci, aby se mohla sloucenina stat klinickym kandidatem. V tomto ohledu exceluji

' Zakladem pro navrh specifickych

molekuly pfipravené v laboratoifi Kenji Yamamota.
inhibitorit Rgp a Kgp bylo urceni §tépiciho mista histatini jednotlivymi enzymy. Histatiny jsou
polypeptidy bohaté na histidin, které jsou vylu€ovany slinnymi Zldzami primati. Pfedpoklada
se, e tyto polypeptidy jsou diileZitou sou¢asti neimunitniho obranného systému tstni dutiny.!
Z analyz mist Stépeni vyplynula dileZitost pfitomnosti lysinu v pozicich P1'a P2 (znaceni
vychézejici z definice §tépeni substratii®?) a argininu na pozici P1 v navrhovaném inhibitoru

Rgp.! Nejuspésngjsim inhibitorem Rgp ztéto série byl KYT-1 sICso=0,8 nM, struktura

uvedena na Schématu 3.3 jako sloucenina (1).

Schéma 3.3 Struktury inhibitori KYT-1 (1) a KYT-36 (2)

NH, ~ /@

H2 NH,
KYT-1, (1) KYT-36, (2)
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V ptipad¢ designu inhibitoru Kgp se ukézal pfinos bazické skupiny na pozici P1'
a vymeéna lysinu na pozici P2 za glutamat. Prvni pokus o pfipravu specifického inhibitoru Kgp
skonCil netspéchem, jelikoz molekula s navrhovanou strukturou Cbz-Glu-Lys-CO-Lys-
N(CHas)2 byla z nezndmych divodu nestabilni ve vodé, MeOH i DMSO. Byly tedy piipraveny
analogy s obménénymi funkénimi motivy ve struktufe inhibitoru. Vysledkem optimalizace

navrhu byl inhibitor KYT-36 s ICso = 2,0 nM (Schéma 3.3 vyse, sloucenina (2)) vici Kgp.

U vyslednych inhibitort byly nasledné¢ stanoveny inhibi¢ni konstanty K vuci
gingipainiim 1 dal$im béznym lidskym protedzam (trypsin, katepsiny B, L a H). Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 3.1 nize. Z dat je zfejmé, ze vyvinuté inhibitory maji vysokou specifitu viici
gingipaintim oproti jinym hostitelskym protedzam. V kombinaci s velmi nizkymi hodnotami
inhibi¢nich konstant Ize konstatovat, Ze slouceniny (1), resp. (2) jsou efektivni a vysoce

selektivni inhibitory Rgp, resp. Kgp.

Tabulka 3.1 Stanovené hodnoty inhibicni konstanty (K;) inhibitorii KYT-1 a KYT-36 viici vybranym protedazam

Ki [mol/dm?]

protedza

KYT-1 KYT-36

Rgp 1,3-1071° > 107
Kgp 2,6 -10° 7,5 1071
trypsin 1,2-10°° 1,3-1077
katepsin B 3,4-10% 3,7-107°
katepsin L 1,2-10% 7,0 - 1078
katepsin H 1,5-10* 1,6 - 10

Také bylo zjisténo, Ze KYT-1 a piedev§im KYT-36 zpisobuje vyraznou inhibici ristu
P. gingivalis. Pfi podani obou inhibitorii byl bakteridlni rast téméf uplné potlacen. Toto
pozorovani potvrdilo zavislost rustu P. gingivalis na Kgp i Rgp. Pro Uspésné potlaceni infekce
je tedy nutné cilit na oba enzymy kombinaci vice inhibitort. Poslednim zminénym piinosem
KYT inhibitorti je jejich nizka toxicita. Nebyla pozorovana zadnd bunécna toxicita az do hodnot

107 M in vivo, a 107 M in vitro.
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3.3 Koncept iBodies

Protilatky jsou hojné vyuzivany v molekularni biologii i biochemii. Jejich nevyhodou
vSak byva nizka stabilita, obtiznd modifikovatelnost a neposledné také vysoka vyrobni cena.
Skupina prof. Konvalinky ve spolupraci s Ustavem makromolekuldrni chemie AV CR piisla
vroce 2016 smyslenkou vytvofeni alternativy, ktera by byla finanéné¢ nenarocna,

2 Kombinaci hydrofilniho kopolymeru

univerzaln€j$i a umoznila snadnou modifikaci.
s nizkomolekularnimi slou¢eninami o rizné funkci (ligandy, afinitni kotvy ¢i fluorescencni
znacky) vznikl koncept syntetickych protilatek, tzv. iBodies. Tyto slou¢eniny mimikuji klasické
protilatky a umoznuji studovat receptory ¢i enzymy. Nalézaji vyuziti v riznych biochemickych
metodach jako ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), imunoprecipitace,

imunocytochemie nebo pritokova cytometrie.

Schéma 3.4 Schéma obecné struktury iBody — ligandy mohou byt napviklad inhibitor, afinitni kotva ci fluorofor

HN HN

w% w& "

Patet tohoto konjugatu tvofi kopolymer na béazi N-(2-hydroxypropyl)methakryl-
amidovych jednotek (HPMA). Diky jeho nizké toxicité a dobré rozpustnosti ve vod¢ je tento
polymer vyuZivan pro doru¢ovani biologicky aktivnich latek na misto G¢inku uz pres 40 let.>
Polymer o podobném sloZeni, poly(2-hydroxyethyl)methakrylat, se 1éta vyuziva pro vyrobu
mékkych kontaktnich ¢ogek &i hydrofilnich gelti (zndmy jako HemaGel).>** Kopolymer
HPMA lze opatfit riznymi funkénimi skupinami v postrannich fetézcich, diky nimzZ je mozné
nasledné pfipojeni dalsich molekul.® Pravé tato zaménitelnost ligand proptijcuje iBodies
jejich specifitu a variabilitu — teoreticky je mozné vytvofit specifickou syntetickou ,,protilatku
pro libovolnou cilovou biomolekulu se znamym ligandem.?> Pro cileni konjugatu méizeme

pouzit napfiklad inhibitor zkoumaného enzymu. Dal§i moznosti je pfipojeni derivatu
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nitrilooctové kyseliny k iBodies, ¢imz lze ziskat specificky polymer cilici na polyhistidinovou
znacku, tzv. ,,His-tag®™. Tento typ ligandu je schopny komplexovat nikelnaté nebo kobaltnaté
ionty. Takové iBody lze vyuzit k detekci, izolaci ¢i purifikaci proteinti obsahujici His-tag.
Pro zachovani afinity ligandu k proteinu, je nutné jej od samotného polymeru oddé€lit vhodnou
spojkou, aby nedochézelo ke sterickému branéni vzajemné interakce. Nejcastéji se k tomuto
ucelu vyuziva polyethylenglykolovych spojek (PEG) diky jejich polarnimu charakteru. Pro
snadné pfipojeni ligandu k polymeru je zadouci zakoncit spojku reaktivni funkéni skupinou.

MiiZe se jednat o amin ¢i azid, v zavislosti na struktuie ligandu.

DalSimi soucastmi nachazejicimi se na konjugéatu byvaji typicky fluorescencni znacka
a afinitni kotva. Pfitomnost fluoroforu umoznuje vizualizaci cilového proteinu, piipadné bun¢k
exprimujicich dany protein. V ptivodni préci byla jako fluorofor pouzita slou¢enina ATTO488.
Jako kotva byl zvolen biotin, je se vyznaCuje vysokou afinitou k streptavidinu.’’ Sily
a specifity této nekovalentni interakce se vyuziva k imobilizaci, detekci nebo oznaceni

sledovaného proteinu, typicky v biochemickych metodach ELISA ¢i Western blot.

Schéma 3.5 Struktury afinitni kotvy a fluoroforu pouzitych na iBody

biotin ATTO488

Koncept iBodies byl tspésné otestovan ve skupiné prof. Konvalinky na modelovych
proteinech: GCP-II (glutamatkarboxypeptidaza II), HIV-1 proteaza, pepsin, FAP (Fibroblast
Activation Protein) a vySe zminénych proteinech s polyhistidinovou znackou.>>® V piipadé
GCP-II bylo po pfipojeni inhibitoru na iBody pozorovéano vyrazné snizeni inhibi¢ni konstanty

konjugatu oproti jeji hodnote u samotného inhibitoru: Kj, inhibitor = 2,0 1M vs. Kj, iBody = 4,3 pM.

19



Tento rozdil tii fada Ize interpretovat zvySenim lokalni koncentrace inhibitoru v misté u¢inku
diky pritomnosti vice molekul inhibitoru na jedné¢ molekule polymeru. V piipadé FAP se tento
trend nepotvrdil. Inhibitory opatiené oligoethylenglykolovou spojkou o délce 5, resp. 15 PEG
jednotek si afinitu k proteinu zachovaly. Po pfipojeni inhibitoru s delsi spojkou na kopolymer
ovSem doslo ke snizeni afinity, inhibi¢ni konstanta ICso se zvysila cca pétkrat oproti volnému

inhibitoru: ICso, inhibitor = 0,23 nM vs. ICs0, iBody = 1,1 nMm.>8%°
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Strukturni popis interakce inhibitoru KYT-36 s enzymem Kgp

Prvni informace o mechanismu inhibice Kgp inhibitorem KYT-36 piedstavili Guevara
s kolegy.® Ziskanim krystalové struktury slouceniny (2) s Kgp (PDB ID: 6I9A) o vysokém
rozliSeni 1,20 A dokazali ur¢it a popsat interakce zajistujici subnanomolarni inhibici tohoto
enzymu inhibitorem (2). Z krystalové struktury l1ze vyhodnotit, Ze inhibitor je v aktivnim misté
enzymu pevn¢ vazany prostfednictvim deviti hydrofobnich interakei, ¢trnacti vodikovych
vazeb a jednim solnym mustkem. Postranni fetézec modifikovaného lysinu je zanoten hluboko
v dutiné katalytické domény a mimikuje §t€pné misto substratu enzymu. Karbonylova skupina
modifikovaného lysinu se v krystalové struktuie nachazi ve vzdalenosti 2,02 A od SH skupiny

Cys-447 z katalytické triddy enzymu Kgp (Obrazek 4.1).

Obrazek 4.1 Detailni pohled na kovalentni vazbu inhibitoru KYT-36 s Cys-447 Kgp (PDB: 6194)

Modifikace inhibitoru za ucelem jeho ptipojeni na iBody s sebou nese potiebu urcit misto
napojeni spojky. Vybér mista napojeni ma vyznamny dopad na afinitu vysledného derivatu.
Spojka by mé¢la byt zavedena idedlné tak, aby co nejméné ovliviiovala interakci inhibitoru

s enzymem.

Z publikované krystalové struktury enzymu Kgp s inhibitorem (2) lze identifikovat tfi

moznosti napojeni spojky (ramena zndzornéna zelené, zluté a rizov€ na Obrazcich 4.2 a 4.3).

21



Aminoskupinou zakonceny postranni fetézec derivatu lysinu by bylo mozné snadno synteticky
modifikovat. Jelikoz je ale zanofeny hluboko v dutiné enzymu (Obrazek 4.2A), nebylo by
vhodné zavadét na toto misto spojku k polymeru. Pokud by byl postranni fetézec derivatu lysinu

modifikovan, pravdépodobné by to vedlo k fatalnimu zhorseni afinity inhibitoru.

Obrdzek 4.2 Krystalova struktura inhibitoru KYT-36 s enzymem Kgp (PDB: 6194)

Benzylamidovy fragment (zelen€) je pfistupny na povrchu enzymu. Je ovSem v tésné
blizkosti ketonu, jeZ vytvaii reverzibilni kovalentni vazbu v aktivnim misté enzymu. Jelikoz
neni Zadouci zasahovat do klicovych mist zodpovédnych za G€innost inhibice, tato varianta byla
zavrzena. Zbylé dvé vySe uvedené moznosti plsobily srovnatelné. Nachazeji se ve vétsi
vzdalenosti od aktivniho mista enzymu i jeho povrchu a zavedeni spojky by tedy nemélo

vyrazné ovlivnit afinitu ligandu.

