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1. Uvod

Homochiralita je fenomén, ktery je vlastni vSem formam Zivota. Zakladni stavebni bloky vSech
organizml (DNA, proteiny) jsou sloZzeny pouze z jednoho ze dvou moZnych enantiomerd
(D-cukry, L-aminokyseliny).l!l Tento fakt je pfi¢inou toho, Ze Zivé organizmy mohou na
molekuldrni drovni interagovat se dvéma enantiomery jedné chiralni molekuly zcela odliSnym
zplUsobem. Tento jev je v poslednich dekadach jednim z Ustfednich témat ve farmaceutickém
pramyslu. Chirdlni léCiva jsou Casto produkovana v enantiomerné cisté formé, jelikoz dany

[2-41 v extrémnich pfipadech muze

enantiomer ma preferované farmakologické vlastnosti.
opacény enantiomer pUsobit nikoliv jako 1é&ivo, ale naopak jako toxin.® Na druhé strané je
Zivymi organizmy, zejména rostlinami, produkovana Sirokd skupina fyziologicky aktivnich
sekundarnich metabolitd ve stereoizomerné &istych formach.®! Stereoizomerni ¢istota je dana
enzymy, které katalyzuji jednotlivé kroky biosyntéz, a proto se tyto sekundarni metabolity
vyskytuji téZ pfevazné pouze v jedné enantiomerni formé.

Nicméné v organizmech vcetné ¢lovéka mohou vznikat i nova stereogenni centra, a to
v obou stereocizomernich formach R a S. Takovym prikladem muize byt vznik sulfoxid(
methioninu, a to bud volného nebo vdzaného v proteinech.”! Tyto methioninsulfoxidy vznikaji
nasledkem oxidacniho stresu, ktery je nevyhnutelnou soucasti Zivota aerobnich organizma.
Oxidacnim pUsobenim rdznych endogennich i exogennich reaktivnich ¢astic dochazi k oxidaci
methioninu na methioninsulfoxid. Na zakladé nedavnych experimentl se predpoklada, zZe na
globalni Urovni proteinl vznikaji oba epimery methioninsulfoxidu R a S v poméru zhruba jedna
ku jedné.®! Na ptitomnost methioninsulfoxidu v proteinech Ize nahlizet jako na druh
post-transla¢ni modifikace, kterd ma zasadni vliv na funkci rznych protein(. V organizmech
existuji dva enzymy, které jsou schopné redukovat methioninsulfoxid v proteinech zpét na
methionin. Jedna se o methioninsulfoxidreduktazu A (MsrA) a methioninsulfoxidreduktazu B
(MsrB).>19 Tyto reduktdzy jsou exkluzivné stereoselektivni, MsrA redukuje (S)-epimer a MsrB
redukuje (R)-epimer methioninsulfoxidu. Aktivita téchto enzym hraje zasadni roli pfi regulaci
urovné methioninsulfoxidd v proteinech, a tim ma i pfimy vliv na jejich funkci. Odchylena
aktivita téchto enzymU byla téZ prokazana v pri¢inné souvislosti s riznymi onemocnénimi,

nap¥. s nddory prsu.l*l



Jiti Misek Habilitacni prace, Univerzita Karlova

Tato habilitacni prace shrnuje vysledky mého vyzkumu v oblasti vyvoje novych
chirdlnich fluorescencnich sond pro selektivni sledovani aktivity vySe zminénych enzymu
a jejich vyuZiti pfi studiu oxidacniho stresu v organizmech. Dale popisuje objev novych enzymu
s podobnou aktivitou, které mohou mit zasadni vliv na antibakteridlni strategie vyuzZivajici
oxidacniho stresu. Ve druhé ¢asti této prace je popsano vyuziti téchto enzym v pfirozené
nebo modifikované formé k asymetrické pripravé rlznych chiralnich sulfoxidl, coz je skupina
biologicky aktivnich latek, z nichz nékteré jsou dalezitymi IéCivy. Efektivni zplsob asymetrické

pfipravy téchto léciv je téz dokumentovan.
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2. Methioninsulfoxid jako post-translacni modifikace a jeho redukce
methioninsulfoxidreduktazami (Msr)

