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Abstrakt

Biliverdin a bilirubin jsou zlucova barviva, ktera jsou degradacnimi produkty
hemu. Biliverdin (BV) je zelenomodré barvivo, které je meziproduktem rozkladu
tetrapyrolového jadra hemu plisobenim enzymu hemoxygenazy (HO). Kone¢nym
produktem této degradace je Zlutohnédé barvivo bilirubin (BR), ktery vznikd z BV
diky enzymu biliverdinreduktaze (BVR). Normélni a mirn¢ zvySend hladina
bilirubinu v playmé ma cytoprotektivni vlastnosti, naopak vysoké hodnoty byvaji
Casto cytotoxické. U ptipadi tézké nekonjugované hyperbilirubinemie (u
novorozenat), se nekonjugovany bilirubin (UCB) usazuje v centrdlni nervové
soustavé (CNS) a zpusobuje tak bilirubinem vyvolanou neurologickou dysfunkci
(BIND). Bohuzel je zde omezeni pro zjiSténi patofyziologie UCB, které je
zpiisobené obtiznym urenim obsahu a rozdéleni UCB ve tkéanich a biologickych
tekutindch. Hlavnim cilem této prace je proto objeveni a zaclenéni ojedinélych
metod, které¢ budou zékladem pfi zjiStovani distribuce bilirubinu. Tento pokrok by
mél vyznamny vliv na studium neurotoxicity bilirubinu u novorozenat. Tato
metoda je zaloZend na radioaktivnim oznac¢eni UCB. Pfednostné se na navazani
vhodné funkéni skupiny (thioly) pouzije atom C10, protoze v této poloze by se
konformace znaceného bilirubinu neméla zménit. A nésledné se nukleofilni
substituci do molekuly inkorporuje isotop jodu. Takto oznaceny UCB bude
testovan pomoci MS, NMR. Vysledky ovSem ukazaly, ze adice thiolti na BV neni
vhodna. Takto vytvofené slouceniny nejsou stabilni, a proto neni mozné je oznacit
vhodnym radioisotopem. Jedinou moZznosti je adice jiné funkéni skupiny, kteréd
bude odolng¢jsi viici vnej$im faktoram.

Kli¢ova slova: biliverdin, bilirubin, thiol, nukleofilni adice, hyperbilirubinemie,
MS, tosylace



Abstract

Biliverdin and bilirubin are bile pigments which are degradation products of
heme. Biliverdin (BV) is greenish-blue pigment and is reduction product of
tetrapyrrolic core of heme by influence of the hemoxygenase (HO). The final
product of this degradation is yellowish-brown pigment bilirubin (BR) which
forms from BV thanks to the biliverdinreduktase (BVR). Normal and slightly
raised level of bilirubin in plasma has cytoprotective effects whereas high levels
are cytotoxic often. In severe unconjugated hyperbilirubinemia cases (newborn
children) unconjugated bilirubin (UCB) accumulates in central nervous system
(CNS) and causes bilirubin-induced neurologic dysfunction (BIND).
Unfortunately there is a limitation for finding UCB pathophysiology caused by
difficult determination of UCB content and distribution in tissues and biological
fluids. So the main purpose of this thesis is to find and integrate isolated methods
which will serve as the basis of finding bilirubin distribution. This progress would
have a significant effect on studies of bilirubin neurotoxicity on newborn children.
This method is based on radioactive labeling of UCB. Preferentially atom C 10
used for binding suitable functional group (thiols) because conformation of
indicated bilirubin shouldn’t change in this position. And then the isotope of
iodine is incorporated into the molecule by nucleophilic substitution. So labeled
UCB will be tested by MS, NMR. However results revealed that the addition of
thiols on BV is not appropriate. Compounds created by this way are not stable and
therefore it is not possible to mark them by suitable radioisotope. The only one
possibility is the addition of other functional group which will be more resistant to
external factors.

Key words: biliverdin, bilirubin, thiol, nucleophilic addition, hyperbilirubinemia,
MS, tosylation
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Seznam zkratek

BIND

BR

BS

BV
BVR
CNS
DMF
DMSO
EI

ESI
EtOAc
Et;N
LAH
LTBA
LTMA
Ph;P
Rr
THF
TLC
TsCl

UCB

bilirubinem  vyvoland  neurologicka

dysfunkce

bilirubin

Bunteho stl

biliverdin

biliverdinreduktaza

centralni nervovy systém

N,N — dimethylformamid
dimethylsulfoxid

ionizace proudem elektronti
ionizace elektrosprejem

ethylacetat

triethylamin

lithium aluminium hydrid

lithium tri-tert-butoxyaluminium hydrid
trimethoxyaluminium hydrid lithny
trifenylfosfin

retencni faktor (TLC)
tetrahydrofuran

tenkovrstevna chromatografie
p-toluensulfonyl chlorid

nekonjugovany bilirubin



Cil bakalarské prace

Cilem této prace je vyrobit vhodné ¢inidlo (tosyloxythiol), které bude
schopné nukleofilni adice na Zzlu¢ové barvivo biliverdin do polohy C10.
Nasledn¢ bude nukleofilni substituci nahrazena tosyloxy- skupina za
radioisotop jodu. Takto oznacena sloucenina bilirubinu by pomohla pii
vyzkumu distribuce bilirubinu v lidském organismu. Tento pokrok by
m¢él vliv na studium neurotoxicky bilirubinu u novorozenat.