Prvni z téchto moZnosti je benzyloxykarbamatové rameno (rizove€), jez kopiruje profil
povrchu enzymu (Obréazek 4.2B). Autofi ¢lanku® naznacuji moZnou stabilizaci ramene v této
hydrofobni kapse m-m interakcemi s blizkymi aromatickymi aminokyselinami (Trp-391,
His-575). Ze struktury enzymu uvedeného na Obrazcich 4.1 — 4.3 jsou patrné dvé konformace
hydrazidového fragmentu (Zlut€). Toto aromatické jadro nema silné interakce s enzymem, které
by zajiSt'ovaly jednu stabilni konformaci. To podklada 1 neliplnd mapa elektronovych hustot
tohoto fragmentu na Obrazku 4.3, ve srovnani se zbytkem ligandu, jeZ je v map¢ dobte

definovany.
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Obrazek 4.3 Mapa elektronovych hustot inhibitoru KYT-36 ve strukture s enzymem Kgp, konstruovano na 1,5 o
(PDB: 6194)

Zminénd flexibilita hydrazidového ramene naznaCuje vyhodu oproti predeSlym
moznostem. Vzhledem k flexibilit¢ Ize ptredpokladat, ze i po modifikaci spojkou dokaze
zminéna ¢ast molekuly zaujmout vyhodnou konformaci pro interakci s enzymem. Amidovou
skupinu 1ze zavést v libovolné ¢asti syntézy. Bylo by tedy mozné nejdiive spojku pfipojit
k N-fenyl-N-methylhydrazinovému fragmentu a posléze cely fragment napojit na skelet
inhibitoru pomoci amidového couplingu s karboxylovou skupinou postranniho fetézce
glutamatu. Na zaklad¢ téchto uvah bylo tedy uréeno misto pro zavedeni spojky, jak je
naznaCeno Sipkou na Schématu 4.1. V ptipadé, Zze by prvni vysledky biochemickych
experimentll naznacovaly vyrazny pokles schopnosti inhibice (nevhodné zvolené misto
navazani  spojky), lze wvyuzZit alternativniho  pfistupu v podobé  modifikace

benzyloxykarbamatového fragmentu.
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Schéma 4.1 Zvolené misto pro zavedeni spojky
o

~

A
@) NH
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NH,
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4.2 Navrh syntézy cilové molekuly

Prvnim  krokem designu cilové molekuly bylo wureni mista napojeni
oligoethylenglykolové spojky. V pfedchozim oddile bylo vybrdno rameno s N-fenyl-N-
methylhydrazinovou skupinou. Jelikoz oligoethylenglykolové fetézce byvaji Casto
nejnakladnéjSimi vychozimi chemikaliemi, je zddouci pfipojit intermediat obsahujici spojku co
nejpozdéji v reakéni sekvenci. Logické rozpojeni se nabizi v mist¢ amidové vazby
u postranniho fetézce glutamatu za myslenkového vzniku skeletu inhibitoru (4) a spojkou

opatieného hydrazinu (5).

Schéma 4.2 Navrh finalni casti syntézy cilové molekuly
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Hydrazinovy fragment je pomérn¢ komplexni svou hustou funkcionalizaci. Stejny atom
dusiku j e dvakrat substituovan;’/: fenylem a methylem. Obavali jsme se moinych problémﬁ pri
¢isténi kvili pfitomnosti protonovatelné skupiny). ReSerSi bylo potvrzeno, ze komer¢ni
dostupnost derivati tohoto typu je mald, pfemysleli jsme tedy nad moznym zjednodusenim
tohoto motivu. Rozhodli jsme se pro vynechéani jednoho atomu dusiku (a jeho nahrazeni CH»
skupinou), ¢imz ziskame benzylaminovy motiv, u né¢jz byl mnohem vétsi vybér mezi
komer¢nimi derivaty. N-Fenyl-N-methylhydrazinovy fragment byl tedy nahrazen fragmentem
benzylaminového typu. Predpokladali jsme, ze tato drobnd zména (zvyraznénd cervené na
Schématu 4.3) by neméla mit na afinitu inhibitoru vliv, jelikoz se nejednd o ¢ast molekuly
s vyznamnou interakci s enzymem. Timto rozhodnutim jsme uSetfili né€kolik krokl syntézy
¢asti se spojkou, ¢imz se opét podpofila snaha snizit spotfebu ,,drahych® intermediati.

Ptipravou fragmentu nesouciho spojku se zabyva nasledujici oddil.

Schéma 4.3 Zjednoduseni designu cilové molekuly

spojka spojka
. (spolke

Eww@ Eww@

NH, NH,

puvodni navrh, (3) zjednodusena varianta, (6)

Ackoli se oinhibitoru KYT-36 zmifiuje nékolik ¢&lankd'>®, samotna syntéza
slouceniny (2) nebyla navzdory jeji dilezitosti dosud publikovana. Skelet inhibitoru se sklada
ze n¢kolika podjednotek spojenych amidovymi vazbami. Syntéza peptidi na pevné fazi je velmi
efektivni metoda, zejména v ptipadé delSich peptidu. U kratSich sekvenci je vhodné&jsi vyuziti
peptidové syntézy v roztoku. Standardni postup opakovaného ptipojovani aminokyselinovych

derivatl by predstavoval zdlouhavy a naro¢ny proces, jak lze vidét ze Schématu 4.4 nize.
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Schéma 4.4 Obecné schéma peptidové syntézy v roztoku (PG predstavuje chranici skupinu, AA libovolnou
aminokyselinu)

R1
HO\H/kN
1 1
€ \A/ 2 . ] . > € \A/ \H/'\N R e \A/ \H/'\NH2
A amidovy coupling A H A
O O
R2
amidovy coupling HO\H/LN
0 H
y RO w R oo
ooy ML o, B L
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Dlouha série krokii s sebou nese i nutnost vétSitho poctu Cisticich operaci, coz vede
k nevyhnutelnym ztrdtdm materialu. Také je nutné vzit do tvahy ortogonalitu pouzitych
chranicich skupin: hydrogenacné labilni benzyloxykarbamat je soucasti skeletu inhibitoru,
karboxylovou skupinu postranniho fetézce glutamatu je Zadouci mit ochranénou az do faze
pfipojeni fragmentu se spojkou (napiiklad bazicky labilnim esterem) a g-aminoskupinu na
konci postranniho fetézce modifikovaného lysinu je nutné odlisit od aminoskupiny na N konci
(napfiklad kysele labilnim karbamatem). Dalsi obtizi této sekvence je pritomnost
a-ketoamidové skupiny. Tento typ derivatu aminokyselin, nadto jeSt€¢ se specifickym

chranénim, neni bézné komercné dostupny, coz opét zvysuje pocet potiebnych krokl syntézy.

Pro pfipravu a-hydroxyamidovych motivii se casto pouzivda PADAM sekvence
(z anglického Passerini reaction — Amine Deprotection — Acyl Migration).®*¢! Naslednou
oxidaci produktu této sekvence lze ziskat pokrocily intermediat, jez je blizky cilové molekule.
Pouziti této reakce vedlo ke znatnému zjednoduseni reakéni cesty oproti vySe navrhované
fragmentové syntéze (Schéma 4.5 nize). Je pravdépodobné, ze plvodni inhibitor (2) byl
pfipraven pravé s vyuzitim tohoto postupu. Cast reaktantii pro tuto sekvenci byla komeréné
dostupna: benzyl isokyanid a Cbz-Glu(OMe)-OH. Kyzeny aldehyd (9) bylo mozné ptipravit ve
dvou krocich z komeréné dostupné kyseliny Fmoc-Lys(Boc)-OH.
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Schéma 4.5 Navrh syntézy skeletu inhibitoru s vyuZitim PADAM sekvence
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4.3 Priprava benzylaminového fragmentu opatieného spojkou

Obecné¢ pravidlo pro optiméalni délku spojky pro iBody zatim nebylo nalezeno. Osvédcilo
se nam zaclit s oligoethylenglykolovym fetézcem o délce 4 az 6 jednotek, byl tedy zvolen
fetézec o délce péti ethylenglykolovych jednotek. Pivodni inhibitor (2) ma molekulovou
hmotnost M; = 630,75 g/mol, jednd se tedy o pomémné velkou molekulu. Pfipojenim delsi
¢isténi. Delsi peptidy, které mohou poslouzit jako analog pro tuto situaci, se vice rozmyvaji pii
chromatografii na silikagelu a standardni HPLC kolony maji velikost pért do 120 A;
efektivnost ¢isténi molekul o molekulové hmotnosti M; > 1200 g/mol se tak vyrazné zhor3uje.®
V nasi skupiné mame (zatim neopublikovanou) zkuSenost, Ze pfitomnost spojky neni vzdy
nutnd, pokud je molekula inhibitoru dostatecné¢ velkd. Pfesto je vhodné
s oligoethylenglykolovou spojkou zacit (v ptipadé€ vzniknuvsich problémi Ize od spojky upustit
pozdéji).

Aby bylo mozné jednoznacné stanovit koncentraci jak samotného inhibitoru v roztoku,

tak 1 primérny pocet molekul inhibitoru navazanych na vysledny polymer (iBody), byla cilova
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molekula ptizptisobena zvolené metod¢ stanoveni. Vzhledem k tomu, Ze ligand i polymer jsou
slozeny z atomti C, H, N a O, nepfipadala v uvahu elementarni analyza. Pro stanoveni byla
vybrana aminokyselinova analyza. Vhodnym internim standardem pro tuto metodu je
y-aminomaselna kyselina (zkracené GABA) obsaZena piimo v molekule derivatu inhibitoru.
Z nasi zkusSenosti se GABA pfi aminokyselinové analyze vyskytuje na LCMS chromatogramu
ve specifické oblasti — nepiekryva se s dalSimi latkami (vedlejsi produkty rozkladu polymeru

atd.) a lze tedy jasné€ stanovit koncentraci inhibitoru ve vzorku.

Nejjednodussi zpsob pro zavedeni této modifikace je zaradit GABA derivat za
oligoethylenglykolovy fetézec. Jedna se o0 méné polarni motiv v porovnani s PEG fetézcem, je
tedy vhodng&jsi jej umistit dale od inhibitoru a povrchu enzymu. Zaroven bylo potieba zajistit
jednoduché ptipojeni finalni molekuly na iBody. Zavedeny zptisob naSich spolupracovnikli na
UMCH AV CR je pfipojeni ligandu zakongeného aminoskupinou pomoci reakce s aktivnim
esterem, nebo vyuziti azidové skupiny ke ,,click® reakci. Inhibitor (2) ma ve struktuie volnou
aminoskupinu, nebylo tedy mozné vyuzit této varianty s aminoskupinou na konci spojky. Bylo
zvoleno zakonceni spojky azidovou skupinou pfipojenim kyseliny 2-azidooctové
k aminoskupiné GABA. Piitomnost pentaethylenglykolového fetézce zplsobuje niZsi
efektivitu extrakce a nutnost Castého CiSténi, coz vedlo k vyS$§im ztratdm pro nas cenného

intermediatu.

Testovaci experimenty couplingu s kyselinou 2-azidooctovou (Schéma 4.6) dosahovaly
velmi nizkych vytézka, kvili malé absorpci v UV spektru bylo obtizné téz ¢isténi. Optimalizace
tohoto kroku a syntéza benzylaminového derivatu probihaly soubézné. Toto paralelni feseni

vedlo ke zefektivnéni syntézy.