2.1. Oxidace methioninu v proteinech a jeji vyznam

Nevyhnutelnym dlsledkem Zivota aerobnich organizm( je vznik tzv. reaktivnich kyslikovych
¢astic (ROS). ROS jsou produkty neuplné redukce kysliku na vodu béhem bunécéné respirace.
Tyto vedlejsi reakce vedou k produktiim jako napf. superoxid nebo peroxid vodiku, které
mohou dale reagovat s bunécnymi slozkami a generovat dalsi reaktivni druhy kysliku, dusiku
a chloru (hydroxylovy radikal, peroxynitrit, chloraminy, kyselina chlornd atd.).!2771 Tyto
reaktivni molekuly hraji dllezitou roli v bunécné signalizaci. Nicméné, jejich zvysena hladina
muze narusit normalni redoxni rovnovahu, a tim zpUsobit oxidacni stres, ktery mlze zasadné
narusit celkovou integritu organizmu, a je povazovan za jednu z hlavnich pficin starnuti
a nemoci souvisejicich se starnutim.*8! Proto je v burikdch udrZovdna redoxni rovnovaha,
kterda je zajiSténa tadou enzymU a obecné celkovym reduktivnim prostiedim
zprostredkovanym vysokymi koncentracemi glutathionu. Oxidace proteini ROS je spojena
hlavné s cysteinovymi postrannimi fetézci, ale téZ s postrannimi fetézci methioninu. 921
Zatimco oxidace cysteinu a jeji role v redoxni regulaci a bunécné signalizaci jsou relativné
dobfe zndmy a byly dikladné studovany,!??! oxidace methioninu a jeji role byly studovany
v daleko mensi mire, prestoze methionin v proteinech mliZe byt oxidovan ROS stejné snadno
jako cystein.!!®! Hlavnim produktem oxidace methioninu je odpovidajici methioninsulfoxid.
Protoze methioninsulfoxid ma chiralni centrum na atomu siry, mize oxidace methioninu na
methioninsulfoxid pomoci ROS vést ke smési epimerd R a S. Tento fakt byl nedavno potvrzen
na globalni Grovni u prokaryotickych i eukaryotickych organizmi.®! Je odhadovano, e a7 6 %
véech methionind v proteinech je spontdnné oxidovano za aerobnich podminek.?3! Tento
podil mGze byt vyrazné vyssi za podminek oxidacniho stresu. Napfiklad u proteini bunécné
obalky bakterii Escherichia coli (E. coli) mUze byt pfi oxidacnim stresu vlivem imunitniho
systému az 40 % methioninovych zbytk( ve formé methioninsulfoxidu. Hlavnim ddsledkem
oxidace methioninu na methioninsulfoxid v proteinech je ztrata funkce proteind, a to diky
konformacnim zménam a nasledné denaturaci proteinu. Jako dobfe studované pfriklady této
regulace mohou byt uvedeny proteiny jako calmodulin, NF-kB nebo ribosomalni protein

L12.[2428] Tyto proteiny hrajici klicovou roli pfi regulaci metabolizmu, imunitniho systému
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a zanétlivych procesech obsahuji methioninové zbytky, které oxidaci na methioninsulfoxid
zpUsobuji ztratu funkce téchto proteini. Nicméné v posledni dobé se ukazuje, Ze oxidace
methioninu na methioninsulfoxid nemusi nutné vést pouze k deaktivaci protein(. Napftiklad
kindza CAMKII a transkripéni faktor HypT obsahuji methioninové zbytky, jejichz oxidace na
methioninsulfoxid je kli¢ovd pro aktivaci téchto protein(.l?®30 Téchto nékolik pFikladd
poukazuje na vzrlstajici dllezitost rovnovahy methionin-methioninsulfoxid pfi redoxni
regulaci bunécnych procesu, a lze predpokladat, Ze v budoucnu bude nalezeno mnoho dalsich
proteinll, jejichz funkce je ovliviovana touto rovnovahou. Zde je tfeba poznamenat, Ze
analyza této oxidacni post-translacni modifikace neni nijak jednoduchad, jelikoz neexistuje
specificka protilatka nebo reaktivni mald molekula, kterd by byla schopna selektivniho znaceni

nutného pro kvantitativni analyzu.

2.2. Role methioninsulfoxidreduktaz (Msr) v organizmech

Methioninsulfoxid generovany v organizmech muze byt redukovan zpét na methionin pomoci
enzymU methioninsulfoxidreduktaz (Obrdzek 1). Oxidace methioninu v proteinech na
methioninsulfoxid a jeho zpétna redukce tak mize byt skutecné oznacena jako post-translacni
modifikace. Prvni methioninsulfoxidreduktaza byla identifikovana v bakterii E. coliv roce 1981
a pozdéji byla nazvdna methioninsulfoxidreduktdza A (MsrA).®! Blizsi studium MsrA ukazalo,
Ze tento enzym je exkluzivné stereoselektivni, nebot redukuje pouze (S)-epimer
methioninsulfoxidu.®  Trvalo dalSich vice nei dvacet let, neZ byla objevena
methioninsulfoxidreduktaza B (MsrB), kterda mda opacnou stereoselektivitu a redukuje
(R)-epimer methioninsulfoxidu.l'® Dosud byla charakterizovana celd fada Msr z nejriizné&jsich
organizmd. Msr jsou enzymy, které se vyskytuji ve vSech aerobnich organizmech ve vsech
tfech doméndch Zivota, coZ poukazuje na jejich vyznam.3?

DulezZitost této tridy enzymuU byla prokazana ,knockout” studiemi MsrA u fady
organizmt (bakterie, kvasinky, mys3i).333¢1 U téchto organizmd byla nepfitomnost MsrA
spojena s vyrazné zvySenou nachylnosti k oxida¢nimu stresu. Naopak, zvySena exprese MsrA
téz zvySuje odolnost proti oxidacnimu stresu v bunkdach, rostlinach a octomilkach
(Drosophilla).37-39 zajimavym fenoménem je fakt, Ze zvy$end exprese MsrA v octomilkdch