1. Teoreticka cast
1. 1. Zluéova barviva
1. 1. 1. Obecna charakteristika

Zlugova barviva vznikaji degradaci hemu. Hem patii do skupiny
tetrapyrolovych sloucenin a je zastoupen jak v zivocisné, tak v rostlinné
{i8i. Kromé hemu a jeho produktd rozkladu - biliverdinu a bilirubinu, do
této skupiny patii také chlorofyl a tzv. biliny (napt. fykokyanobiliny).
Tyto pigmenty slouzi jako sbérace svétla u sinic, n€kterych fas a vyssich
rostlin. Tetrapyroly maji velice rozmanité biologické ucinky:

e Tvorba energie - vznik ATP v bakteridlnich a eukaryotnich
bunkach

e Antioxidaéni ucinky - tyto ucinky se netykaji pouze
biliverdinu a bilirubinu, ale také fykokyanobilini obsazenych v
fasach

e Produkce reaktivnich forem kysliku - obrana proti patogenim

e Pigmentace rostlin- podili se na maskovani vajec, pefi, tkani

e Bunécna  signalizace - zprostiedkovand ~ pomoci
hemoxygenazy a biliverdinreduktazy

Biliverdin je zelenomodré Zlu€ové barvivo, které vzniké rozkladem
tetrapyrolového jadra hemu plisobenim enzymu hemoxygenazy (HO). Pti
této katabolické reakcei se uvolituje dvojmocné zelezo a oxid uhelnaty
(CO). Biliverdin se nevyskytuje u normalniho séra, ale pouze u pacientt
s biliarni (zIucovou) obstrukci, hepatitidou nebo podvyzivou. Kone¢nym
produktem degradace hemu je zlutohnéd¢é barvivo bilirubin, které vznika
redukei biliverdinu enzymem biliverdinreduktazou (BVR) (obr. 1).'
BVR patii do skupiny fosfoproteint. Fosforylace je zakladem pro
aktivitu tohoto enzymu, diky kterému dochézi k redukci biliverdinu na
bilirubin. Navic se ukazalo, ze BVR je autofosforylativni a fosforylace je
reverzibilni, z ¢ehoz vyplyva, ze produkty degradace hemu jsou v buiice
regulovany.” U &lovéka jsou 2 typy bilirubinu - konjugovany a
nekonjugovany. Konjugovany se nachazi ve zluci a je navazan na
kyselinu glukuronovou, tzv. bisglukuronozylbilirubin. Toto uspotadani
vede ke zvysSeni jeho hydrofility a tudiz ke snadnéjSimu vylouceni z téla.
Druhym typem je bilirubin nekonjugovany, ktery se vyskytuje v krvi. Je
to nepoldrni, linearni tetrapyrolova sloucenina oznacovanaé jako 4Z,15Z-
bilirubin IXa (obr. 2). Diky této struktufe vznikaji vodikové mistky mezi
karboxylovymi skupinami a C=0 a NH skupinami postrannich
pyrolovych kruhti. Tato konformace vede k hydrofobnimu chovani
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bilirubinu, a proto musi byt v jatrech konjugovan s kyselinou
glukuronovou. Nekonjugovany bilirubin se v téle nachazi v nékolika
izomerech. Pokud se molekula bilirubinu rozstépi vlivem kyselého pH na
dvé poloviny a poté se opét spoji, rozezndvame tii druhy konstitucnich
izomerd - bilirubin Illa (A), bilirubin I[Xa (B), bilirubin XIIIa (C) (obr.
3).? Tuto skute¢nost Ize dokazat separaci isomert bilirubinu pomoci
tenkovrstevné chromatografie (TLC).