Pro aktivaci kyseliny 2-azidooctové byla vyzkouSena c¢inidla HATU a TSTU, oboji
v ptitomnosti baze DIPEA. Experimenty za pouziti ¢inidla HATU nevedly ke vzniku produktu.
Pro ptipravu methylesteru (10) byly pouzity podminky za pouziti ¢inidla TSTU. Po piidani
hydrochloridu methylesteru kyseliny y-aminomaselné byla reakéni smés ponechana za
laboratorni teploty pfes noc. Hnéda olejovita latka ziskana extrakci byla nasledné precisténa
pomoci preparativniho HPLC. Pro ptevedeni methylesteru (10) na karboxylovou kyselinu (11)
byly pouzity standardni hydrolytické podminky NaOH ve smési MeOH a H>O. Derivat GABA
zakonCeny azidovou skupinou (11) byl pfipraven ve vEétSim mnozstvi samostatné pred

pfipojenim na benzylaminovy fragment opatiteny spojkou.
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Schéma 4.6 Priprava derivatu y-aminomaselné kyseliny (11)

0 (i), (ii)

0
Ns\)J\OH 35 % NBQ}\HWO\R
0

(10), R = CHj

(i) | 90 %
(11),R=H =—

(i) TSTU, DIPEA, DMF, rt, 1h; (ii) hydrochlorid kyseliny y-aminomadselné, rt, 16 h;
(iii) NaOH, MeOH:H>O 1:1,rt, 2 h

Prvnim krokem piipravy benzylaminového fragmentu bylo spojeni komeréné dostupnych
slouCenin ferc-butyl-4-(aminomethyl)benzylkarbamétu a pentaethylenglykolového derivatu,
SuOOC-(PEG)s-N3. Diky komer¢ni dostupnosti aktivovaného NHS esteru odpadla nutnost
aktivace kyseliny pfedem pomoci couplingového ¢inidla. Vyhodou této reakce byla jeji rychlost
a Cistota, produkt (12) nemusel byt po extrakci dale ¢istén. Nasledné byl azid (12) pteveden na
amin (13). Selektivni redukce azidu lze dosahnout napiiklad Staudingerovou reduket, jejiz
nevyhoda ovSem spocivd v nutnosti oddélit vznikly trifenylfosfin oxid od produktu. Dalsi
moznost, ktera se nabizi, je katalytickd hydrogenace. Je obecné zndmo, Ze benzylaminové
uspotadani je méné hydrogenacné labilni nez uspotadani benzyletherové. Naopak azidova
skupina byva redukovdna pomoci H> velmi rychle, proto jsme piedpokladali moZnost
selektivné redukovat azidovou skupinu za zachovani benzylaminové skupiny. Byl tedy
proveden testovaci experiment katalytické hydrogenace, ktery potvrdil nasi hypotézu. Vyhodou
tohoto postupu oproti Staudingerové redukci je jednoduchost reakce. Po dokonceni katalytické

hydrogenace umozni filtrace odd¢€lit katalyzator od produktu.

Amin na druhém konci molekuly bylo potieba ochranit jinym typem chranici skupiny.
Byla zvolena chranici skupina Boc, jak kvili komeréni dostupnosti vychozi slouceniny, tak
kvili snadnému odstranéni chranici skupiny v kyselém prostiedi na konci syntézy
benzylaminového fragmentu. Amidy i1 azidy nachdzejici se v molekule jsou v kyselém prostiedi

stabilni, coz tvoti z Bocu ideélni chranici skupinu pro tento piipad.
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Schéma 4.7 Priprava benzylaminového derivatu opatreného pentaethylenglykolovou spojkou (13)
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(i) DIPEA, DMF, 1t, 1 h; (ii) Ha, Pd/C, THF, 1t, 1 h

Testovaci experiment couplingu derivatu GABA (11) s nepfecisténym intermedidtem
aminu (13) probihal s nizkym vytézkem. Pfed provedenim experimentu ve vét§im metitku byl
tudiz vznikly amin (13) po redukci nejdiive ptecistén. Pro aktivaci kyseliny (11) bylo zvoleno
¢inidlo HBTU, jehoz aktivita se pohybuje mezi HATU a TSTU. Coupling aminu (13)
s kyselinou (11) probihal s primérnym vytézkem. Vznikla slouc¢enina (14) byla po extrakci
ziskana ve vysoké Cistoté a pouZita do nasledujiciho kroku. Chréanici skupina byla odstranéna
pomoci TFA a v této fazi byla sloucenina ptecisténa pomoci reverzni chromatografie. Vznikly

amin (15) byl dale pouzit do amidového couplingu se skeletem inhibitoru (4).

Schéma 4.8 Priprava benzylaminového fragmentu opatieného spojkou (15)
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(14), R = Boc
(iii) | 85 %
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(1) HBTU, DIPEA, DMF, 0 °C, 10 min; (ii) sloucenina (13), 0 °C — rt, 2 h; (iii) TFA, DCM,
rt, 30 min
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4.4 Piiprava skeletu inhibitoru

Pro provedeni Passeriniho reakce bylo potteba piipravit aldehyd odvozeny od kyseliny
Fmoc-Lys(Boc)-OH. Redukce kyseliny na aldehyd je obecné obtizné kontrolovatelnd. Bézné
pouzivand redukéni cCinidla (napfiklad LiAlHs ¢i DIBAH) mohou byt pfili§ reaktivni
a redukovat vznikly aldehyd déle na alkohol. Misto obtizn¢ kontrolovatelné parcidlni redukce
kyseliny byl zvolen piistup pies Weinrebtiv amid.®*** PiestoZe se jedna o dvoukrokou sekvenci,
jeji vytéznost byva vyssi nez u piimé redukce vychozi kyseliny. Vznikajici aldehyd lze po
rozlozeni reakéni smési, extrakci a odpareni rozpoustédla izolovat ve vysoké Cistoté. Prvnim
krokem tedy bylo vytvofeni Weinrebova amidu za vyuziti N,O-dimethylhydroxylaminu
a ¢inidla HATU.% Vznikly produkt (16) nebylo po extrakci potieba dale &istit. Sloucenina (16)
byla néasledné redukovana za nizké teploty pomoci LiAlHs v THF. Aldehydy odvozené od
a-aminokyselin podléhaji racemizaci z divodu snadné enolizace. Vzhledem k pfitomnosti
jediného stereogenniho centra ve vzniklém aldehydu (9) by nebylo snadné sledovat, zda
k tomuto jevu dochézi. Aldehyd (9) tudiZ nebyl €istén pomoci sloupcové chromatografie a byl

pouzit piimo do Passeriniho reakce.

Schéma 4.9 Priprava aldehydu (9) pro Passeriniho reakci

.B
- BOC HN"=%¢ - BOC
(i), (ii) (iii)
_— _—
kvant. 96 %
Fmoc.. 0 FmOC\H © Fmoc. ~\0
H OH /N\O/ H

(16) ®)

(1) HATU, DIPEA, DMF, 0°C, 10 min; (i1) &, O-dimethylhydroxylamin hydrochlorid,
0 °C — rt, 90 min; (ii1) LiAlH4, THF, - 78 °C, 3 h

Za vyuziti Passeriniho reakce lze jednim reakénim krokem pfipravit pokrocily
o-acyloxyamidovy motiv.%%® Kondenzaci kyseliny Cbz-Glu(OMe)-OH, benzyl izokyanidu
a chranéného a-aminoaldehydu (9) lze pfipravit diive zminény a-acyloxyamidovy motiv. Pfi
nasledném odstranéni chranici skupiny aminu a intramolekuldrni migraci acylového fragmentu

vznikd B-acylamino-a-hydroxy motiv pfitomny ve slouceniné (8). Tento motiv, ptipadné jeho
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oxidovana forma (B-acylamino-a-keto), je zajimavy z farmaceutického hlediska, jelikoz se
vyskytuje ve struktufe inhibitorti riiznych protedz.®”% Jako chranici skupina aminu u vychoziho
aldehydu (9) byl zvolen Fmoc, coZz umoznuje odstranéni chranici skupiny a migraci acylu
v jednom kroku. Pfiddnim nadbytku piperidinu ke slouc¢ening (8) byl ziskan a-hydroxyamid (7),
jez byl nasledné ptecistén pomoci reverzni chromatografie. Smési diastereoizomert sloucenin
(8) a (7) nebylo mozné chromatograficky oddélit, ale jejich existence byla pozorovatelna
v NMR spektrech. Stépeni signalii v '*C NMR se projevovalo vyrazngji nez u '"H NMR spekter

a tudiz znemoziovalo jejich interpretaci.

Schéma 4.10 Priprava p-acylamino-a-hydroxy derivatu (7) za pouziti PADAM sekvence
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(1) DCM, 1t, 16 h; (i1) piperidin, DCM, rt, 16 h

Smés diastereoizomertl (8) 1 (7) nebylo nutné separovat, jelikoz dalsim krokem syntézy
byla oxidace a-hydroxyamidu (7) na a-ketoamid (17), ¢imZ stereogenni centrum zaniklo. Bylo
pouzito Cinidlo na bazi hypervalentniho jodu: DMP (Dess-Martin Periodinane). Jednd se
o jemné oxida¢ni Cinidlo, jez se krom¢ oxidace sekundarnich alkoholli na ketony vyuziva
predevsim na oxidaci primarnich alkoholi na aldehydy.®® Po provedeni reakce byla slou¢enina

preciSténa pomoci reverzni chromatografie. Methylester (17) byl pfeveden na volnou
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kyselinu (4) v bazickém prostfedi NaOH, jez nebyla déle ¢isténa pied amidovym couplingem

s aminem (15).

Schéma 4.11 Priprava skeletu inhibitoru (4) pro amidovy coupling

() U O)J\ﬁ "
83 % (@)

(17), R = CH;4
(i) | kvant.
(4), R=H —<=——

(i) DMP, DCM, rt, 2,5 h; (i1)) NaOH, MeOH:H>O 3:1,rt,2 h

4.5 Syntéza cilové molekuly

Klicovym krokem syntézy bylo spojeni skeletu inhibitoru (4) se spojkou opatfenym
benzylaminovym fragmentem (15) pomoci amidového couplingu. Testovaci experiment
couplingu kyseliny (4) s modelovym aminem H-Phe-OtBu neposkytl pfedpokladany produkt.
Z analyzy UPLC-MS chromatogramu bylo zfetelné, Ze amin ziistal v reakéni smési, kdezto
kyselina byla spottebovana. Byly tedy provedeny testovaci experimenty, kdy byl pozorovan
prabeh aktivace kyseliny a jeji stabilita za pouziti rliznych aktiva¢nich ¢inidel. V ptitomnosti
HATU a baze DIPEA bylo po necelé hodin€¢ pozorovano spotifebovani vychozi kyseliny (4) za
vzniku nezndmého produktu. Na UPLC-MS chromatogramu bylo moZné pozorovat vznik
novych sloucenin, jez se nachazely, oproti piivodni kyseling, v méné polarni oblasti. Jejich
hmotnostni spektrum naznacovalo ubytek pozorované molekulové hmotnosti o 18 jednotek

(Obrazek 4.4).
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Obrazek 4.4 HPLC analyza intramolekularni cyklizace s UV detekci: reakcni smés aktivace kyseliny (4) s pouZitim

HATU a DIPEA
\lids.uochb.cas...\TG-125A-1h.raw Injection 1 PDA - Total Absorbance Chromatogram
. M-18
|
7 l |
1.5x1071 [
| '
| [ 1
I I
| 1
| |
1.0x1071 f | { [
o | ,
| | I\
A | | il
|1 \ .
e Y \\_ Il \ I'lI I || Il
~— el o T VL N / '-\ / ‘L
5.0x10% et S Y o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.5 36 3.7 38 39 40 4.1 42 43 44 45 48 47 48 489 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 59 &
Retention ime (min)

Vzniklé slougeniny déle nereagovaly ani po piidani aminu. Ubytek pozorované hmotnosti
0 18 jednotek mulize znamenat ztratu molekuly vody. Tyto skute¢nosti naznaCovaly, ze
nezndmym produktem neni Zadany aktivovany ester kyseliny, nybrz se jedna o produkt
intramolekularni cyklizace. Pokud pfedpoklddame vznik cyklii bézné velikosti, jsou patrné dvé
moznosti cyklizace, za vzniku péti-, ¢i Sesti¢lenného cyklu, jak je nazna¢eno na Schématu 4.12
nize. Tyto dvé moznosti by mohly vysvétlovat vznik dvou rdznych sloucenin o stejné
molekulové hmotnosti. Stejna situace se opakovala pii pouZiti TSTU v ptitomnosti baze DIPEA

(i za chlazeni ledovou lazni), pouze se zménil pomér vznikajicich produkti.

Schéma 4.12 Schéma intramolekularni cyklizace kyseliny (4)
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Fenomén cyklizace amidl derivati glutamatu pii aktivaci y-karboxylové kyseliny byl
zkouman v fadé studii. Autofi ¢lanku’® z roku 2009 doporucuji k omezeni cyklizace pouZiti
slabsi baze. Pti pouziti 2,4,6-kolidinu se mira cyklizace vyrazné snizila. I v ptipadé aktivnéjSiho
HATU bylo po jedné hodin¢ pozorovano jen malé mnozstvi produktu cyklizace. Po tfech
hodinach byl pomér cyklizované formy vuci aktivované formé kyseliny zhruba 1:1. Dal$im
krokem po vybéru vhodné baze bylo provedeni testovacich experimentii s modelovou
aminokyselinou H-Phe-OtBu (pfipraveny benzylaminovy fragment se spojkou byl pfili§ cenny
intermediat pro pouziti v optimalizaci podminek). Pro tyto pokusy byla vybréana ¢inidla HBTU
a PyBOP. V ptipadé HBTU byl po 15 minutach aktivace v ptitomnosti 2,4,6-kolidinu ptidan
amin H-Phe-OtBu. Cinidlo PyBOP nereaguje s aminy a tudiz mohly byt reaktanty smichany
bez ptedeslé aktivace. Po dvou hodinach v ptipadé PyBOPu nezreagovalo ptes 20 % vychozi

kyseliny (4), u HBTU ¢inil tento podil oproti produktu pouze necelych 15 % (Obrazek 4.5).