témér zdvojnasobuje jejich priimérnou délku Zivota, nicméné uméle zvySend aktivita MsrB
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zadny vliv na starnuti a délku Zivota nevykazuje.*>*!l Jak jiz bylo naznaceno v pfedeslé
kapitole, znaéné mnozZstvi bunécnych protein je bud’ aktivovano nebo deaktivovano oxidaci
methioninu na methioninsulfoxid, a v centru tohoto dllezitého regulaéniho mechanismu lezi
pravé MsrA a MsrB. U téchto enzym( bylo prokazano, Ze hraji dalezitou roli pfi vzniku
nékterych zdvaznych neurologickych poruch (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba)
a nadorovych onemocnéni.[*42431 Naptiklad u nddoru prsu byla snizena aktivita MsrA spojena
svyrazné horsi prognézou u pacientek. Na mysich modelech tohoto onemocnéni bylo
prokazano, Ze uplné vyrazeni exprese MsrA vede k dramatickému urychleni rlstu téchto
prsnich nadora. Je zfejmé, Ze Msr hraji centralni roli v redoxni rovnovaze a signalizaci, nicméné

sledovani aktivity téchto enzym( v realném case in vivo bylo az doposud témér nemozné.
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Obrdzek 1. Znazornéni reverzibilni oxidace methioninovych zbytkd v proteinech.

3. Biologicky aktivni chiralni sulfoxidy a jejich asymetricka syntéza

3.1. Biologicky aktivni chiralni sulfoxidy

V ptirodé se kromé jiz zminénych methioninsulfoxid( v proteinech vyskytuji i dalsi chiralni
sulfoxidy, jejichz absolutni konfigurace na atomu siry vyrazné ovliviiuje jejich biologickou
aktivitu.l**! Pfikladem muZe byt houbovy toxin c-amanitin nebo sulfoxidy odvozené od
penicilinl a cefalosporind. c-Amanitin je peptidovy toxin z muchomurky zelené, ktery

obsahuje ve své strukture chiralni sulfoxid (Obrazek 2). V pfirodé se vyskytujici c-amanitin ma
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sulfoxid v konfiguraci R. Zména konfigurace sulfoxidu na S ma za nasledek dramatické az
dvacetindsobné sniZeni toxicity tohoto selektivniho inhibitoru RNA polymerézy.1*>! Ve skupiné
penicilinovych antibiotik je zndmo, Ze (R)-sulfoxid fenoxymethylpenicilinu je pétkrat ucinnéjsi
nez jeho (S)-diastereoizomer.!4®!

ChirdlIni sulfoxidy patfi téZ mezi Uspésna léciva (Obrazek 2). Esomeprazol jako jedno
z nejprodavanéjsich 1é&iv posledni dekady je na trhu jako enantiomerné ¢isty (S)-sulfoxid.!”!
Biodostupnost a farmakokineticky profil (S)-enantiomeru tohoto inhibitoru protonové pumpy
je daleko lepsi nez v pripadé opacného enantiomeru nebo racemické smési. DalSim prikladem
je Armodafinil, ktery se pouziva k [é¢bé narkolepsie.*® Armodafinil obsahuje ve svoji molekule
(R)-sulfoxid, ktery jej Cini metabolicky stabilnéjsim nez opacny enantiomer, a ma tedy lepsi
farmakokineticky profil. Mezi dalsi |éciva s chiralnimi sulfoxidy lze uvést Sulindac nebo
Ricobendazole.[*! ChirdIni sulfoxidy jsou také uZite¢né synthony, ligandy a pomocné skupiny

pfi asymetrické pfipravé dalsich chiralnich slou¢enin.>%

HO
mQH
H,] H Q
HN N\)LN
S H o} N O
HO,, 00 _\f N
0 %y NH P—S_ N=
N /S S o) MeO N \ 7
H “, le} H % 5
Y Me
0 \n/\hl—‘/k/NH o
o) 0 Esomeprazol Armodafinil
NH,
a-amanitin

Obrdzek 2. Priklady biologicky aktivnich slouéenin s chirdlnimi sulfoxidy.

3.2. Asymetricka pfiprava chiralnich sulfoxid{

V poslednich desetiletich bylo vyvinuto velké mnoiZstvi metod pro pripravu chirdlnich
sulfoxid.PY Mezi prvni relativné obecné metody patfi Andersendv pfistup vyuZivajici
diastereoizomernich sulfinatd,®? ktery byl dale rozvinut a zobecnén Kaganem v 80. a 90.
letech.®3 Pfes nespornou uZite¢nost tohoto pfistupu se jednd o metodu vyZadujici
stechiometrické mnozstvi chirdlni pomocné skupiny, netrividlni separaci diastereoizomernich

meziproduktl a poskytujici nizké vytézky pro nékteré enantiomery. Mnoho pozornosti bylo
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proto vénovano vyvoji katalytickych metod pro asymetrickou oxidaci prochiralnich sulfidi na
sulfoxidy. Dva ptiklady takovych metod z nedédvné doby jsou uvedeny na Obrazku 3.15453
Jednd se o velmi efektivni a obecné metody, které poskytuji vysoce enantiomerné obohacené
produkty, a to zejména ve skupiné alkyl(aryl)sulfoxid(. Nicméné substraty s komplexnéjsimi
alkylovymi substituenty nebo prochirdlni alkyl(alkyl)sulfidy patfi mezi notoricky obtizné
substraty poskytujici chirdIni sulfoxidy s podstatné niz§imi enantiomernimi nadbytky. Taktéz
pritomnost heteroatom( v molekule substratu vede Casto k potlaceni
reaktivity/enantioselektivity u téchto metod. Nutno fici, Ze pro tuto reakci byla téZ pouzita
fada pfirozenych oxiddz, nicméné jejich substratova specifita je daleko vyssi nez je tomu

u chemokatalytickych metod.®!