Fe 2+ biliverdin

COOH COOH

NADPH

hem

NADP

HOOC

bilirubin

Obr. 1 Katabolicka draha hemu

Obr.2 4Z,15Z-bilirubin IXa
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COOH HOOC

RC RC 3 R‘ (X3 R‘ [XX3
A CH=CH, CH; CH; CH=CH,
B CH3 CH:CH2 CH3 CH:CHQ
C CH; CH=CH;, CH=CH, CH;

Obr. 3 Struktura bilirubinu llla (A), IXa (B), Xllla (C)

Ptfi préaci s bilirubinem se musi dat pozor na zpétnou oxidaci na
biliverdin, kterou zptisobuje vzdusny kyslik a také na vznik izomert £, Z,
které jsou spojeny s piisobenim svétla a kyselého pH.*

1. 1. 2. Choroby spojené s poruchami metabolismu bilirubinu

Jedna z hlavnich nemoci je Zloutenka (ikterus), kterd zpisobuje
nazloutlé zbarveni sliznic. Pii ni dochdzi ke zvySeni hladiny bilirubinu,
ktera neptesahuje dvojnasobek fyziologické koncentrace (< 34 pmol/l).
Zloutenka existuje ve tfech typech - flavinova, rubinova a verdinova.
Flavinova Zloutenka je jasné Zlut4, rubinovd ma barvu do Cervena a
vétsinou se jednd o onemocnéni jaterni tkan¢ a verdinova zloutenka je
zlutozelena a jejim projevem je i tmava moc.

Poruchy metabolismu bilirubinu:

1. Nekonjugovana hyperbilirubinemie
2. Konjugovana hyperbilirubinemie
3. SmiSend hyperbilirubinemie
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1. 1. 2. 1. Nekonjugovana hyperbilirubinemie

Tato porucha vznik4 v jaternich mikrosomech jesté pfed konjugaci
bilirubinu s kyselinou glukuronovou. Pfi¢inami mize byt nadprodukce
bilirubinu, porucha vychytavani bilirubinu jatry nebo porucha konjugace
bilirubinu. Pfi nadprodukci bilirubinu jsou nejcastéj§imi pti¢inami
hemolytické  anemie. Tato porucha velmi casto propukd
v novorozeneckém obdobi a zplsobuje tézké neonatdlni Zloutenky. U
poruchy vychytavani bilirubinu jatry jde o nedostatek transportnich
proteini nebo o nezralost transportnich funkci jaterni buniky. Mnohem
Castéj$i je porucha konjugace bilirubinu v jatrech. Pokud jsou tyto
defekty vrozené, projevuje se u postizen¢ho Gilbertiv syndrom nebo
Criglerav-Najjarav syndrom 1. a II. typu.! Mohou také vznikat
onemocnéni pohanéna oxidativnim stresem jako napf. rakovina,
autoimunitni a neurodegenerativni onemocnéni.™® Pokud je hladina
bilirubinu v séru normélni nebo mirné zvySend, ma cytoprotektivni
u¢inky. Naopak vysokd hladina bilirubinu v plazmé a tkénich je
cytotoxicka. Pfi tézkém pribéhu nekonjugované hyperbilirubinemie u
novorozencll nebo pacientli s Crigler-Najjarovym syndromem I. typu,
muize nahromadéni nekonjugovaného bilirubinu (UCB) v nervové
soustavé zpuasobit bilirubinem vyvolanou neurologickou dysfunkci
(BIND).”

1. 1. 2. 2. Konjugovana hyperbilirubinemie

NejcastéjSim  typem  zloutenek  jsou  pravé  konjugované
hyperbilirubinemie. Ty vznikaji ptfi poruse metabolismu bilirubinu po
jeho konjugaci s kyselinou glukuronovou v jaternich mikrosomech.
Konjugovana hyperbilirubinemie se déli na dva zakladni typy - familiarni
konjugovanda hyperbilirubinemie a ziskana konjugovanda
hyperbilirubinemie. Ziskana se projevuje alkoholovou hepatitidou,
primarni biliarni cirh6zou, nadory podjaterni krajiny, zanéty Zlucovych
cest. Pokud pacient trpi familiarnim typem = konjugované
hyperbilirubinemie, projevi se u né¢j bud Rotoriv syndrom nebo
Dubintiv-Johnsoniiv syndrom.'
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1. 1. 2. 3. SmiSena hyperbilirubinemie

Tato porucha vznika pii kombinaci dvou ptedchozich typi
hyperbilirubinemii. Nejcastéji k tomu dochdzi pii jaterni cirhoze ¢i
fibroze.'

14



1. 2. Funkcionalizace v poloze 10

Aby nedoslo k poruseni konformace bilirubinového skeletu (obr. 4),
kterd ma tvar pooteviené knihy (obr. 5), jevilo se ndm vhodné zavést
vhodnou funkéni skupinu do polohy 10. Na ni potom provést znaceni
vhodnym radionuklidem. Jednou z moznosti se nabizela nukleofilni adice
(Michael) na konjugovany systém biliverdinu (obr. 6).

Obr. 4 Bilirubin IXa

Konformace je stabilizovdana 6 vodikovymi vazbami mezi
karboxylovymi skupinami a pyrolovymi dusiky.