Obrazek 4.5 HPLC analyza testovaciho experimentu amidoveho couplingu za pouziti 2,4,6-kolidinu a HBTU s UV
detekci

\\ds.uochb .cas...\TG-132A-2h raw Injection 1 PDA - Total Absorbance Chromatogram
3.0x107 i
<15 % I
7| . r
2510 aktivované | |
1 kyseliny produkt | |
2.0x107 |
1.5%107 l \ | |
| |
2
1.0x107 i . J
| f\ o
f\ II { | |'-\ .'I L~ | f\
c i\ I\ WA \ |
5.0x10% . I .~ NS oo S o N N N S ¥ e Al o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.5 36 3.7 38 39 40 4.1 42 43 44 45 48 47 48 49 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8 59 &
Retention fime (min)

Pro amidovy coupling skeletu inhibitoru (4) s benzylaminovym fragmentem (15) byly
vybrany podminky aktivace s HBTU v pfitomnosti 2,4,6-kolidinu. Kyselina byla aktivovana po
dobu 10 minut za soucasného chlazeni ledovou lazni, po pfidani aminu (15) byla reakéni smé&s
ponechana za laboratorni teploty ptfes noc. Vytézek po precisténi preparativnim HPLC byl
24 %. Jedna se o pomérné velké molekuly reagujici v malé koncentraci, cyklizace tedy mohla
¢astené probihat kvili prodlouzenému reakénimu casu, coz mohlo mit vliv na vytézek.
Poslednim krokem syntézy bylo odstranéni chranici skupiny Boc ve slouceniné (18) za pouziti

TFA. Naslednou preparativni HPLC chromatografii byla ziskéna cilova molekula (19).
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Schéma 4.13 Priprava cilové slouceniny (19)
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(1) HBTU, 2.,4,6-kolidin, DMF, 0 °C, 10 min; (ii) slouc¢enina (15), 0 °C — rt, 16 h; (iii) TFA,
DCM, rt, 30 min

4.6 Testovani pripravené slouceniny

Sloucenina (19) byla piedana kolegiim z biochemického oddé€leni. Pro urceni aktivity
gingipainu v piitomnosti (19) byl pouZit postup enzymatické eseje dle Potempy et. al.”' Tato
esej je zaloZena na enzymatické hydrolyze syntetického substratu peptidového typu, ktery ma

lysinové reziduum v pozici P1 a zaroven nese chromogenni nebo fluorogenni skupinu. Stépeni

37



substratu vede k zabarveni roztoku ¢i emisi fluorescence, jejichz intenzita je pfimo umérna
aktivit¢ enzymu. P. gingivalis navic neprodukuje dalsi protedzy specifické pro lysin, a tak je
mozné pro meétfeni pouzit jak purifikovany rekombinantni enzym, tak pfimo bakteridlni
kultury.”> PfestoZe je méfeni aktivity pomoci fluorogennich substrati obecné citlivéjsi,
chromogenni substraty na bazi p-nitroanilinu jsou v tomto piipad¢ preferovany. Pfi pouziti
surovych kultur totiz nedochazi ke zhaseni fluorescence roztokem média a jsou navic i cenové
dostupnéjsi.

Stanoveni inhibi¢ni koncentrace ICso a inhibicni konstanty K; bylo provedeno
chromogenni eseji se substraty na bazi p-nitroanilinu dle zminéného protokolu.”! Inhibi¢ni
koncentrace slouceniny (19) byla stanovena na ICso = 4,5 nM. Hodnota inhibi¢ni konstanty (Kj)
slouceniny (19) byla stanovena v kvadruplikatu na K; = 70 £ 65 pM, coz se velmi dobfe shoduje

s hodnotou K; ptivodniho inhibitoru (K, kyT-36 = 75 pM).
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité pristroje a chemikalie

Vychozi reaktanty a vSechna rozpoustédla byly pouzity ve stavu, v jakém byly ziskany
z komer¢nich zdroji (Fluorochem, TCI, Merck). Reakéni smési byly analyzovany metodou
UPLC-MS za pouziti UPLC ptistroje Waters UPLC H-Class Core System na kolong s reverzni
fazi Waters Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 2.1 x 100 mm s detekci Waters Acquity UPLC
PDA diodového pole v oblasti 190 — 800 nm v kombinaci s pfistrojem pro hmotnostni
spektrometrii Waters SQD2 Mass spectrometer fizeném pomoci softwaru MassLynx. Pro
sledovani prib¢hu hydrogenace a sloupcové chromatografie byly pouzity TLC hlinikové desky
s vrstvou silikagelu 60 F2s4 od firmy Merck. Detekce byla provadéna za vyuziti UV lampy
(A =254 nm).

Pro separace sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm;
Fluka). Separace za pouziti reverzni stacionarni faze C18 na kolon¢€ byly provadény na zatizeni
Isco Teledyne pro FCC chromatografii, pti vlnovych délkach detektoru 210 nm a 254 nm po
dobu 18 — 30 minut za pritoku 25 — 40 ml/min (v zavislosti na mnoZzstvi separované smesi
a velikosti pouzité kolony). Ci§téni pomoci preparativniho HPLC probihalo za pouziti piistroje
od firmy Jasco Inc. (prutok 10 ml/min, délka programu 60 minut) na koloné s reverzni

stacionarni fazi Reprosil 100 C18, 5 pm, 250 mm x 4 mm s UV detekei pii 4 = 210 nm.

NMR spektra 'H a '3C byla naméfena na pristroji Bruker Avance III™ HD 400 MHz
Prodigy s kryosondou ('H pii 400 MHz, '*C pti 100 MHz). Byla pouzita rozpoustédla CDCls
a CD30OD. Hmotnostni spektra o nizkém rozliSeni byla méfena pomoci kvadrupdlového
ortogonalniho zrychleni doby letu tandemovym hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Micro
(Waters), spektra o vysokém rozliSeni na ptistroji ZS Micromass Mass Spectometer (Waters)

vybaveném vicemodovym zdrojem iontl ESCi a fizeném pomoci softwaru MassLynx.

39



5.2 Pracovni postupy

Kyselina (5)-5-(((S)-1-(benzylamino)-7-((ferc-butoxykarbonyl)amino)-1,2-dioxoheptan-3-
yl)amino)-4-(((benzyloxy)karbonyl)amino)-5-oxopentanova (4)

Os_OH

K roztoku slouc¢eniny (17) (60 mg; 93,6 umol; 1,0 ekv.) v MeOH:H20 / 3:1 (5 ml) byl
pridan 1M vodny roztok hydroxidu sodného (280 pl; 0,28 mmol; 3,0 ekv.). Reakéni smés byla
michéana za laboratorni teploty po dobu 2 hodin, konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS.
Nasledné bylo pH reakéni smési upraveno na hodnotu 2 ptidavkem 10% vodného roztoku
KHSO4, byla ptidana solanka (10 ml) a produkt byl extrahovan DCM (4 x 15 ml). Organicky
extrakt byl nasledn¢ susen bezvodym MgSQ4, suspenze byla poté piefiltrovana a rozpoustédlo

odpareno. Bylo ziskdno 58 mg (kvant.) bilé amorfni latky.

ESI MS: 625 ((M —H]). HR ESI MS: vypocteno pro C32H41O9N4~ 625,28790; nalezeno
625,28760. '"H NMR: (400 MHz, CD30D) 8 1,21 — 1,53 (m, 6H); 1,42 (s, 9H); 1,82 — 2,12 (m,
2H); 2,34 — 2,46 (m, 2H); 2,88 — 3,07 (m, 2H); 3,99 — 4,24 (m, 2H); 4,35 — 4,47 (m, 2H); 5,01
—5,18 (m, 2H); 7,19 — 7,25 (m, 2H); 7,25 — 7,39 (m, 10H).

Z divodu existence rotamerli a moznych hemiacetalli, které zplsobovaly vyrazné

rozstépeni signalli ve spektru '3C, nebylo naméfené spektrum interpretovano.
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Methyl-(45)-5-(((35)-1-(benzylamino)-7-((terc-butoxykarbonyl)amino)-2-hydroxy-1-
oxoheptan-3-yl)amino)-4-(((benzyloxy)karbonyl)amino)-5-oxopentanoat (7)

K roztoku slouceniny (8) (0,64 g; 0,74 mmol 1,0 ekv.) v DCM (8 ml) byl ptidan piperidin
(0,80 ml; 7,4 mmol; 10,0 ekv.). Reakéni smés byla michana pfes noc za laboratorni teploty.
Nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno a odparek byl susen na vysokém vakuu. Reverzni
chromatografie odparku (C18 reverzni silikagel, gradient H,O (0,1 % TFA):MeCN 98:2 —
0:100) poskytla po nasledné lyofilizaci 340 mg (71 %) bilé amorfni latky.

ESI MS: 665 ([M + Na]"). HR ESI MS: vypocteno pro C33HasO9NsNa® 665,31570;
nalezeno 665,31476. 'TH NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 1,19 — 1,50 (m, 4H); 1,41 (s, 9H); 1,50 —
1,77 (m, 2H); 1,78 — 2,13 (m, 2H); 2,28 — 2,48 (m, 2H); 3,00 (m, 2H); 3,62 (s, 3H); 4,09 — 4,29
(m, 3H); 4,31 — 4,46 (m, 2H); 4,69 — 4,94 (m, 1H); 4,99 — 5,12 (m, 2H); 6,02 (bs, 1H); 7,11 (m,
1H); 7,20 — 7,34 (m, 10H); 7,35 — 7,46 (m, 2H).

Z divodu existence diastereoisomert, které zptisobovaly vyrazné rozstépeni signali ve

spektru *C, nebylo naméfené spektrum interpretovano.
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1-((35)-3-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-1-(benzylamino)-7-((zerc-
butoxykarbonyl)amino)-1-oxoheptan-2-yl)-5-methyl-((benzyloxy)karbonyl)-L-glutamat
®

HN,Boc
(0]
Fmoc<
N
o O°
- o)
~
Y

K roztoku kyseliny Cbz-Glu(OMe)-OH (0,56 g; 1,88 mmol; 1,0 ekv.) a aldehydu (9)
(0,85 g; 1,88 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém DCM (15 ml) pod ochrannou atmosférou dusiku byl
pfidan benzyl isokyanid (252 pl; 2,07 mmol; 1,1 ekv.). Reakéni smés byla michana pod
ochrannou atmosférou dusiku za laboratorni teploty pies noc. Poté byl ptidan 10% vodny roztok
KHSO4 (10 ml) a smés byla intenzivné michdna po dobu 30 minut. Nasledn¢ byl pfidan DCM
(80 ml), organicka vrstva byla promyta 10% vodnym roztokem KHSO4 (2 x 80 ml), nasycenym
roztokem NaHCO3; (2 x 80 ml) a solankou (1 x 50 ml). Organicky extrakt byl nasledné susen
bezvodym MgSO4, suspenze byla poté piefiltrovana a rozpousStédlo odpatfeno. Sloupcova
chromatografie odparku (300 ml silikagel, mobilni faze DCM:MeOH /40:1 poté 15:1) poskytla
1,14 g (70 %) Zluté amorfni latky.

ESI MS: 887 (M + Na]"). HR ESI MS: vypoc¢teno pro CsgHssO11NsNa" 887,38378;
nalezeno 887,38328. "H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 1,35 — 1,80 (m, 6H); 1,41 (m, 9H); 1,98
2,36 (m, 2H); 2,37 — 2,56 (m, 2H); 2,90 — 3,23 (m, 2H); 3,61 (s, 0,9H); 3,66 (s, 2,1H); 4,01 —
4,25 (m, 2H); 4,28 — 4,43 (m, 2H); 4,44 — 4,65 (m, 2H); 4,67 — 5,00 (m, 2H); 5,26 — 5,45 (m,
1H); 5,81 — 5,94 (m, 0,7H); 6,23 — 6,32 (m, 0,3H); 7,12 — 7,17 (m, 1H); 7,17 — 7,34 (m, 12H);
7,35 — 7,43 (m, 2H); 7,51 — 7,64 (m, 2H); 7,67 (m, 1H): 7,71 — 7,79 (m, 2H).