A B
\ N§ N/
Fil R R
o) SO TRES
atetess ok R
o \\N, \O
aSAYs SO
(1 mol%) N v (2 mol%) g
R R2 H,0, (1.5 eq.) RS g2 R R? H20, (1.1 eq.) RS R2
H,O cyclohexane
(S) (R)
product yield ee product yield ee
o o
: % 91% 96% /©/é+\ 98% 96%
o o
: §+\/ 78% 81% ©/é+\/ 90% 90%
g g
NS 82% 89% S 96% 91%

Obrdzek 3. Priklady dvou efektivnich metod pro asymetrickou pfipravu chiralnich sulfoxida.
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4. Shrnuti vlastnich vysledk

4.1. Vyvoj fluorescencnich sond pro sledovani aktivity Msr a jejich aplikace

Jak jiz bylo naznadeno v predeslé ¢asti, methioninsulfoxidreduktazy (Msr) jsou dulezitymi
regulatory oxidacniho stresu v organizmech a jejich odchylena aktivita se mize podilet na
vzniku a rozvoji vaznych onemocnéni. Z téchto dlvodu je Zadouci mit jednoduchou metodu
pro sledovani aktivity téchto enzymu in vivo v redlném case. Nicméné do nedavné doby
existovaly pouze nepfimé metody zaloZzené na fluorescencné nebo radioizotopicky znaceném
methioninsulfoxidu.57->8 Takto znac¢eny methioninsulfoxid je inkubovan s lyzatem pfislusnych
bunék ¢i tkani a uroven redukce na methionin je sledovana pomoci chromatografickych
metod. Tento zpUsob méreni ma samozrejmé radu nedostatk(l. Mérena aktivita enzymu
v lyzatu muze byt odlisna od aktivity v prirozeném prostredi buriky. Dale se v lyzatech ztraci
Casové a prostorové informace o aktivité enzymi v burikach, tkanich a celych organizmech.
Tato omezeni branila hlubsimu vhledu do molekularné-biologickych funkci Msr. Proto jsme si
polozili otazku, zda by bylo mozné vytvorit novy efektivni ndstroj pro sledovani aktivity Msr.
Jako optimalni se jevila fluorescencni sonda, jez by nesla reaktivni sulfoxid, ktery by redukci
Msr vyvolal zménu ve fluorescencnich vlastnostech sondy. JelikoZ takova sonda neexistovala,
bylo v moji laboratofi navrzeno nékolik fluorescencnich sond, které by mohly takovou funkci
vykonadvat. Jako optimalni se ukazala sonda na bazi BODIPY fluoroforu, ktera byla nazvana
Sulfox-1. Sulfox-1 ma ve své strukture BODIPY jadro, na které je v poloze 2 pfes benzenové
jadro pripojena methylsulfoxidova funkéni skupina. Jak je znamo z predeslych praci o BODIPY
fluoroforu, pripojenim arylovych substituentd vtéto poloze dochdzi k bathochromnimu
posunu fluorescence, jeliko? je rozsiten konjugovany systému fluoroforu.®® Navic bylo
ukazano, Ze rdzné substituenty na arylové skupiné mohou déle ovliviiovat emisni maximum
centralniho fluoroforu tak, Ze elektrondonorni skupiny zvysuji posun emisniho maxima do
Cervené oblasti.®®® Sulfox-1 byl pfipraven jako Cisty (S)-enantiomer spole¢né s jeho
redukovanou formou sulfidem 5 (Obrazek 4).[61] MéFeni spektroskopickych vlastnosti téchto
dvou latek skute¢né ukazalo, Ze sulfid 5 ma emisni maximum posunuto o 25 nm do ¢ervené
oblasti pfi zachovani vysokého kvantového vytézku fluorescence. Tyto experimenty prokazaly,
ze (S)-Sulfox-1 by mohl slouzit jako tzv. podilova (ratiometric) sonda pro sledovani aktivity

MsrA. V dalsim kroku byla testovana reaktivita (S)-Sulfox-1 s rekombinantni MsrA (E. coli).

10
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Ukdzalo se, Ze MsrA ochotné redukuje sulfoxidovou funkéni skupinu (S)-Sulfoxu-1, a méreni
kinetiky dle Michaelise a Mentenové ukazalo, ze (S)-Sulfox-1 je minimalné stejné dobrym
substratem jako pfirozeny substrat methioninsulfoxid. Byla téZ pfipravena enantiomerni
sonda (R)-Sulfox-1, kterd vsak byla za danych podminek s MsrA zcela nereaktivni. Tyto
experimenty prokazaly moZnost pouziti (S)-Sulfox-1 jako selektivni fluorescencni sondy pro
sledovani aktivity MsrA v redlném case (Obrazek 4). (S)-Sulfox-1 byl prvni takovou sondou
svého druhu a byl nasledovan fadou dalSich podobnych sond wvyvinutych v jinych
laboratofich.[6263] UZite¢nost sondy (S)-Sulfox-1 byla ovéFena v in vivo studiich s bakteriemi
E. coli. Jak je jiz zndmo, bakterie E. coli maji zvySenou aktivitu MsrA pfi nékterych stresovych
podminkach (rist ve stacionarni fazi nebo nedostatek Zivin).[®* Sonda (S)-Sulfox-1 byla
schopna postihnout pfirozené variace aktivity MsrA v E. coli, a tim prokdzat moznost pouZziti

in vivo.