Obr. 5 Ridge tile
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Obr. 6 Biliverdin IXa

Nukleofilni adice na verdinovy skelet je popsana v nékolika
publikacich. Reakce je vratnd a rovnovaha je obvykle posunuta
vyznamné¢ na stranu vychozich latek. Proto je tfeba pouzit velkého
nadbytku nukleofilniho ¢inidla. Reakce byla podrobné studovana Falkem
a spol.® na biliverdinu (schéma 1) s riznymi nukleofily, jako aminy,
thioly, C-kyseliny (nitromethan, acetoctan ethylnaty, acetylaceton,
kyanovodik).  Autofi produkty neizolovali, reakce studovali
spektroskopicky.

Schéma 1

Vyjimkou je reakce s kyanidem draselnym, kterd probiha formalné
jako nukleofilni substituce za vzniku 10-kyanobiliverdinu (schéma 2)°,
ale samoziejmym meziproduktem je adukt, ktery je nasledné
dehydrogenovan.

KCN; LiBr/DMSO

O  18°C,20h

Schéma 2
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Produkt byl izolovan ve vytézku 95 % a charakterizovan NMR a MS.
Otazkou je, co bylo oxida¢nim ¢inidlem, mohl jim byt DMSO.

Na biliverdin IXa byly adovany rGzné thioly (thiooctova kyselina,
methanthiol, merkaptooctova kyselina, cystein, glutation aj.). Nékteré
produkty byly izolovany a charakterizovany. Zde je reakce téz
rovnovazna a pro dosazeni dobrého vytézku je tfeba vzit velky nadbytek
nukleofilu (schéma 3)*.

Schéma 3

Dalsi moznou reakci je adice NaHSO;/ KHSO; za vzniku tzv.
ranarubinu (bilirubin -10- sulfonat sodny). Je opét potieba vzit velky
nadbytek nukleofilniho ¢inidla (schéma 4)10.

Schéma 4

Zvlastnim ptipadem nukleofilni adice je, vzhledem k mechanismu,
redukce poloh 9,10 pomoci hydridit (NaBH4). Priibéh je slozity, avSak pti
této nukleofilni adici se hydridy chovaji jako donory hydridového iontu
(schéma 5)."
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Schéma 5

Pokud bychom m¢li k dispozici pouze disulfid a nechtéli bychom se
zdrzovat jeho redukci na thiol, naskytuje se zde moznost Michaelovy
adice disulfidu na biliverdin pomoci Rongalitu® (formaldehyd sulfoxylat
sodny), ktery §tépi disulfid na thiol.'* (schéma 6)

HOOC_ COOH HOOC, COOH
N N NaH802 CH20 2H20
DAY RN o + RSSR —>
o”N NN N K,CO;, DMF, tt, 10 min
Schéma 6

Dals§im typem adice thioldl je nukleofilni adice skupiny tosyloxythiol
(TsO(CH3),SH). Nasledn¢ by tosyloxy- skupina mohla byt vyménéna za
isotop jodu nebo fluoru (schéma 7).

HOOC_ COOH
TsO(CH,),SH

— I A
O0”°N N/N N O
H H

Schéma 7
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1. 3. Priprava tosyloxythiolu
1. 3. 1. Tosylace 2- hydroxyethyldisulfidu

Tosylace (sulfonylace) alkoholii je béznd pfeména, kterd nasledné
usnadfiuje nukleofilni substituci.'® (schéma 8)

O
\ /Cl
N
(@]

Y

Schéma 8

Moznosti tosylaci se nam nabizi hned nékolik. Jde vsSak pouze o
drobné zmény v reak¢nich podminkach. Jako baze se nejCastéji pouziva
pyridin®®  nebo triethylamin. Nejvhodn&j$im  rozpoustddlem je
chloroform, tetrahydrofuran (THF) nebo dichlormethan'”.

e p- toluensulfonyl chlorid (TsCl), alkohol, pyridin, chloroform,
teplota 0-5°C, michéni 1 hodinu'

e TsCl, alkohol, vodny NaOH, teplota 0-5°C, michani 5 hodin"®

e TsCl, alkohol, pyridin, chloroform, teplota 25°C, michani 24
hodin'®

e TsCl, alkohol, triethylamin”, tetrahydrofuran (THF), 25°C,
michani 24 hodin

19



1. 3. 2. Redukce disulfid-ditosylatu na tosyloxythiol

Je znamo mnoho <¢inidel, které dokédzou selektivné zredukovat
disulfidickou vazbu na thioly. Mezi né patii naptiklad lithium aluminium
hydrid (LAH), trimethoxyaluminohydrid lithny (LTMA), hydrid hlinity,
triethylborohydrid lithny, borohydrid sodny'®, triisopropoxyborohydrid
draselny'®. Avsak siln&j§i redukéni Ginidlo, jako je mnapt. lithium
aluminium hydrid (LAH) je méné vhodny diky své malé toleranci vici
funkénim skupindm. Mirngjsi ¢inidlo, borohydrid sodny, je naopak malo
rozpustny ve vhodnych organickych rozpoustédlech (tetrahydrofuran).
Dalsi vysoce selektivni redukéni ¢inidla, jako boran nebo disiamylboran,
jsou zasadné inertni k disulfidické vazb&.”® V mé préaci jsem disulfidickou
vazbu redukovala tfemi riznymi zpusoby.