Z duvodu existence diastereoisomerti, které¢ zptisobovaly vyrazné rozstépeni signali ve

spektru 1°C, nebylo naméfené spektrum interpretovano.
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(9H-Fluoren-9-yl)methyl-zerc-butyl-(6-oxohexan-1,5-diyl)(S)-dikarbamat (9)

_Boc
HN

Fmoc\H _0

Roztok slouceniny (16) (1,00 g; 1,96 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém THF (10 ml) byl
vychlazen na — 78 °C pod ochrannou atmosférou dusiku. Nasledn¢ byl k reakéni smési béhem
20 minut postupné ptikapan 1M roztok LiAlHs v THF (4,00 ml; 4,00 mmol; 2,0 ekv.). Reak¢cni
smés byla michdna pod ochrannou atmosférou dusiku za teploty — 78 °C po dobu 3 hodin,
konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS. Poté byla reakéni smés rozlozena pridavkem
nasycen¢ho roztoku vinanu draselno-sodné¢ho (70 ml) a produkt byl extrahovan DCM
(3 x 80 ml). Spojené organické extrakty byly suSeny bezvodym MgSOs, suspenze byla poté
prefiltrovana a rozpoustédlo odpareno. Bylo ziskano 850 mg (96 %) bilé amorfni latky, ktera

byla dale pouzita bez ¢isténi.

Methyl-4-(2-azidoacetamido)butanoat (10)

O
Ng L 0
3 H/\/\(g(\

K roztoku kyseliny 2-azidooctové (0,20 g; 1,98 mmol; 1,0 ekv.) a TSTU (0,60 g;
1,98 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém DMF (5 ml) byla za michani pfiddna DIPEA (1,03 ml;
5,93 mmol; 3,0 ekv.). Po 1 hodiné¢ byl pfidan hydrochlorid methyl esterukyseliny
y-aminomdselné (304 mg; 1,98 mmol; 1,0 ekv.) areakéni smés byla michana pfes noc za
laboratorni teploty. Nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno. Odparek byl rozpustén ve smési
DCM:iPrOH / 10:1 (10 ml) a nasycené¢ho roztoku NaHCO; (10 ml) a smés byla intenzivné
michana po dobu 15 minut. Organicka vrstva byla poté oddélena, produkt byl z vodné vrstvy
extrahovan timto zpiisobem celkem Cctytikrat. Spojené organické extrakty byly suSeny
bezvodym MgSOs, suspenze byla poté prefiltrovana a rozpoustédlo odpatreno. Preparativni
HPLC odparku (C18 reverzni silikagel, gradient H>O (0,1 % TFA):MeCN 98:2 — 70:30)
poskytlo po nasledné lyofilizaci 140 mg (35 %) hnéd¢ olejovité latky.
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ESIMS: 223 (M +Na]"). HR ESI MS: vypoéteno pro C7H 303N4" 201,09822; nalezeno
201,09824. '"H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 1,86 (p, J = 7,0 Hz, 2H); 2,37 (¢, J = 7,2 Hz, 2H);
3,33 (td, J = 6,9; 5,8 Hz, 2H); 3,68 (s, 3H); 3,96 (s, 2H); 6,58 (s, 1H). 3C NMR: (100 MHz,
CDCl) 6 24,5; 31,5; 39,0, 51,9; 52,8; 166,9; 173,8.

Kyselina 4-(2-azidoacetamido)butanova (11)

@)
N OH
SQKH/\/EJ

K roztoku slouceniny (10) (50 mg; 0,25 mmol; 1,0 ekv.) v MeOH:H>O / 1:1 (2 ml) byl
pfidan 1M vodny roztok hydroxidu sodného (1,00 ml; 1,00 mmol; 4,0 ekv.). Reakéni smés byla
michéna za laboratorni teploty po dobu 2 hodin, konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS.
Nasledné bylo pH reakéni smési upraveno pridavkem 10% vodného roztoku KHSO4 (15 ml),
byla pfidana smés DCM:iPrOH / 10:1 (10 ml) a vznikla smé&s byla intenzivné michana po dobu
15 minut. Organicka vrstva byla poté oddélena, produkt byl z vodné vrstvy extrahovan timto
zpisobem celkem Sestkrat. Spojené organické extrakty byly suseny bezvodym MgSOs4,
suspenze byla poté prefiltrovana a rozpoustédlo odpateno. Bylo ziskdno 42 mg (90 %) ciré

olejovité latky, kterd byla dale pouzita bez Cisténi.

ESI MS: 209 ([M + Na]"). HR ESI MS: vypoéteno pro CsHi0O3NsNa™ 209,06451;
nalezeno 209,06449. TH NMR: (400 MHz, CDsOD) 6 1,81 (p,J = 7,2 Hz, 2H); 2,33 (t,J=7,4
Hz, 2H); 3,27 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 3,87 (s, 2H). 13C NMR: (100 MHz, CD;0D) 6 25,7; 32,1;
39,8; 53,0; 170,2; 176,8.

terc-Butyl-(4-(20-azido-3-0x0-6,9,12,15,18-pentaoxa-2-azaikosyl)benzyl)karbamat (12)
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Kroztoku SuOOC-(PEG)s-N3 (180 mg; 0,42 mmol; 1,0ekv.) a terc-butyl-4-
(aminomethyl)benzylkarbamatu (98 mg; 0,42 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém DMF (5 ml) byla
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za michéni pfiddna DIPEA (220 pl; 1,25 mmol; 3,0 ekv.). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 1 hodiny, konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS. Nésledné
bylo rozpoustédlo odpafeno. Odparek byl rozpustén v DCM (15 ml), organickéd vrstva byla
promyta 10% vodnym roztokem KHSO4 (2 x 15 ml), vodné vrstvy byly spojeny a extrahovany
DCM (15 ml). Organické extrakty byly spojeny a promyty nasycenym roztokem NaHCO;
(2 x 30 ml), vodné vrstvy byly spojeny a promyty DCM (30 ml). Organické extrakty byly
nasledné suseny bezvodym MgSOs, suspenze byla poté prefiltrovana a rozpoustédlo odpaieno.

Bylo ziskdno 227 mg (kvant.) nazloutlé olejovité latky, ktera byla déale pouzita bez ¢isténi.

ESI MS: 576 (M + Na]"). HR ESI MS: vypocteno pro CasHasOsNs™ 554,31844;
nalezeno 554,31838. TH NMR: (400 MHz, CDCl;3) & 1,45 (s, 9H); 2,51 (t,J= 5.7 Hz, 2H); 3,36
(dd, J=5,6; 4,6 Hz, 2H); 3,55 — 3,68 (m, 18H); 3,74 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 4,27 (d, J = 6,0 Hz,
2H); 4,42 (d, J = 5.9 Hz, 2H); 4,91 (s, 1H); 6,88 (t, J= 6,3 Hz, 1H); 7,20 — 7,25 (m, 4H). 13C
NMR: (100 MHz, CDCIls) & 28,5; 37,1; 43,1; 44,5; 50,8; 67,4; 70,2; 70,4; 70,4; 70,6; 70,6;
70,6; 70,7; 70,8; 70,8; 70,8; 79,6, 127,8; 127,9; 137,9; 138,1; 156,0; 171,7.

terc-Butyl-(4-(20-amino-3-0x0-6,9,12,15,18-pentaoxa-2-azaikosyl)benzyl)karbamat (13)
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K roztoku slouc¢eniny (12) (60 mg; 0,11 mmol) v bezvodém THF (10 ml) bylo ptidano
Pd/C (6 mg; 10% m/m). Reakcni smés byla probublavana vodikem za laboratorni teploty po
dobu 1 hodiny, konverze byla sledovana pomoci TLC. Reakéni smés byla nasledné
prefiltrovana a rozpoustédlo odpateno. Preparativni HPLC odparku (C18 reverzni silikagel,
gradient H2O (0,1 % TFA):MeCN 90:10 — 60:40) poskytlo po nasledné lyofilizaci 41 mg
(72 %) zluté olejovité latky.

ESI MS: 528 (M + H]"). HR ESI MS: vypoéteno pro CasHasOsN3Na® 550,30989;
nalezeno 550,30964. 'TH NMR: (400 MHz, CD;0D) & 1,45 (s, 9H); 2,51 (t, J = 5,9 Hz, 2H);
3,09 (t, J = 5,0 Hz, 2H); 3,58 — 3,73 (m, 18H); 3,77 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 4,20 (s, 2H); 4,37 (s,
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2H); 7,21 — 7,27 (m, 4H). 13C NMR: (100 MHz, CD;0D) & 28,8; 37,4; 40,5; 43,8; 44,7; 67,9;
68,3; 70,9; 71,0; 71,2; 71,2; 71,2; 71,3; 71,4; 80,2; 128,3; 128,6; 138,7; 140,0; 158,5; 173.9.

terc-Butyl-(4-(28-azido-3,22,27-triox0-6,9,12,15,18-pentaoxa-2,21,26-
triazaoktakosyl)benzyl)karbamat (14)
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Roztok kyseliny (11) (16 mg; 86 umol; 1,1 ekv.) a HBTU (32 mg; 86 umol; 1,1 ekv.)
v DMF (1 ml) byl vychlazen ledovou lazni pod ochrannou atmosférou dusiku. Za michani byla
nasledné pridana DIPEA (40 ul; 0,23 mmol; 3,0 ekv.). Po 10 minutach byl pfidan roztok aminu
(13) (41 mg; 78 umol; 1,0 ekv.) v DMF (1 ml). Chladici lazen byla odstranéna a reakéni smés
byla michdna po dobu 2 hodin za laboratorni teploty, konverze byla sledovana pomoci
UPLC-MS. Nasledné bylo rozpoustédlo odpareno. Odparek byl rozpustén v DCM (15 ml),
organicka vrstva byla promyta 10% vodnym roztokem KHSO4 (2 x 15 ml), vodné vrstvy byly
spojeny a extrahovany DCM (15 ml). Organické extrakty byly spojeny a promyty nasycenym
roztokem NaHCO3 (2 x 30 ml), vodné vrstvy byly spojeny a promyty DCM (30 ml). Organické
extrakty byly nasledné suSeny bezvodym MgSO4, suspenze byla poté prefiltrovana
a rozpoustédlo odpateno. Bylo ziskdno 32 mg (59 %) cCiré olejovité latky, kterd byla dale
pouzita bez ¢isteéni.

ESI MS: 718 ([M + Na]"). HR ESI MS: vypocteno pro Cs:Hs4sO10N7" 696,39267;
nalezeno 696,39258. TH NMR: (400 MHz, CDsOD) & 1,45 (s, 9H); 1,80 (p, J = 7,2 Hz, 2H);
2,23 (t,J=17,5 Hz, 2H); 2,49 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,20 — 3,28 (m, 2H); 3,35 (m, 2H); 3,53 (t, J
= 5,5 Hz, 3H); 3,57 — 3,65 (m, 16H); 3,75 (t, J= 6,1 Hz, 2H); 3,87 (s, 2H); 4,20 (s, 2H); 4,35 —
4,40 (m, 2H); 7,21 — 7,28 (m, 4H); 8,02 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 8,12 (bs, 1H); 8,35 (t, /= 5,6 Hz,
1H); 3C NMR: (100 MHz, CDs0D) § 26,6; 28,8; 34,3; 37,7; 39,9; 40,4; 43,8; 44,7; 53,0; 68,3;
70,5;71,2; 71,4; 71,5; 71,5; 71,5; 71,5; 80,2; 128,3; 128,6; 138,7; 139,9; 158,5; 170,2; 173,9;
175,5.
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N-(4-(Aminomethyl)benzyl)-1-(4-(2-azidoacetamido)butanamido)-3,6,9,12,15-
pentaoxaoktadekan-18-amid (15)

H,N
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K roztoku slouceniny (14) (32 mg; 46 umol) v DCM (1 ml) byla pfidana kyselina
trifluoroctovéa (1 ml). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 30 minut
nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno a odparek byl suSen na vysokém vakuu. Preparativni
HPLC odparku (C18 reverzni silikagel, gradient H>O (0,1 % TFA):MeCN 98:2 — 70:30)
poskytlo po nasledné lyofilizaci 23 mg (85 %) €iré olejovité latky.