MsrA
(E. coli)

phosphate buffer
pH 7.5
20 mM DTT

(S)-Sulfox-1

Obrdazek 4. Signalni mechanizmus chiraini fluorescenéni sondy (S)-Sulfox-1.

Jak jiz bylo zminéno, redukce reaktivniho sulfoxidu (S)-Sulfox-1 na sulfid 5 pomoci MsrA je
spojena s posunem emisniho maxima o 25 nm do Cervené oblasti. Tento fakt je vyuzit pro
sledovani aktivity pomoci tzv. podilové (ratiometric) analyzy. Tato metoda ma urcitou vyhodu
proti tzv. intenzitnim (off/on) fluorescenc¢nim sondam. Méreni podilu intenzit pfi dvou

vinovych délkach ptirozené odstranuje nedostatky intenzitnich sond jako je nerovnomérna

11
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distribuce sondy v burice nebo tkdni ¢i fluorescencni pozadi. Cilem dalSiho projektu bylo
upravit design sondy Sulfox-1 tak, aby rozdil v emisnich maximech oxidované a redukované
formy byl vétsi nez zminénych 25 nm. Toto by umozZnilo vyuziti sondy se standardnéjSimi
fluorescenénimi filtry, a tim by dale usnadnilo jeji pouzitelnost. Pro design nové sondy bylo
vyuzito predpokladu, Ze vliv redukce sulfoxidu na sulfid na BODIPY fluoroforu ma aditivni
charakter, jak bylo naznaéeno v nékterych studiich.”®! Proto by poufZiti dvou misto jedné
sulfoxidové funkéni skupiny mohlo zvétsit rozdil v emisnich maximech substratu a produktu
redukce pomoci MsrA. Po intenzivni optimalizaci Suzukiho kaplingu byla pfipravena sonda
nazvand (S,5)-Sulfox-2. Jak je téz patrné zndzvu sondy, (S,S)-Sulfox-2 obsahuje dvé
methylsulfoxidové funkéni skupiny sabsolutni konfiguraci S. PrestoZe zavedeni dvou
fenyl(methyl)sulfoxidovych jednotek na centralni BODIPY fluorofor Cini tuto sondu stericky
narocnéjsi, jsou oba sulfoxidy pIné redukovany pfi reakci s MsrA, jak bylo potvrzeno HPLC-MS
analyzou. Tato redukce je spojena s bathochromnim posunem emisniho maxima vysledného
bis-sulfidu 0 40 nm oproti (S,S)-Sulfox-2, coZ potvrdilo nasi hypotézu.l®>! Rozsifenim konjugace
doslo téZ k posunuti emisnich maxim jak u (S,S)-Sulfox-2, tak u produktu redukce oproti
Sulfoxu-1. Tento fakt ¢ini novu sondu (S,S)-Sulfox-2 komplementarni k (S)-Sulfox-1, a pfi
fluorescenéni mikroskopii tak mohou byt obé sondy sledovany zaroven ve vicekanalovém
usporadani. Teoreticky pouzitim jedné sondy s opacnou chiralitou na sulfoxidu mlze byt
soucasné sledovana aktivita jak MsrA tak MsrB.

Vyvinutim fluorescencnich sond Sulfox-1 a Sulfox-2 jsme dostali do rukou nastroj,
prvni svého druhu, pro efektivni sledovani aktivity enzym( Msr v redlném case in vivo. Cilem
pfipravy  téchto sond bylo poskytnout novou metodologii pro vyzkum
molekuldrné-biologickych souvislosti exprese a aktivity Msr. Jednou z nejasnosti v molekularni
biologii Msr je fakt, Ze prestoZze methioninsulfoxid v proteinech vznika v pfiblizné stejném
mnozstvi v obou epimernich formdach S a R, exprese, aktivita a bunécna lokalizace striktné
stereospecifickych MsrA a MsrB se vyrazné li$i v riiznych organizmech véetné &lovéka.?®! Jako
modelovy priklad mlze slouzit fakt, Ze E. coli pfi stresovych podminkach rdstu ve stacionarni
fazi nebo pfi nedostatku Zivin vyrazné zvysuje aktivitu MsrA, avSak zvySend aktivita MsrB
popsana nebyla. Aktivita MsrB je v E. coli regulovana zcela jinymi mechanizmy. ZvySena