1. 3. 2. 1. Redukce lithium tri-tert-butoxyaluminohydridem (LTBA)

LTBA je mirnym redukénim c¢inidlem v organické syntéze, ktery
redukuje disulfidy na odpovidajici thioly. Tato reakce toleruje Sirokou
$kalu funkénich skupin napf. halogen, nitro.” Redukce probihd na
reak¢ni aparatufe, kde v bance s postrannim ramenem je disulfid v THF
pod inertni atmosférou argonu a tomu je z pfikapavacky po kapkach
piidavan LTBA rozpustény v THF. Tato reakéni smés je michdna po
celou dobu vyvijeni vodiku, ktery je detekovan bublinkami v olejové
probublavacce, a potom jesté dalsi hodinu.

1. 3. 2. 2. Redukce trifenylfosfinem

Trifenylfosfin je zndmé redukéni ¢inidlo, tato reakce ma nevyhodu
v heterogennim systému.”® Roztok disulfidu a trifenylfosfinu ve smé&si
dioxanu, vody a par kapek koncentrované kyseliny chlorovodikové, je
pod inertni atmosférou argonu michan pii teploté 40°C. Vymizeni
disulfidu je sledovano pomoci TLC.?!

1. 3. 2. 3. Prevedeni disulfidu na Bunteho sul

Disulfidy se ptfevadi na Bunteho sil pomoci hydrogensiti¢itanu
sodného nebo draselné¢ho. Produktem této reakce je Bunteho siil a thiol,
ktery se ovSem reoxiduje zpét na disulfid. Pii prvnich experimentech se
myslelo, ze za oxidaci miZe vzduSny kyslik. KdyZ byl ale stejny vytézek
ziskan 1 pfi striktnim dodrzeni inertni atmosféry, ukazalo se, ze za
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oxidaci stoji hydrogensifi¢itan. Diky této skuteCnosti pfeména disulfidu
na Bunteho sil zahrnuje dvé nezavislé reakce (schéma 9)> :

(1)  4RS-SR+4KHSO; — = 4 RSH + 4 RS-SO;K

(3)  2RS-SR+6KHSO; — > 4 RS-SO;K + K,S,0; + 3 H,0

Schéma 9

Obé tyto reakce se musi objevit, pokud ma byt pfeména na Bunteho
stl uspésna. Tyto dvé reakce jsou na sobé nezavislé. Thioly, které se

.....

Bunteho stl.??

1. 3. 2. 4. Hydrolyza Bunteho soli (BS)

Bylo zjiSténo, ze hydrolyzou BS se smési etanolu a koncentrované
kyseliny chlorovodikové, vznik4d odpovidajici thiol. Tato reakéni smés
byla pod zpétnym chladi¢em michdna hodinu. Poté byla smés ochlazena
a ziedéna vodou. Pevné krystalky NaHSO,4 ptesly do roztoku a zplsobily
jeho mlécné zabarveni. Vysledny produkt (obr. 8) byl extrahovan
chloroformem.”

Obr. 7 Tosyloxythiol
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2. Experimentalni ¢ast

2. 1. Pouzité materialy, pristroje

2. 1. 1. Materialy

TLC desky Silikagel Feo/254

TLC desky RP 18

97,5% Ar (Linde)

2.1. 2. Pristroje

hmotnostni spektrometr Bruker Daltonics Esquire 3000 (EST)
NMR spektrometr Varian Unity 400 Inova

UV lampa (A = 254 nm)

analytické vahy Scaltec

2. 2. Seznam pouzitych chemikalii

Siran hofecnaty - bezvody, Cisty (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice), hydroxid sodny -
¢isty (Penta, Chrudim), uhli¢itan sodny - bezvody, p.a. (Lachema, Brno), uhli¢itan
draselny - bezvody, p.a. (Lachema, Brno), pyrosifi¢itan draselny (Lachema,
Brno), thiosiran sodny pentahydrat — p.a. (Lachema, Brno), 2-merkaptoethanol -
purris. p.a. (Fluka, Germany), triethylamin - 99% (Sigma-Aldrich, Némecko),
tetrahydrofuran - bezvody, 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko), acetonitril - p.a.
(Veb Laborchemie Apolda), 2-hydroxyethyldisulfid - 90% (Acros Organics),
methanol - pro HPLC, trifenylfosfin - 99% (Sigma-Aldrich, Némecko), tert-
butanol- zur Synthese (Merck), lithium-tri-tert-butoxyaluminium hydrid - 97%
(Sigma-Aldrich, Némecko), thioacetat draselny - cisty, 98% (Sigma-Aldrich,
Némecko), 3-chlor-1-propanthiol - 98% (Sigma-Aldrich, Némecko), 1,2-bis(4-
toluensulfonyloxy)ethan, dimethylsulfoxid - ¢isty, 99% (Sigma-Aldrich,
Némecko), N,N-dimethylformamid - purris, 99,5% (Fluka, Némecko), hexan -
p.a. (Merck), ethylacetat - p.a. (Merck), amoniak - p.a. 25%-27% (Penta,
Chrudim), HCI — p.a. (Merck), biliverdin hydrochlorid - (Frontier Scientific), p-

toluensulfonyl chlorid (Lachema, Brno).
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2. 3. Plan provedeni experimentt