ESI MS: 596 (M + H]"). HR ESI MS: vypocteno pro C7HasOsN7Na™ 618,32212;
nalezeno 618,32218. 'H NMR: (400 MHz, CD;0D) 6 1,80 (p, J= 7,2 Hz, 2H); 2,22 (t,J = 7,4
Hz, 2H); 2,51 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,23 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 3,34 (t, /= 5,5 Hz, 2H); 3,53 (t, J =
5,5 Hz, 2H); 3,58 — 3,65 (m, 16H); 3,76 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,87 (s, 2H); 4,11 (s, 2H); 4,41 (s,
2H); 7,38 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,42 (d, J = 8,3 Hz, 2H). 13C NMR: (100 MHz, CD30D) § 26,6;
34,3; 37,7; 39.9; 40,4; 43,6; 44,1; 53,0; 68,3; 70,6; 71,2; 71,3; 71,4; 71,5; 71,5; 71,5; 129,1;
130,2; 133,2; 141,4; 170,2; 174,1; 175,5.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl-ferc-butyl-(6-(methoxy(methyl)amino)-6-oxohexan-1,5-diyl)($)-
dikarbamat (16)

_Boc
HN

Roztok kyseliny Fmoc-Lys(Boc)-OH (1,00 g; 2,13 mmol; 1,0 ekv.) a HATU (0,81 g;
2,13 mmol; 1,0 ekv.) v DMF (7 ml) byl vychlazen ledovou 1dzni pod ochrannou atmosférou
dusiku. Za michani byla nésledné ptfidana DIPEA (1,11 ml; 6,39 mmol; 3,0 ekv.). Po
10 minutach byl pfiddn N,O-dimethylhydroxylamin hydrochlorid (0,23 g; 2,35 mmol;
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1,1 ekv.). Chladici lazen byla odstranéna a reakéni smés byla michdna 90 minut za laboratorni
teploty, konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS. Nasledné bylo rozpoustédlo odpateno.
Odparek byl rozpustén v EtOAc (80 ml), organicka vrstva byla promyta 10% vodnym roztokem
KHSO4 (2 x 80 ml), vodou (1 x 80 ml), nasycenym roztokem NaHCO3 (2 x 80 ml) a solankou
(1 x 50 ml). Organicky extrakt byl ndsledn¢ susen bezvodym MgSO4, suspenze byla poté

ptefiltrovana a rozpoustédlo odpateno. Bylo ziskano 1,10 g (kvant.) zluté amorfni latky.

ESI MS: 534 ([M + Na]"). HR ESI MS: vypocteno pro CasHs;OgN3Na* 534,25746:
nalezeno 534,25739. 'TH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 1,35 — 1,55 (m, 4H); 1,43 (s, 9H); 1,56 —
1,82 (m, 2H); 3,06 — 3,17 (m, 2H); 3,22 (s, 3H); 3,77 (s, 3H); 4,24 (¢, J = 7,0 Hz, 1H); 4,37 (d,
J =172 Hz, 2H); 4,58 (bs, 1H); 4,74 (m, 1H); 5,55 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,31 (tdd, J = 7,5; 2,9;
1,2 Hz, 2H); 7,40 (m, 2H); 7,57 — 7,64 (m, 2H); 7,76 (m, 2H). 3C NMR: (100 MHz, CDCls) &
27,0;28,6;29,7;32,2;32,6;40,4;47,3; 50,9; 61,8; 67,1;79,2; 120,1; 125,3; 127,2; 127,8; 141,4;
143,9; 144,1; 156,1; 156,3.

Methyl-(S)-5-(((S)-1-(benzylamino)-7-((terc-butoxykarbonyl)amino)-1,2-dioxoheptan-3-
y)amino)-4-(((benzyloxy)karbonyl)amino)-5-oxopentanoat (17)

K roztoku slouceniny (7) (150 mg; 0,23 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém DCM (20 ml) bylo
za michéani pfidino DMP (148 mg; 0,35 mmol; 1,5 ekv.). Reak¢éni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 2,5 hodin, konverze byla sledovana pomoci UPLC-MS. Nasledné
bylo rozpoustédlo odpaieno. K odparku byl pfidin DMF (2 ml), nasyceny roztok Na>S>0;
(0,5 ml), smés byla intenzivné¢ michdna po dobu 10 minut. Rozpoustédlo bylo poté odpaieno.
Reverzni chromatografie odparku (C18 reverzni silikagel, gradient H>O (0,1 % TFA):MeCN
100:0 — 0:100) poskytla po nasledné lyofilizaci 125 mg (83 %) bilé amortni latky.

ESI MS: 663 ([M + Na]"). HR ESI MS: vypoc¢teno pro C33HasO9NsNa® 663,30005;
nalezeno 663,29994. 'TH NMR: (400 MHz, CDCls3) & 1,34 — 1,55 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); 1,55 —
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1,72 (m, 2H); 1,88 — 2,23 (m, 4H); 2,34 — 2,58 (m, 2H); 3,00 — 3,18 (m, 2H); 3,61 — 3,71 (m,
3H); 4,30 (t, J = 8,8 Hz, 1H); 4,41 — 4,53 (m, 2H); 4,72 (bs, 1H); 5,10 (d, J=2.9 Hz, 2H); 5,30
(bs, 1H); 5,68 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 6,93 — 7,09 (m, 1H); 7,20 (t, J= 5.9 Hz, 1H); 7,27 — 7,40 (m,
10H). 13C NMR: (100 MHz, CDCL3) § 22,8; 28,6; 29,5; 30,1; 30,8; 40,1; 43,6; 52,1; 54,5; 54,6;
67,2; 79,4; 128,1; 128,1; 128,2; 128,2; 128,3; 128,7; 129,0; 136,8; 156,3; 159,0; 171,3; 174,1;
195,8.

Benzyl-((65,9S5)-1-(4-(28-azido-3,22,27-triox0-6,9,12,15,18-pentaoxa-2,21,26-
triazaoktakosyl)fenyl)-9-(2-(benzylamino)-2-oxoacetyl)-17,17-dimethyl-3,7,15-trioxo-16-
oxa-2,8,14-triazaoktadekan-6-yl)karbamat (18)
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Roztok kyseliny (4) (24 mg; 38,5 umol; 1,0 ekv.)a HBTU (14,6 mg; 38,5 umol; 1,0 ekv.)
v DMF (0,5 ml) byl vychlazen ledovou lazni pod ochrannou atmosférou dusiku. Za michéani byl
nasledné ptidan 2.,4,6-kolidin (15 pl; 115,5 pmol; 3,0 ekv.). Po 10 minutach byl pfidan roztok
aminu (15) (23 mg; 38,5 umol; 1,0 ekv.) v DMF (0,5 ml). Chladici ldzen byla odstranéna
areak¢ni smés byla michéna pfes noc za laboratorni teploty. Nasledné bylo rozpoustédlo
odpareno a odparek byl susen na vysokém vakuu. Preparativni HPLC odparku (C18 reverzni
silikagel, gradient H>O (0,1 % TFA):MeCN 70:30 — 20:80) poskytlo po nasledné lyofilizaci
11 mg (24 %) nazloutlé olejovité latky.

ESI MS: 1259 (M + MeOH + Na]"). HR ESI MS: vypo&teno pro CsoHgsO16N11Na*
1226,60680; nalezeno 1226,60595. 'H NMR: (400 MHz, CDs0D) & 1,33 — 1,48 (m, 4H); 1,42
(s, 9H); 1,49 — 1,68 (m, 2H): 1,79 (p, J = 7,2 Hz, 2H); 1,86 — 2,14 (m, 2H); 2,21 (t,J = 7,5 Hz,
2H); 2,29 — 2,41 (m, 2H); 2,48 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,93 — 3,05 (m, 2H); 3,23 (q, J = 6,7 Hz,
2H): 3,32 — 3,37 (m, 2H): 3,52 (t, J = 5.4 Hz, 2H); 3,55 — 3,64 (m, 16H); 3,74 (t, J = 6,1 Hz,
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2H); 3,86 (s, 2H); 4,19 (dd, J=9,2; 5,1 Hz, 1H); 4,30 — 4,38 (m, 4H); 4,42 (dd, J= 6,4: 4,8 Hz,
2H); 5,09 (s, 2H); 5,10 — 5,21 (m, 1H); 7,17 — 7,39 (m, 14H); 8,00 (bs, 1H); 8,10 (bs, 1H); 8,25
~ 8,36 (m, 3H); 8,95 — 9,06 (m, 1H).

Z duvodu existence rotameri a moznych hemiacetal, které zplisobovaly vyrazné

rozstépeni signalll ve spektru '3C, nebylo naméfené spektrum interpretovano.

Benzyl-((5)-1-(((S)-7-amino-1-(benzylamino)-1,2-dioxoheptan-3-yl)amino)-5-((4-(28-
azido-3,22,27-triox0-6,9,12,15,18-pentaoxa-2,21,26-triazaoktakosyl)benzyl)amino)-1,5-
dioxopentan-2-yl)karbamat (19)

o ! o HQ
@ﬁo*}r%
S

NH,

K roztoku slouc¢eniny (18) (11 mg; 28 umol) v DCM (1,5 ml) byla pfidana kyselina
trifluoroctova (1,5 ml). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 30 minut,
nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno a odparek byl suSen na vysokém vakuu. Preparativni
HPLC odparku (C18 reverzni silikagel, gradient H2O (0,1 % TFA):MeCN 80:20 — 40:60)
poskytlo po nasledné lyofilizaci 9 mg (90 %) Ciré olejovité latky.

ESI MS: 1137 (M + MeOH + HJ"). HR ESI MS: vypocteno pro CssH73014N11*
1104,57242; nalezeno 1104,57224. '"H NMR: (400 MHz, CDs0D) & 1,18 — 1,73 (m, 6H); 1,79
(p,J = 7,2 Hz, 2H); 1,86 — 2,15 (m, 2H); 2,22 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,29 — 2,42 (m, 2H); 2,49 (td,
J=6,0; 1,5 Hz, 2H); 2,72 — 2,99 (m, 2H); 3,23 (t,J = 7,0 Hz, 2H); 3,35 (t, J = 5,4 Hz, 2H); 3,49
3,55 (m, 2H); 3,55 — 3,65 (m, 16H); 3,74 (td, J = 6,0; 1,1 Hz, 2H); 3,87 (s, 2H); 3,98 — 4,22
(m, 1H); 4,28 — 4,37 (m, 4H); 4,38 — 4,48 (m, 2H); 5,03 — 5,13 (m, 2H); 5,14 — 5,27 (m, 1H);
7,16 — 7,41 (m, 14H).
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Z divodu existence rotameri a moznych hemiacetali, které zpusobovaly vyrazné

rozstépeni signalfl ve spektru '3C, nebylo naméfené spektrum interpretovano.
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6. Zavér

Cilem této bakalatrské prace bylo piipravit derivat inhibitoru KYT-36 specifického pro
lysinovy gingipain (Kgp), jez si zachova svou afinitu a bude jej mozné vyuzit k detekci
gingipainu s vyuzitim iBodies. Bylo vybrano vhodné misto napojeni oligoethylenglykolové
spojky na zaklad¢ analyzy krystalové struktury enzymu Kgp s inhibitorem KYT-36. Pfestoze
syntéza ptvodniho inhibitoru neni publikovand, byl navrzen a potvrzen efektivni synteticky

postup vyuzivajici PADAM sekvenci.

Hydrazidovy fragment nachézejici se ve struktufe ptivodniho inhibitoru byl nahrazen
fragmentem benzylaminového typu. Tento fragment byl opatien pentaethylenglykolovym
fetézcem. Prodlouzeni spojky o derivat y-aminomaselné kyseliny (11) poskytlo pozadovany
fragment (15) zakonceny azidem zajistujici snadné ptipojeni ke kopolymeru iBody pomoci

,,click® reakce.

Ptipraveny aldehyd (9) vstupoval spolu s komeréné dostupnymi slou¢eninami do
viceslozkové Passeriniho kombinované s intramolekularni migraci acylu. Naslednou oxidaci
B-acylamino-a-hydroxy slouceniny (7) ahydrolyzou methylesteru byl pfipraven skelet

inhibitoru (4).