aktivita MsrA ve stresovanych E. coli je vysvétlovana ndsledovné. Pfi oxidacnim stresu
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v pribéhu logaritmické faze ristu dochazi k oxidaci methioninl v proteinech, a tim jejich
prirozené degradaci, avSak bunky maji dostatek stavebnich blokd pro syntézu novych
protein(, které jejich funkci mohou nahradit. Avsak pfi oxida¢nim stresu ve stacionarni fazi
rastu (nebo pfi nedostatku Zivin) je syntéza novych proteint obtiZznéjsi, a proto je v bunkach
zvysena aktivita ochrannych mechanismu véetné zvysené aktivity MsrA. MsrA tedy redukuje
(S)-epimer methioninsulfoxidu v proteinech, nicméné otazkou zlstava, co se déje s opacnym
epimerem, ktery je téZz produkovan. Bylo vzneseno nékolik moZnych hypotéz. Jednou
moznosti je pfitomnost jiného dosud neidentifikovaného enzymu, ktery je schopen redukovat
(R)-epimer methioninsulfoxidu v proteinech. Dalsi hypotéza, kterad byla vyslovena, je moznd
existence epimerdzy, ktera by transformovala (R)-epimer na (S)-epimer, atim umoznila
Uplnou redukci pouze pomoci MsrA. Takovy enzym vSak doposud nebyl popsan. Posledni
hypotézou je, Ze pro preziti E. coli buniky je dostatecna redukce pouze (S)-epimert
methioninsulfoxidu v proteinech. Pro vyreSeni tohoto problému byly vyuZity naSe nové
enantiomerni sondy (S)-Sulfox-1 a (R)-Sulfox-1. Inkubaci obou sond s bakteriemi E. coli ve
stacionarni fazi rlistu bylo ucinéno zajimavé zjisténi. Podle o¢ekavani byla detegovana zvysena
aktivita MsrA pomoci (S)-Sulfox-1. Avsak za danych podminek dochdzelo i k redukci (R)-Sulfox-
1. Navic tato (R)-selektivni aktivita byla podstatné vyssi nez aktivita MsrA detekovana sondou
(5)-Sulfox-1. Tento fakt spolu se sérii kompetitivnich experimentl vyvratil existenci
predpokladané epimerdzy. Pfi pokusu o izolaci této aktivity bylo zjisténo, Ze tato aktivita je
lokalizovdana v membrdnové frakci, a jako externi reduktant vyZaduje NADH a nikoliv
dithiothreitol (DTT), ktery je reduktantem pro MsrA. Jelikoz MsrA i MsrB maji stejny
mechanizmus katalyzy, ktery vyuZziva katalyticky cystein, nulova aktivita v membranové frakci
pfi pouziti DTT naznacila, Ze se jednd o enzym s odliSnym mechanizmem redukce. Sérii
inhibicnich, proteomickych areverzné genetickych experimentd byla tato aktivita
jednoznaéné pfipsana enzymu dimethylsulfoxidreduktdze (DmsABC) (Obrazek 5).1¢! Tento
enzym byl jiz v minulosti popsén,®”) nicméné jeho role pfi redukci oxidaéniho stresu v burikdch
E. coli a jeho stereoselektivita byla nami popsana vibec poprvé. Na zakladé téchto
experiment( lze fici, Ze tato nové objevena funkce DmsABC je dulezZitéjsi pro Zivotni cyklus E.
coli nez drive popsana a velmi specifickd funkce umoznujici vyuziti dimethylsulfoxidu jako

terminalniho akceptoru elektron( pfi anaerobni respiraci. Tato nova funkce DmsABC pfi boji
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E. coli proti oxidacnimu stresu ukazuje, Ze celkovy obraz redoxnich procest a jejich regulace
strategii, které se snazi vyuZit zvySeni oxidacniho stresu inhibici antioxidacné pusobicich
enzym{.1%8 Objev funkce DmsABC pfi redukci oxidaéniho stresu poukazuje na znaénou
redundanci enzym( bojujicich proti oxidaénimu stresu, které muzZe byt obtizné zacilit
jednotnou strategii. Na zdkladé téchto experimentli samoziejmé vyvstava otazka, jestli i
v eukaryotickych organizmech existuji dals$i reduktdzy, které jsou schopné ovliviiovat
rovnovahu methionin-methioninsulfoxid v proteinech. Dostupnost nami navrZenych

fluorescencénich sond by mohla v budoucnu pomoci s odpovédi i na tuto otazku.

/
S+
o
methioninsulfoxid
reduktaza A ; _
- " (S)-methioninsulfoxid
v proteinech

/ A

S > T
oxidativni stres e%za
/8
o methionig€ulfoxid
methionin d B
v proteinech re

DMSO reduktaza
(DmsABC)

A

N (R)-methioninsulfoxid
v proteinech

Obrdzek 5. Schématické zndzornéni objevu nového enzymu v redoxni rovnovaze methionin-methioninsulfoxid
v bakteriich E. coli.

4.2.Vyvoj enzymatickych metod pro enantioselektivni syntézu chirdlnich sulfoxidd

Chiralni sulfoxidy jsou dulezité biologicky aktivni slouceniny a fada z nich tvofi aktivni slozku
komercnich |éCiv. Dale jsou to téZ populdrni chirdlni ligandy, katalyzatory a stavebni bloky
v asymetrické syntéze. Z téchto dlvodU byla vénovana znacna pozornost vyvoji metod pro
jejich asymetrickou pfipravu. Pfestoze existuje cela plejada téchto metod, obecna asymetricka