Pro Michaelovu adici je tfeba nasyntetizovat vhodné konjugacni ¢inidlo, které
je nasledn¢ adovano do polohy 10. NejlepSim feSenim se jevil tosyloxythiol. Jeho

tosyloxy skupina velice snadno podléha nukleofilni substituci, diky které se do
molekuly inkorporuje radioisotop jodu. Provedeni experimentu znazoriuje
nasledujici schéma 10.

/\/S
HO |

/\/S
HO

TsCl1

T~ 3
TsO |

/\/ S
TsO

redukce

/\/SH
TsO

BV

/\/OTS
BR——S

/\/X
BR——S

Schéma 10
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2. 4. Postup prace
2. 4. 1. Syntéza konjugacniho €inidla
2. 4. 1. 1. Tosylace 2- hydroxyethyldisulfidu

Do Ehrlenmayerovy baiiky, opatiené magnetickym michadlem, byl dan 2-
hydroxyethyldisulfid (1 g, 6,5 mmol) rozpustén v 10 ml bezvodého THF. Jako
baze byl do bariky pfidal triethylamin (Et;N) (1,8 ml, 1,3 g, 13 mmol). Postupné
byl ptikapavan tosylchlorid (TsCl) (2,5 g, 13 mmol, 2ekv.) v THF. Reakéni smés
byla michéana pies noc, dokud se nevysrazel veskery triethylamin hydrochlorid.
Pak byla smés prefiltrovana a na vakuové odparce byl z filtratu odpaien THF.

K odparku byla pfidana voda a vznikla smés byla extrahovana etherem. Po
vysuseni bezvodym siranem hotfecnatym bylo rozpoustédlo prefiltrovano a
odpareno na vakuové odparce. Nazloutlé krystalky, ve vytézku 2,12 g (106%),
byly jesté ptekrystalovany z etanolu za vzniku bilych krystalki disulfid-ditosylatu
(1,9 g, 95%).

TLC Silikagel (hexan/ EtOAc 3:1) Rg = 0,59

2. 4. 1. 2. Redukce disulfid-ditosylatu
2. 4. 1. 2. 1. Redukce trifenylfosfinem

Roztok disulfid-ditosylatu (2,4 mmol) a PhsP (3,4 mmol) ve smési 10 ml
dioxanu a 3 ml H,O se dvéma kapkami koncentrované HCI byl michan pod
atmosférou argonu 20 minut pii 40 — 60°C. Vymizeni disulfid-ditosylatu bylo
sledovano pomoci TLC. Po skonceni reakce byla smés zneutralizovana potasem
(K2COs) a odpatena. Odparek byl dale extrahovan tert-butylmethyletherem a
vysusen bezvodym siranem hote¢natym. Po piefiltrovani a odpaieni rozpoustédla
vznikly bilé krystalky. Analyza na MS.
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Obr. 8 EI — MS (277 — Ph3PO; 199 — TsO-(CHz)»; 171 — TsO™; 77 — CsHs)

2.4. 1. 2. 2. Redukce lithium-tri-tert-butoxyaluminohydridem (LTBA)

250 ml baiika s boénym ramenem byla opatiena magnetickym michadlem a
byla napojena na ptivod argonu. Do baiiky byl dan 1g disulfid-ditosylatu (2,16
mmol) a 2 ml THF. Na bo¢né rameno byla nasazena ptikapavacka
s vyrovndvacem tlaku a s probublavackou s minerdlnim olejem. Do piikapavacky
bylo nalito 1,14 g LTBA (4,51 mmol) rozpusténé¢ v THF. LTBA se ptikapavalo po
dobu 15 minut a uvolnény vodik vytvaiel bublinky v kadince s olejem. Po
dokapéani LTBA byla smés jesté dalSi hodinu michana, pak se po kapkach ptidaly
2 ml vody, aby se znic€il vznikly hydrid. Vysledna smés byla okyselena kyselinou
chlorovodikovou tak, aby kone¢né pH bylo mensi nez 3. Poté byla oddélena
vodna faze od faze organické a vodna byla extrahovana etherem (3 x 50 ml).
Spojeny etherovy extrakt byl dale promyt nasycenym solnym roztokem (2 x 150
ml) a vysuSen MgSQO,. Vysuseny roztok byl prefiltrovan a odpaten — vznik svétle
zlutych krystalkii. Analyza na MS.
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Obr. 9 EI - MS (199 — TsO-(CHa),; 172 — TsOH; 155 — Ts’; 91 — C;Hy)

