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Abstrakt

Hem je prostetickd skupina obsahujici atom Zeleza ve stiedu tetrapyrolového kruhu,
ktery je soucasti krevniho barviva hemoglobinu. Pfi metabolismu hemu pomoci enzymu
hemoxygenasy vznika v prvnim kroku biliverdin — linearni tetrapyrol, ktery je ihned
biliverdinreduktasou pfeménén na zlu¢ové barvivo bilirubin. Tento tetrapyrolovy
pigment se denn¢ uvoliuje do systémové cirkulace. Normalni hladina nekonjugovaného
bilirubinu v plazmé je u dospélého ¢loveka 5 — 17 umol/l, pti extrémné zvysenych
hladinach (nad 340 pumol/l) diky své lipofilité ptisobi cytotoxicky, zejména
V novorozeneckém obdobi mtize dojit az k rozvoji bilirubinové encefalopatie.
Patogeneze této obavané komplikace neni zcela jasné, chybi pfesné informace o
transportu nekonjugovaného bilirubinu pies hematoencefalickou bariéru i o cilovych
strukturach v centralnim nervovém systému. Cilem této prace je proto studium novych
metod, které by umoznily detailnéjsi vyzkum distribuce bilirubinu v zivych systémech.
Jako vhodna metoda se jevi fluorescenéni znaceni tetrapyrolového pigmentu v poloze
C10, kdy se nejméné zasahne do prostorového uspofadani molekuly a neovlivni se jeji
fyzikalné-chemické vlastnosti a tim i jeji biologicka aktivita. Vzhledem k faktu, ze
fluorescenéné znac¢ené molekuly lze vyuzit ik in vivo experimentiim za pouzi
modernich zobrazovacich systémd, jevi se tento pfistup jako velice vyhodny ke

studovanému téelu.
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Abstract

Heme is a prosthetic group containing iron atom at the center of the tetrapyrrole
cycle, which is the part of hemoglobin. Heme is metabolized by heme oxygenase to
linear tetrapyrrolic pigment — biliverdine. It is immediately transformed to bilirubin by
biliverdin reductase. This pigment is excreted daily into the systematic circulation.
Normal levels of unconjugated bilirubin in plasma are 5 - 17 umol/l for adult. At
extremely elevated levels (above 340 umol / I) causes cytotoxic due to its lipophility,
especially in the neonatal period can lead to the development of bilirubin
encephalopathy. The pathogenesis of this complication is not clear, there is no precise
information of the transport of unconjugated bilirubin across the blood-brain barrier as
well as target structures in the central nervous system. Distribution of unconjugated
bilirubin in newborns is still not entirely clear. The aim of this work is to discover new
methods which would allow more detailed investigation of distribution of bilirubin in
living systems. A suitable method appears to be fluorescent labelling of tetrapyrrole
pigment in position C10 which reaches into the spatial arrangement of the molecule,
and does not affect its physicochemical properties and thus its biological activity. The
fluorescence-labeled molecules can also be used for in vivo experiments for the use of
modern imaging systems, this approach appears to be very beneficial to the studied

purpose. .
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Seznam zkratek
BR-DAG
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BR-Lumcys
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Et;N
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FITC-CSA
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HMOX
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IR
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L-cys-ClI

bilirubin-dansyl-glycin
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bilirubin-luminol
bilirubin-N-karboxyfluorescein
bilirubin-O-karboxyfluorescein
biliverdinreduktasa
dansyl-glycin
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
dimethylaminopyridin
N,N’-dimethylformamid
dimethylsulfoxid

dithiothreitol

ionizace elektrosprejem
ethylacetat

triethylamin

fluorescein isothiokyanat

fluorescein isothiokyanat-cysteamin

fluorescen¢ni rezonanéni pienos energie

hemoxygenasa
1-hydroxybenzotriazol hydrat
lidsky sérovy albumin
infracervené spektrum
luminol-cystein

chlorid L-cysteinu



TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin
THF tetrahydrofuran
uCB nekonjugovany bilirubin