priprava sulfoxid( s vysokymi enantiomernimi nadbytky (ee >99 %) je stdle netrivialni tkol.
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| proto se fada farmaceuticky vyznamnych chirdlnich sulfoxidG pfipravuje krystalizaci
diastereoizomernich soli intermediarnich kyselin anebo docistovanim produktd krystalizaci po
nedokonalé asymetrické syntéze. V nasi laboratofi byla vramci predeslych projektt
rekombinantné pfipravena MsrA. Pfi pouziti vySe zminénych enantiomernich fluorescencnich
sond se tento enzym ukdzal jako velmi efektivni pro kinetické rozliSeni s témér absolutni
enantioselektivitou. Proto byla MsrA testovana jako vhodny enzymaticky kandidat pro obecné
kinetické rozliseni chiralnich sulfoxid(. Skutec¢né se ukazalo, Ze MsrA ma pomérné nizkou
substratovou specificitu a je schopnd efektivniho kinetického rozliSeni celé rady chirdlnich
sulfoxid. Enantioselektivita enzymu vici véem reaktivnim substratliim je vyjimecna i mezi
ostatnimi enzymy. Klasickym pfikladem enzym( Siroce vyuZivanych pro kinetické rozliseni
chiralnich ester( jsou lipazy. Lipazy jsou vysoce selektivni vii¢i jednomu enantiomeru esteru,
nicméné po konverzi preferovaného enantiomeru v racemické smési mohou pomalu reagovat
i s enantiomerem opacnym. Experimenty s MsrA ukdzaly, Ze pfi pouziti 0.1 mol % enzymu
dochazi u racemickych sulfoxidl k 50 % konverzi béhem 1-4 hodin a ddle jiz reakce neprobih3,
coz bylo ovérfeno v ¢asovém intervalu dalSich 24 hodin. 1zolované sulfoxidy z téchto reakci maji
enantiomerni nadbytek vys$si nez 99 %, coz dokazuje extrémné vysokou enantioselektivitu
MsrA. Tato metoda predstavuje prvni vyuziti enzymu MsrA k efektivnimu kinetickému
rozliseni chirdlnich sulfoxid(. DalSim vyznamnym rysem MsrA je pomérné nizka substratova
specificita, a tudiz ji lze vyuzit pro efektivni kinetické rozliSeni u Siroké skaly substrat(.

Pfes vySe zminénou efektivitu kinetického rozliseni je ¢&asto zmifovanym
nedostatkem pouze maximalni mozny vytézek reakce 50 %. Také izolace Cistych enzymU mUze
Cinit obtiZe pfi pfipravé enantiomerné obohacenych produktl v preparativnim méfitku. Pro
odstranéni téchto nedostatk( byla v nasi laboratofti vyvinuta metoda deracemizace chiralnich
sulfoxidd, ktera poskytuje vysoce enantiomerné obohacené sulfoxidy ve vytézku az vice nez
90 % bez nutnosti izolace enzymu MsrA.[®®l Tato metoda vyuZivd bakterie E. coli
s rekombinantné zvySenou produkci MsrA a lipofilni oxidant ve dvoufazovém systému vodny
pufr-dekan (Obrazek 6). Racemicky sulfoxid je ve vodném prostiedi enantioselektivné
redukovan MsrA v bakteriich E. coli na sulfid. Takto vznikly sulfid ma znacné lipofilni charakter
a prechazi do organické faze (dekan), kde je zpét oxidovan na racemicky sulfoxid derivatem

oxaziridinu. Racemicky sulfoxid poté pfechazi do vodné faze, a tim se uzavira cely cyklus. Touto

15



Jiti Misek Habilitacni prace, Univerzita Karlova

metodou muze byt deracemizovana cela skala racemickych sulfoxid(i véetné farmaceuticky

vyznamného léciva Sulindac.

o MsrA (0.1 mol%) o
S ( E. coli buriky) _ S §+
jon gueaiNen
MeO MeO
MeO
rac-1g 29 (R)>-1g
vytézek 90 %
T voda | ee 99 %
| dekan
o
N
- Ioh
MeO O o
R MeO
rac-1 S
g N, 2g
(0]
Ha5Cq2

6

Obrdzek 6. Proces deracemizace chirdlnich sulfoxid chemoenzymatickou cestou ve
dvoufdzovém uspordadani.

Jak jiz bylo uvedeno, v pfirodé existuje téZz enzym MsrB, ktery je svou aktivitou
enantiokomplementarni k MsrA. To nds vedlo khypotéze, Ze bude moziné vyvinout
enantiokomplementarni metodu pro obecné kinetické rozliSeni/deracemizaci chirdlnich
sulfoxidl s opac¢nou absolutni konfiguraci. Pro tento ucel bylo rekombinantné pfipraveno
nékolik MsrB zrliznych organizmd s nejvyssimi dokumentovanymi aktivitami. Méfenim
aktivity pomoci sondy (S)-Sulfox-1 se jako nejaktivnéjsi ukazala MsrB z housenicku rolniho
(A. thaliana).”® Kinetické rozlideni s modelovym substratem 1a vedlo ke konverzi 44 % aZ po
44 hodinach s pouzitim 1 mol % enzymu, coZ je desetkrat vice nez vreakcich s MsrA
(0.1 mol %). Enantiomerni nadbytek ziskaného sulfoxidu cinil 63 %, coz dava hodnotu
selektivity pouhych 17 (u MsrA je hodnota selektivity >200). Tyto experimenty ukazaly, Ze
enzymy MsrB zfejmé nejsou vhodné pro vyvinuti ekvivalentniho enantiokomplementarniho
kinetického rozliseni k MsrA, a to diky nizké aktivité a enantioselektivité. Nutno podotknout,