2.4.1. 2. 3. Priprava Bunteho soli

K 1 g 1,2-bis(p-toluensulfonyloxy)ethanu (2,7 mmol, 5 ekv.) v bafice bylo
piidano 0,22 g pentahydratu thiosiranu sodného (0,9 mmol, 1 ekv.). Jako
rozpoustédlo byl pouzit 50% etanol (6 ml). Tato reakéni smés byla zahtivana na
50°C a michéna 2-3 hod. Na TLC bylo pribézn¢ kontrolovano vymizeni
thiosiranu. Po skonceni reakce byl nezreagovany 1,2-bis(4-
toluensulfonyloxy)ethan vymyt etherem, ve kterém je rozpustny.

2.4. 1. 2. 4. Hydrolyza Bunteho soli

1 g BS byl rozpustén ve 13 ml ethanolu a piidal se 1 ml koncentrované¢ HCI,

tato smes byla varena pod zpétnym chladicem 1 hodinu. Nasledné byla ochlazena

a zfedéna 27 ml vody. Pevna latka piedstavovala NaHSO,, kterd po pitechodu do
roztoku zpisobila jeji mlécné zabarveni. Pak byla smés extrahovana
chloroformem a chloroformovy extrakt byl poté vysusen a odpaien do sucha na
vakuové odparce. Analyza na MS.
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Obr. 10 EI - MS (199 — TsO-(CHy),; 172 — TsOH; 155 - Ts’; 91 — C;H7; 77 —
CeHs)

2. 4. 2. Michaelova adice na BV
2. 4. 2. 1. Tosyloxythiol z redukce trifenylfosfinem

K 6 mg (0,01 mmol) biliverdin hydrochloridu, rozpusténém v methanolu, bylo
piidano par krystalkii potase a 10 — 50 pl Et;N pro udrzeni slabé alkalického
prostiedi. Tosyloxythiol byl do smési pfidan v pétindsobném nadbytku. Reakce
probéhla za tmy pod atmosférou argonu. Surova reakéni smés byla analyzovana

pomoci MS.

2. 4. 2. 2. Tosyloxythiol z redukce LTBA

Postup viz. 4.2.1.
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Obr. 11 ESI — MS (581,1 — biliverdin; 537,2 — 1. dekarboxylace biliverdinu;
171,0 — TsO)

2. 4. 2. 3. Tosyloxythiol z hydrolyzy BS

Postup viz. 4.2.1.
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Obr. 12 ESI — MS (581,1 — biliverdin; 537,2 — 1 dekarboxylace biliverdinu)

2. 4. 2. 4. Adice 3- chlor -1- propanthiolu

6 mg (0,01 mmol, 1 ekv.) Biliverdin hydrochloridu bylo rozpusténo v EtOAc,
pridan pétinasobek EtsN (0,05 mmol, 5 ekv.) a 20ul 3-chlor-1-propanthiolu (0,20
mmol, 20 ekv.). Nutnost inertni atmosféry argonu. Vysledny produkt byl odpaten
na vakuové odparce, vyfoukan proudem argonu a zanalyzovan na MS.
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Obr. 13 ESI — MS (691,20 — produkt; 581,27 — biliverdin)

2. 4. 2. 5. Adice disulfid-ditosylatu s pomoci Rongalitu®

Reakéni smés obsahovala 1 ekvivalent biliverdin hydrochloridu, 0,5 ekv.
disulfid-ditosylatu, 4 ekv. Rongalitu® a 2 ekv. K,COs. Jako rozpoustédlo byl
pouzit DMF (3 ml), reakce probéhla za laboratorni teploty a stalého michani
v inertni atmosféfe argonu. Po 10 minutach michani byla ptfiddna voda a tato smés
byla extrahovéna EtOAc. Organicka faze byla oddé€lena a vysuSena MgSQ,. Po
prefiltrovani a odpateni rozpoustédla byl produkt analyzovan na MS.
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Obr. 14 ESI — MS (581,2 — biliverdin; 537,2 — 1. dekarboxylace biliverdinu;
171,0 — TsO")
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2. 4. 2. 6. Adice merkaptoethanolu

6 mg biliverdin hydrochloridu bylo rozpusténo v EtOAc a pfiddno 50ul Et;N.