Aktivace kyseliny (4) ssebou nesla obtize v podobé intramolekularni cyklizace.
Optimalizaci reakce byla tvorba neZddoucitho produktu potlacena. S vyuZitim
optimalizovanych podminek byly spojeny kyselina (4) s fragmentem (15). Cilova sloucenina
(19) byla piedana kolegiim z biochemického oddéleni (UOChB AV CR), kde bylo potvrzeno
zachovani afinity inhibitoru. Hodnota ICs¢ slouceniny (19) byla stanovena na ICso = 4,5 nM;
hodnota inhibi¢ni konstanty na Kj= 70+ 65 pM. Ptiprava syntetické protilatky pfipojenim
slou¢eniny (19) k polymeru je stale predmétem vyzkumu (UOChB AV CR, UMCH AV CR).

52



7. Literatura

(1)

2)

€)

(4)

()

(6)

(7

(8)

Kadowaki, T.; Baba, A.; Abe, N.; Takii, R.; Hashimoto, M.; Tsukuba, T.; Okazaki, S.;
Suda, Y.; Asao, T.; Yamamoto, K. Suppression of Pathogenicity of Porphyromonas
Gingivalis by Newly Developed Gingipain Inhibitors. Mol. Pharmacol. 2004, 66 (6),
1599-1606. https://doi.org/10.1124/mol.104.004366.

Sacha, P.; Knedlik, T.; Schimer, J.; Tykvart, J.; Parolek, J.; Navratil, V.; Dvofakova,
P.; Sedlék, F.; Ulbrich, K.; Strohalm, J.; Majer, P.; Subr, V.; Konvalinka, J. [Bodies:
Modular Synthetic Antibody Mimetics Based on Hydrophilic Polymers Decorated with
Functional Moieties. Angew. Chemie - Int. Ed. 2016, 55 (7), 2356-2360.
https://doi.org/10.1002/anie.201508642.

Guevara, T.; Rodriguez-Banqueri, A.; Lasica, A. M.; Ksiazek, M.; Potempa, B. A.;
Potempa, J.; Gomis-Riith, F. X. Structural Determinants of Inhibition of
Porphyromonas Gingivalis Gingipain K by KYT-36, a Potent, Selective, and
Bioavailable Peptidase Inhibitor. Sci. Rep. 2019, 9 (1), 1-8.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41354-3.

Mohanty, R.; Asopa, S. J.; Joseph, M. D.; Singh, B.; Rajguru, J. P.; Saidath, K.;
Sharma, U. Red Complex: Polymicrobial Conglomerate in Oral Flora: A Review. J.

Fam. Med. Prim. Care 2019, 8 (11), 3840-3846. https://doi.org/10.4103/jfmpc.jfmpc.

Fitzpatrick, R. E.; Wijeyewickrema, L. C.; Pike, R. N. The Gingipains: Scissors and
Glue of the Periodontal Pathogen, Porphyromonas Gingivalis. Future Microbiol. 2009,
4 (4),471-487. https://doi.org/10.2217/fmb.09.18.

Potempa, J.; Pike, R.; Travis, J. The Multiple Forms of Trypsin-like Activity Present in
Various Strains of Porphyromonas Gingivalis Are Due to the Presence of Either Arg-
Gingipain or Lys-Gingipain. Infect. Immun. 1995, 63 (4), 1176-1182.
https://doi.org/10.1128/iai.63.4.1176-1182.1995.

Poole, S.; Singhrao, S. K.; Kesavalu, L.; Curtis, M. A.; Crean, S. J. Determining the
Presence of Periodontopathic Virulence Factors in Short-Term Postmortem
Alzheimer’s Disease Brain Tissue. J. Alzheimer’s Dis. 2013, 36 (4), 665-677.
https://doi.org/10.3233/JAD-121918.

Singhrao, S. K.; Harding, A.; Poole, S.; Kesavalu, L.; Crean, S. J. Porphyromonas

Gingivalis Periodontal Infection and Its Putative Links with Alzheimer’s Disease.

53



)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

Mediators Inflamm. 2015, 1-10. https://doi.org/10.1155/2015/137357.

Dominy, S. S.; Lynch, C.; Ermini, F.; Benedyk, M.; Marczyk, A.; Konradi, A.;
Nguyen, M.; Haditsch, U.; Raha, D.; Griffin, C.; Holsinger, L. J.; Arastu-Kapur, S.;
Kaba, S.; Lee, A.; Ryder, M. 1.; Potempa, B.; Mydel, P.; Hellvard, A.; Adamowicz, K.;
Hasturk, H.; Walker, G. D.; Reynolds, E. C.; Faull, R. L. M.; Curtis, M. A.; Dragunow,
M.; Potempa, J. Porphyromonas Gingivalis in Alzheimer’s Disease Brains: Evidence
for Disease Causation and Treatment with Small-Molecule Inhibitors. Sci. Adv. 2019, 5
(1), 1-22. https://doi.org/10.1126/sciadv.aau3333.

Laser Gum Surgery in West Palm Beach, FL | Treat Gum Disease https://www.perio-
implant.com/lanap-laser-gum-surgery-west-palm-beach-fl/ (cit. 30.5.2021).

Nocini, R.; Lippi, G.; Mattiuzzi, C. Periodontal Disease: The Portrait of an Epidemic.
J. Public Heal. Emerg. 2020, 4 (10), 1-6. https://doi.org/10.21037/jphe.2020.03.01.

Shapira, L.; Ayalon, S.; Brenner, T. Effects of Porphyromonas Gingivalis on the
Central Nervous System: Activation of Glial Cells and Exacerbation of Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis . J. Periodontol. 2002, 73 (5), 511-516.
https://doi.org/10.1902/jop.2002.73.5.511.

Teng, Y. T. A.; Taylor, G. W.; Scannapieco, F.; Kinane, D. F.; Curtis, M.; Beck, J. D.;
Kogon, S. Periodontal Health and Systemic Disorders. J. Can. Dent. Assoc. 2002, 68
(3), 188-192.

Beck, J. D.; Pankow, J.; Tyroler, H. A.; Offenbacher, S. Dental Infections and
Atherosclerosis. Am. Heart J. 1999, 138 (5 1I). https://doi.org/10.1016/s0002-
8703(99)70293-0.

Roégas, I. N.; Siqueira, J. F.; Santos, K. R. N.; Coelho, A. M. A. “Red Complex”
(Bacteroides Forsythus, Porphyromonas Gingivalis, and Treponema Denticola) in
Endodontic Infections: A Molecular Approach. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol.
Oral Radiol. Endod. 2001, 91 (4), 468—471. https://doi.org/10.1067/moe.2001.114379.

Hajishengallis, G.; Liang, S.; Payne, M. A.; Hashim, A.; Jotwani, R.; Eskan, M. A_;
Mclntosh, M. L.; Alsam, A.; Kirkwood, K. L.; Lambris, J. D.; Darveau, R. P.; Curtis,
M. A. Low-Abundance Biofilm Species Orchestrates Inflammatory Periodontal
Disease through the Commensal Microbiota and Complement. Cell Host Microbe

2011, 10 (5), 497-506. https://doi.org/10.1016/j.chom.2011.10.006.

54



(17)

(18)

(19)

(20)

21)

(22)

(23)

(24)

(25)

Lamont, R. J.; Jenkinson, H. F. Life Below the Gum Line: Pathogenic Mechanisms of
Porphyromonas Gingivalis . Microbiol. Mol. Biol. Rev. 1998, 62 (4), 1244-1263.
https://doi.org/10.1128/mmbr.62.4.1244-1263.1998.

Mckee, A. S.; Mcdermid, A. S.; Baskerville, A.; Dowsett, A. B.; Ellwood, D. C.;
Marshlt, P. D. Effect of Hemin on the Physiology and Virulence of Bacteroides
Gingivalis W50. Infect. Immun. 1986, 52 (2), 349-355.
https://doi.org/10.1128/iai.52.2.349-355.1986.

O’Brien-Simpson, N. M.; Veith, P. D.; Dashper, S. G.; Reynolds, E. C. Antigens of
Bacteria Associated with Periodontitis. Periodontol. 2000 2004, 35, 101-134.
https://doi.org/10.1111/5.0906-6713.2004.003559 .x.

Potempa, J.; Pike, R.; Travis, J. Titration and Mapping of the Active Site of Cysteine
Proteinases from Porphyromonas Gingivalis (Gingipains) Using Peptidyl
Chloromethanes. Biol. Chem. 1997, 378 (3—4), 223-230.
https://doi.org/10.1515/bchm.1997.378.3-4.223.

Potempa, J.; Sroka, A.; Imamura, T.; Travis, J. Gingipains, the Major Cysteine
Proteinases and Virulence Factors of Porphyromonas Gingivalis: Structure, Function
and Assembly of Multidomain Protein Complexes. Curr. Protein Pept. Sci. 2003, 4 (6),
397-407. https://doi.org/10.2174/1389203033487036.

Curtis, M. A.; Kuramitsu, H. K.; Lantz, M.; Macrina, F. L.; K., N.; Potempa, J.; Aduse-
Opoku, J. Molecular Genetics and Nomenclature of Proteases of Porphyromonas

Gingivalis. J. Periodontal Res. 1999, 34 (40), 464—472.

Wilson, M.; Seymour, R.; Henderson, B. Bacterial Perturbation of Cytokine Networks.
Infect. Immun. 1998, 66 (6), 2401-2409. https://doi.org/10.1128/1ai.66.6.2401-
2409.1998.

Wyss-Coray, T.; Rogers, J. Inflammation in Alzheimer Disease-A Brief Review of the
Basic Science and Clinical Literature. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 2012, 2 (1),
1-23. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a006346.

Ide, M.; Harris, M.; Stevens, A.; Sussams, R.; Hopkins, V.; Culliford, D.; Fuller, J.;
Ibbett, P.; Raybould, R.; Thomas, R.; Puenter, U.; Teeling, J.; Perry, V. H.; Holmes, C.
Periodontitis and Cognitive Decline in Alzheimer’s Disease. PLoS One 2016, 11 (3),
1-9. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0151081.

55



(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(1)

(32)

(33)

Kadowaki, T.; Yoneda, M.; Okamoto, K.; Maeda, K.; Yamamoto, K. Purification and
Characterization of a Novel Arginine-Specific Cysteine Proteinase (Argingipain)
Involved in the Pathogenesis of Periodontal Disease from the Culture Supernatant of
Porphyromonas Gingivalis. J. Biol. Chem. 1994, 269 (33), 21371-21378.
https://doi.org/10.1016/s0021-9258(17)31972-5.

Pathirana, R. D.; O’Brien-Simpson, N. M.; Brammar, G. C.; Slakeski, N.; Reynolds, E.
C. Kgp and RgpB, but Not RgpA, Are Important for Porphyromonas Gingivalis
Virulence in the Murine Periodontitis Model. Infect. Immun. 2007, 75 (3), 1436—1442.
https://doi.org/10.1128/1A1.01627-06.

Wilensky, A.; Polak, D.; Houri-Haddad, Y.; Shapira, L. The Role of RgpA in the
Pathogenicity of Porphyromonas Gingivalis in the Murine Periodontitis Model. J. Clin.
Periodontol. 2013, 40 (10), 924-932. https://doi.org/10.1111/jcpe.12139.

Kodicek, M.; Valentova, O.; Radovan, H. Biochemie: Chemicky Pohled Na Biologicky
Sveét, 1. vydani.; VSCHT Praha, 2015; ISBN: 978-80-7080-927-3.

Veillard, F.; Sztukowska, M.; Mizgalska, D.; Ksiazek, M.; Houston, J.; Potempa, B.;
Enghild, J. J.; Thogersen, 1. B.; Gomis-Riith, F. X.; Nguyen, K. A.; Potempa, J.
Inhibition of Gingipains by Their Profragments as the Mechanism Protecting
Porphyromonas Gingivalis against Premature Activation of Secreted Proteases.
Biochim. Biophys. Acta 2013, 1830 (8), 4218-4228.
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2013.04.005.

Hugqg, N. L.; Seers, C. A.; Toh, E. C. Y.; Dashper, S. G.; Slakeski, N.; Zhang, L.; Ward,
B. R.; Meuric, V.; Chen, D.; Cross, K. J.; Reynolds, E. C. Propeptide-Mediated
Inhibition of Cognate Gingipain Proteinases. PLoS One 2013, § (6).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0065447.

Krauser, J. A.; Potempa, J.; Travis, J.; Powers, J. C. Inhibition of Arginine Gingipains
(RgpB and HRgpA) with Benzamidine Inhibitors: Zinc Increases Inhibitory Potency.
Biol. Chem. 2002, 383 (7-8), 1193—1198. https://doi.org/10.1515/BC.2002.131.