Ze obecné nizsi aktivita enzym( MsrB a jejich nizsi enantioselektivita pfi vyssich katalytickych
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7 v

koncentracich byla pozorovana jiz v diivéjsich pracich.’] Nicméné zhruba ve stejné dobé byla
v nasi laboratofi objevena enantioselektivni reduktdza DmsABC, kterd se ukazala byt
enantiokomplementarni k MsrA. Tohoto objevu bylo vyuZito pro vyvinuti zamyslené
enantiokomplementarni metody. JelikoZ je DmsABC tfidoménovy membranovy protein, neni
jeho izolace v aktivni formé zcela trividlni. Proto byly vyvinuty podminky vyuzivajici celych
bunék E. coli bez nutnosti izolace proteinu. Dalsi vyhodou je, Ze neni potreba externiho
reduktantu, jelikoZz bunécna koncentrace NADH je dostacujici k prlibéhu reakce. Touto
metodou bylo mozné provést kinetické rozliSeni na Siroké Skale substratd a ziskat opticky Cisté
sulfoxidy s opagnou absolutni konfiguraci, neZ je tomu v pfipadé MsrA (Obrazek 7).72 Obecné
je substratova specifita DmsABC nizsi nez u MsrA, nicméné spektrum substratd, které lze
efektivné pripravit ve vysoké optické Cistoté, je u obou enzyml podobné. Zajimavym
substratem je sulfoxid 1b schloromethylovym substituentem, ktery lze téZz pfipravit
v enantiomerné (isté formé. Tento substrat lze vyuzit kdalsi funkcionalizaci pomoci
nukleofilni substituce nebo reakci s organokovovymi ¢inidly, a tim podstatné rozsifit spektrum
dostupnych sulfoxidi v enantiomerné Cisté formé. Touto enzymatickou metodou bylo téz
mozné pfipravit vysoce enantiomerné obohacené |éivo Esomeprazol, které je v poslednich

letech jedno z nejprodavanéjsich na svété.

A
o DmsABC (0.2 ppm) o MsrA (0.1 mol%) o
+ v (E. coli buriky) 5 (E. coli buriky) H +
+ -« + > +
R1‘S\R2 R1‘S‘R2 vodny pufr/dekan R1 R2 vodny pufr/dekan R1‘S‘R2 R1'S\R2
(20:1) (20:1)
2 (S)-1 rac-1 (R)1 2
B o 0 o o
& Y, z, S+
Br (S)-1a (S)-1b Br (R)-1a HO (Ry1c

H o <
S ees; .
@\/9+ /C[ PR <j\/§+
S MeO N \ / ~ |
(S)-1d oMe (R)-1d 'O
(S)-1e (Esomeprazol) HOOC F

(R)-1f (Sulindac)

Obrdzek 7. A. Zndzornéni enantiokomplementérnich metod pro kinetické rozliseni sulfoxid(. B.
Priklady produktd ziskanych témito metodami.
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5. Zavér

Cilem této prace je presvédcit ¢tenaie o tom, Ze vyzkum na pomezi chemickych a biologickych
oborU skryva potencial, ktery mizZe vyrazné obohatit obé odvétvi. Na jedné strané je mozné
vyuZitim metod organické chemie vytvofit nové chemicko-biologické nastroje pro sledovani
biologickych proces, které jsou jinymi metodami nepostizitelné, a tim umoznit hlubsi vhled
do téchto déju. Na strané druhé lze vyuZit nékterych robustnich biologickych nastroju
(enzymu) k pripravé pokrocilych chemickych sloucenin a farmaceuticky vyznamnych latek,
které je obtizné ziskat pomoci standardnich chemickych metod.

V prvni ¢asti této prace je dokumentovan vyvoj novych chirdlnich fluorescencnich
sond, ve kterych je chiralita kliCova pro jejich funkci. Ptipravou fluorescenénich sond
s reaktivnim chirdlnim sulfoxidem v obou enantiomernich formach bylo umoznéno poprvé
sledovat aktivitu dllezitych enzym( methioninsulfoxidreduktdz in vivo vredlném Ccase.
Pouzitim téchto sond byla objevena zcela nova funkce enzymu DmsABC pro udrzovani redoxni
homeostdzy v bakteriich E. coli, coz mlize mit vliv na antibakteridlni strategie vyuzivajici
oxidacniho stresu a otevird dalsi otazky v odvétvi redoxnich regulaci funkci protein(.

V ¢asti druhé je popsan vyvoj novych metod pro (chemo)enzymatickou pfipravu vysoce
enantiomerné obohacenych sulfoxidd. Pro tento ucel bylo vyuzZito jak znamych, tak i ndmi
noveé objevenych enzymatickych aktivit enzym0 MsrA a DmsABC. Tyto dva enzymy se vyznacuji
svoji enantiokomplementaritou, coz umoznilo pfipravu celé fady enantiomerné cistych
sulfoxidd v obou enantiomernich formach. Zfarmaceuticky vyznamnych sulfoxidd byly
pfipraveny napfiklad vysoce enantiomerné obohaceny Esomeprazol nebo Sulindac. V SirSim
kontextu lze Fici, Ze ptirodni zdroje stale skryvaji nové necekané enzymatické aktivity, které

mohou byt uzitecné, jak ukazuje i nas priklad.
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7. Podékovani

Na tomto misté bych rad podékoval vSsem svym souc¢asnym a minulym spolupracovnikiim, bez
nichZ by tato prace jisté nemohla vzniknout. Také bych chtél podékovat vsem svym mentortiim,
ktefi mé na moji Zivotni cesté ovlivnili nejen po strance védecko-pedagogické, ale i osobni.

Zvlastni podékovani patfi moji manzelce Barbore a celé rodiné za podporu, zdzemi a lasku.
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