Merkaptoethanolu pro tuto reakci byl pouzit pétindsobny nadbytek (5 pl).
Vysledné surova smés byla analyzovana na MS.
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Obr. 15 ESI — MS: +MS (661,3 — produkt; 583,3 — biliverdin)

-MS (659,1 — produkt; 581,2 — biliverdin; 537,2 — 1.
dekarboxylace biliverdinu)
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3. Vysledky a diskuse
3. 1. Vytézek tosylace 2- hydroxyethyldisulfidu

Tosylace byla provedena v souladu s udaji uvedenymi v literatute. Za
reak¢nich podminek uvedenych v experimentalni ¢asti bylo dosazeno vyborného
vytézku (95 %). Proto se dale nemusely tyto podminky ménit.

3. 2. Vysledky redukci disulfid-ditosylatu

Redukci disulfid-ditosylatu mél byt ptipraven thiol, ktery bude vhodnym
¢inidlem k nukleofilni adici na biliverdin. Tyto reakce byly provedeny za
reak¢nich podminek uvedenych v literatufe a s riznymi redukénimi €inidly —
trifenylfosfin, LTBA, BS.

3. 2. 1. Redukce trifenylfosfinem

Z hmotnostniho spektra uvedené¢ho v experimentalni Casti je patrné, ze
vysledna surova smés obsahovala velky nadbytek vzniklého trifenylfosfinoxidu
(M = 277). Po redukci mél vzniknout tosyloxythiol (M = 232), takovy pik ovSem
ve spektru neni viditelny. Ale jako diikaz, Ze redukce probéhla, je pik s hmotnosti
199, ktery piedstavuje tosyloxythiol po odpadnuti —SH skupiny.

3. 2. 2. Redukce LTBA

Vysledné spektrum po redukci pomoci LTBA je obdobné jako u redukce
trifenylfosfinem. Nejvétsi zastoupeni ma ovSem latka C;H; (M = 91), druhy
nejvyssi pik patii jiz zminované latce (M = 199).

3. 2. 3. Hydrolyza BS

Hmotnostni spektrum je totozné se spektrem predchozi reakce (redukce
LTBA), mirny rozdil je pouze v pomérném zastoupeni analyzovanych latek.
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3. 3. Vysledky Michaelovy adice

Adice na biliverdin byla provedena s n¢kolika latkami — syntetizovanymi
tosyloxythioly a komer¢nimi thioly. Prace a analyza s vyslednymi adukty byla
velmi naro¢na pro jejich malou stabilitu.

3. 3. 1. Adice syntetizovanych tosyloxythiolt

Nizka stabilita vyslednych adukta zpisobila, ze pti analyze doslo k odpadnuti
funk¢ni skupiny, a proto je na hmotnostnim spektru (zéporny mod) pouze pik
Cistého biliverdinu (M = 581) a pik jeho prvniho dekarboxylac¢niho stupné (M =
537).

3. 3. 2. Adice komer¢nich thiolt
3. 3. 2. 1. 3- chlor -1- propanthiol

Na hmotnostnim spektru v experimentalni ¢asti je vidét, ze vysledny produkt
(M = 691) je ptitomen, ovSem v minoritnim zastoupeni oproti ¢istému biliverdinu
(M = 581). Neni jasné, zda je vytézek tak maly, nebo doslo k odstépeni
CI(CH;)3SH v MS piistroji.

3. 3. 2. 2. Merkaproethanol

Vysledny adukt je opét v minoritnim zastoupeni oproti ¢istému biliverdinu a
jeho prvnimu dekarboxylaénimu stupni.

3. 3. 3. Adice disulfid-ditosylatu pomoci Rongalitu®

Tato metoda, kdy v jednom kroku probéhne jak redukce disulfid-ditosylatu, tak
nukleofilni adice, se jevila velice vyhodné. Avsak vysledné hmotnostni spektrum
dokézalo pouze pritomnost ¢istého biliverdinu (M = 581), prvniho
dekarboxyla¢niho stupné BV (M =537) a TsO" (M = 171).
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4. Zavér

Byla ptipravena vhodna ¢inidla obsahujici thiolovou skupinu —SH
(tosyloxythioly) pro nukleofilni adici na Zlucové barvivo biliverdin. S témito
ziskanymi konjugaty byly provedeny adi¢ni reakce. Vysledné adukty mély byt
nasledné podrobeny nukleofilni substituci, kdy tosyloxy skupina méla byt
nahrazena radioisotopem jodu. Avsak pii separaci aduktii ze surové reakéni smési
dochazelo k odpadnuti funkéni skupiny navazané na C10 atomu biliverdinu. Tyto
produkty adice vykazovaly velice malou stabilitu pfi separaci a analyze. Tudiz
nemohly byt dale znaCeny radioaktivnim jodem.

Z této prace vyplyva, ze nukleofilni adice thioll na biliverdin neni vhodna,
protoze stabilita vazby na barvivo pies siru neni stabilni. Dal§i moznosti, jak
ptipravit znaceny bilirubin, se jevi adice nitromethanu nebo kyanida. Touto
variantou bych se rada zabyvala dale v diplomové praci.
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