Sela, M. N.; Babitski, E.; Steinberg, D.; Kohavi, D.; Rosen, G. Degradation of
Collagen-Guided Tissue Regeneration Membranes by Proteolytic Enzymes of
Porphyromonas Gingivalis and Its Inhibition by Antibacterial Agents. Clin. Oral
Implants Res. 2009, 20 (5), 496-502. https://doi.org/10.1111/j.1600-

56



(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

0501.2008.01678.x.

Imamura, T.; Matsushita, K.; Travis, J.; Potempa, J. Inhibition of Trypsin-like Cysteine
Proteinases (Gingipains) from Porphyromonas Gingivalis by Tetracycline and Its
Analogues. Antimicrob. Agents Chemother. 2001, 45 (10), 2871-2876.
https://doi.org/10.1128/AAC.45.10.2871-2876.2001.

Gibson, F. C.; Genco, C. A. Prevention of Porphyromonas Gingivalis-Induced Oral
Bone Loss Following Immunization with Gingipain R1. Infect. Immun. 2001, 69 (12),
7959-7963. https://doi.org/10.1128/1A1.69.12.7959-7963.2001.

Yonezawa, H.; Ishihara, K.; Okuda, K. Arg-Gingipain a DNA Vaccine Induces
Protective Immunity against Infection by Porphyromonas Gingivalis in a Murine
Model. Infect. Immun. 2001, 69 (5), 2858-2864. https://doi.org/10.1128/1A1.69.5.2858-
2864.2001.

Miyachi, K.; Ishihara, K.; Kimizuka, R.; Okuda, K. Arg-Gingipain a DNA Vaccine
Prevents Alveolar Bone Loss in Mice. J. Dent. Res. 2007, 86 (5), 446—450.
https://doi.org/10.1177/154405910708600511.

Booth, V.; Ashley, F. P.; Lehner, T. Passive Immunization with Monoclonal
Antibodies against Porphyromonas Gingivalis in Patients with Periodontitis. Infect.

Immun. 1996, 64 (2), 422-427. https://doi.org/10.1128/1a1.64.2.422-427.1996.

Taiyoji, M.; Shitomi, Y.; Taniguchi, M.; Saitoh, E.; Ohtsubo, S. Identification of
Proteinaceous Inhibitors of a Cysteine Proteinase (an Arg-Specific Gingipain) from
Porphyromonas Gingivalis in Rice Grain, Using Targeted-Proteomics Approaches. J.

Proteome Res. 2009, 8 (11), 5165-5174. https://doi.org/10.1021/pr900519z.

MEROPS - the Peptidase Database https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-
bin/famsum?family=I6 (cit. 18.5.2021).

Taiyoji, M.; Yamanaka, T.; Tsuno, T.; Ohtsubo, S. Potential Value of a Rice Protein
Extract, Containing Proteinaceous Inhibitors against Cysteine Proteinases from
Porphyromonas Gingivalis, for Managing Periodontal Diseases. Biosci. Biotechnol.

Biochem. 2013, 77 (1), 80-86. https://doi.org/10.1271/bbb.120585.

Dashper, S. G.; Pan, Y.; Veith, P. D.; Chen, Y. Y.; Toh, E. C. Y.; Liu, S. W.; Cross, K.
J.; Reynolds, E. C. Lactoferrin Inhibits Porphyromonas Gingivalis Proteinases and Has

Sustained Biofilm Inhibitory Activity. Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56 (3),

57



(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

1548-1556. https://doi.org/10.1128/AAC.05100-11.

Gusman, H.; Grogan, J.; Kagan, H. M.; Troxler, R. F.; Oppenheim, F. G. Salivary
Histatin 5 Is a Potent Competitive Inhibitor of the Cysteine Proteinase Clostripain.

FEBS Lett. 2001, 489 (1), 97—-100. https://doi.org/10.1016/S0014-5793(01)02077-4.

Toh, E. C. Y.; Dashper, S. G.; Huq, N. L.; Attard, T. J.; O’Brien-Simpson, N. M.;
Chen, Y. Y.; Cross, K. J.; Stanton, D. P.; Paolini, R. A.; Reynolds, E. C.
Porphyromonas Gingivalis Cysteine Proteinase Inhibition by k-Casein Peptides.
Antimicrob. Agents Chemother. 2011, 55 (3), 1155-1161.
https://doi.org/10.1128/AAC.00466-10.

Bodet, C. C.; Piché, M.; Chandad, F.; Grenier, D. Inhibition of Periodontopathogen-
Derived Proteolytic Enzymes by a High-Molecular-Weight Fraction Isolated from
Cranberry. J. Antimicrob. Chemother. 2006, 57 (4), 685-690.
https://doi.org/10.1093/jac/dkl031.

La, V. D.; Howell, A. B.; Grenier, D. Anti-Porphyromonas Gingivalis and Anti-
Inflammatory Activities of A-Type Cranberry Proanthocyanidins. Antimicrob. Agents
Chemother. 2010, 54 (5), 1778-1784. https://doi.org/10.1128/ AAC.01432-09.

Hirasawa, M.; Takada, K.; Makimura, M.; Otake, S. Improvement of Periodontal
Status by Green Tea Catechin Using a Local Delivery System: A Clinical Pilot Study.
J. Periodontal Res. 2002, 37 (6), 433-438. https://doi.org/10.1034/j.1600-
0765.2002.01640.x.

Bialas, A.; Grembecka, J.; Krowarsch, D.; Otlewski, J.; Potempa, J.; Mucha, A.
Exploring the Sn Binding Pockets in Gingipains by Newly Developed Inhibitors:
Structure-Based Design, Chemistry, and Activity. J. Med. Chem. 2006, 49 (5), 1744—
1753. https://doi.org/10.1021/jm0600141.

Kadowaki, T.; Kitano, S.; Baba, A.; Takii, R.; Hashimoto, M.; Katunuma, N.;
Yamamoto, K. Isolation and Characterization of a Novel and Potent Inhibitor of Arg-
Gingipain from Streptomyces Sp. Strain FA-70. Biol. Chem. 2003, 384 (6), 911-920.
https://doi.org/10.1515/BC.2003.102.

Curtis, M. A.; Aduse Opoku, J.; Rangarajan, M.; Gallagher, A.; Sterne, J. A. C.; Reid,
C. R.; Evans, H. E. A.; Samuelsson, B. Attenuation of the Virulence of Porphyromonas

Gingivalis by Using a Specific Synthetic Kgp Protease Inhibitor. Infect. Immun. 2002,

58



70 (12), 6968-6975. https://doi.org/10.1128/IA1.70.12.6968-6975.2002.

(51) Oppenheim, F. G.; Xu, T.; McMillian, F. M.; Levitz, S. M.; Diamond, R. D.; Offner,
G. D.; Troxler, R. F. Histatins, a Novel Family of Histidine-Rich Proteins in Human
Parotid Secretion. Isolation, Characterization, Primary Structure, and Fungistatic
Effects on Candida Albicans. J. Biol. Chem. 1988, 263 (16), 7472—7477.
https://doi.org/10.1016/s0021-9258(18)68522-9.

(52) PeptideCutter
https://web.expasy.org/peptide cutter/peptidecutter special enzymes.html (cit.
22.5.2021).

(53) Kopecek, J.; Kopeckova, P. HPMA Copolymers: Origins, Early Developments,
Present, and Future. Adv. Drug Deliv. Rev. 2010, 62 (2), 122—-149.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2009.10.004.

(54) Wichterle, O.; Lim, D. Nature 1960, 185 (117-118).
(55) Labsky, J.; Vacik, J.; Hosek, P. CZ 293419.

(56) Subr, V.; Kostka, L.; Strohalm, J.; Etrych, T.; Ulbrich, K. Synthesis of Well-Defined
Semitelechelic Poly[N-(2-Hydroxypropyl) Methacrylamide] Polymers with Functional
Group at the a-End of the Polymer Chain by RAFT Polymerization. Macromolecules
2013, 46 (6), 2100-2108. https://doi.org/10.1021/ma400042u.

(57) Gibbs, A. C. Elements and Modulation of Functional Dynamics. J. Med. Chem. 2014,
57(19), 7819-7837. https://doi.org/10.1021/jm500325k.

(58) Dvotéakova, P.; Busek, P.; Knedlik, T.; Schimer, J.; Etrych, T.; Kostka, L.; Stollinova
Sromova, L.; Subr, V.; Sacha, P.; Sedo, A.; Konvalinka, J. Inhibitor-Decorated
Polymer Conjugates Targeting Fibroblast Activation Protein. J. Med. Chem. 2017, 60
(20), 8385—-8393. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.7b00767.

(59) Jansen, K.; Heirbaut, L.; Verkerk, R.; Cheng, J. D.; Joossens, J.; Cos, P.; Maes, L.;
Lambeir, A. M.; De Meester, 1.; Augustyns, K.; Van Der Veken, P. Extended
Structure-Activity Relationship and Pharmacokinetic Investigation of (4-
Quinolinoyl)Glycyl-2-Cyanopyrrolidine Inhibitors of Fibroblast Activation Protein
(FAP). J. Med. Chem. 2014, 57 (7), 3053-3074. https://doi.org/10.1021/jm50003 1 w.

(60) Banfi, L.; Basso, A.; Guanti, G.; Riva, R. Passerini Reaction - Amine Deprotection -

59



(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

Acyl Migration (PADAM): A Convenient Strategy for the Solid-Phase Preparation of
Peptidomimetic Compounds. Mol. Divers. 2003, 6 (3—4), 227-235.
https://doi.org/10.1023/B:MODI.0000006778.42751.71.

Chanduge, A. Multicomponent Reactions: Development, Scope, and Applications,

University of Groningen, 2017.

Science, S. A. SGE Product Selection Guide | 50 Years Edition Welcome to the SGE
Product. 2010, 1-283.

Nahm, S.; Weinreb, S. M. N-Methoxy-n-Methylamides as Effective Acylating Agents.
Tetrahedron Lett. 1981, 22 (39), 3815-3818. https://doi.org/10.1016/S0040-
4039(01)91316-4.

Balasubramaniam, S.; Aidhen, I. S. The Growing Synthetic Utility of the Weinreb
Amide. Synthesis (Stuttg). 2008, 23, 3707-3738. https://doi.org/10.1055/s-0028-
1083226.

Said, A. M.; Hangauer, D. G. Binding Cooperativity between a Ligand Carbonyl Group
and a Hydrophobic Side Chain Can Be Enhanced by Additional H-Bonds in a Distance
Dependent Manner: A Case Study with Thrombin Inhibitors. Eur. J. Med. Chem. 2015,
96, 405-424. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2015.03.059.

Passerini, M.; Simone, L. G. Chim. Ital. 1921, 51, 126-2.

Otto, H. H.; Schirmeister, T. Cysteine Proteases and Their Inhibitors. Chem. Rev. 1997,
97 (1), 133—171. https://doi.org/10.1021/cr950025u.

Whittaker, M. Discovery of Protease Inhibitors Using Targeted Libraries. Curr. Opin.
Chem. Biol. 1998, 2 (3), 386—396. https://doi.org/10.1016/S1367-5931(98)80014-8.

Dess, D. B.; Martin, J. C. Readily Accessible 12-1-51 Oxidant for the Conversion of
Primary and Secondary Alcohols to Aldehydes and Ketones. J. Org. Chem. 1983, 48
(22), 4155-4156. https://doi.org/10.1021/j000170a070.

Tofteng, A. P.; Serensen, K. K.; Conde-Frieboes, K. W.; Hoeg-Jensen, T.; Jensen, K. J.
Fmoc Solid-Phase Synthesis of C-Terminal Peptide Thioesters by Formation of a
Backbone Pyroglutamyl Imide Moiety. Angew. Chemie - Int. Ed. 2009, 48 (40), 7411—
7414. https://doi.org/10.1002/anie.200903710.

Potempa, J.; Nguyen, K. A. Purification and Characterization of Gingipains. Curr.

60



Protoc. protein Sci. 2007, Chapter 21 (August), 1-27.
https://doi.org/10.1002/0471140864.ps2120s49.

(72) Shi, Y.; Ratnayake, D. B.; Okamoto, K.; Abe, N.; Yamamoto, K.; Nakayama, K.
Genetic Analyses of Proteolysis, Hemoglobin Binding, and Hemagglutination of
Porphyromonas Gingivalis: Construction of Mutants with a Combination of RgpA,
RgpB, Kgp, and HagA. J. Biol. Chem. 1999, 274 (25), 17955-17960.
https://doi.org/10.1074/jbc.274.25.17955.

61