uv ultrafialové spektrum



Cil diplomové prace

Cilem moji prace je priprava fluorescenéné znac¢eného bilirubinu ke studiu toxicity
tohoto zlu¢ového pigmentu za podminek in vitro i in vivo. K této piipravé bude pouzito
vhodné fluorescenéni ¢inidlo, které bude pomoci nukleofilni adice navazano na
biliverdin. Timto postupem vznikne Zlu¢ovy pigment, ktery bude oznacen

fluorescen¢nim barvivem v poloze C10.
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1. Teoreticka ¢ast
1.1. Zluéové pigmenty
1.1. 1. Klasifikace

Zlu&ova barviva biliverdin a bilirubin patii do skupiny tetrapyrolovych slouéenin,
které jsou v rostlinné i zivociSné {iSi velice hojné zastoupeny. U rostlin se setkavame
s tetrapyrolovou strukturou sloucenin u chlorofylu, sinice a fasy obsahuji tzv. biliny
(fytochromobilin, fykocyanobilin), které slouzi jako svétlosbérné pigmenty. Dalsi
znamou slougeninou s tetrapyrolovou strukturou je vitamin By, ™. Pigmenty biliverdin

a bilirubin vznikaji rozkladem hemu ) Hem i chlorofyl maji obdobnou strukturu liici

se pouze v drobnych detailech (obr. 1)M.

HO OH

Obr. 1 Srovnani struktury chlorofylu (vlevo) a hemu (vpravo)

1.1. 2. Katabolismus hemu

Hem je cyklicky tetrapyrol, ktery ma ve svém stfedu navdzany atom Zeleza.
V prvnim kroku degradace dochazi k oxidaci pomoci hemoxygenasy (HMOX),
uvolnéni dvojmocného Zeleza a oxidu uhelnatého a vzniku prvniho meziproduktu —
linearniho tetrapyrolu biliverdinu®-*l. Ve druhém kroku piisobi enzym
biliverdinreduktasa (BLVRA), ktera redukuje dvojnou vazbu centralniho methinového

mustku biliverdinu IXa a tak vznika koneény produkt katabolické drahy v systémové
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cirkulaci — bilirubin IXa (obr. 2) 3. BLVRA je ubiquitérni enzym, ktery bezprostiedné
a velmi u¢inn¢ redukuje biliverdin na bilirubin, biliverdin tudiz neni detekovatelny

Vv krevnim fecisti. Diky tomuto metabolickému kroku nedochazi k akumulaci relativné
polarniho biliverdinu Vv téle plodu a jeho moznym toxickym uc¢inkim. Nepolarni
bilirubin prochazi placentou prostou difuzi a timto je tedy zajisténo odbouravani

produktt katabolické drahy hemu z téla plodum.

biliverdinreduktasa

/ hemoxygenasa HOO! COOH
/ o HOOC, COOH NADPH NADP
2 \ N\
y \ N\ U

_ — = 7 = 7 N\
- / PN ° 7N =~ N\ /N Z >N o

o~ N N N N N H H H
H
o]

Fe2*

o co

HO OH
hem biliverdin bilirubin

Obr. 2 Degradacni draha hemu

1.1. 3 Fyzikaln€ — chemické vlastnosti bilirubinu

Jiz v roce 1864 ptisel Georg Stédeler s hypotézou, Ze bilirubin vznika v krevni
cirkulaci z hemu. V roce 1916 dokazali van den Bergh s Miillerem, Ze u ¢lovéka existuji
dvé rtizné formy bilirubinu. Prvnim je nekonjugovany bilirubin (UCB), ktery se
vyskytuje fyziologicky v krvi, druhy je bisglukuronozyl bilirubin, tedy bilirubin

konjugovany s kyselinou glukuronovou, ktery je obsazen ve Zluit™.

UCB je nepolarni linearni tetrapyrolovy pigment, ktery se pfirozené vyskytuje jako
47,15Z-bilirubin IXa (obr. 3)™. To znadi, Ze vznika z izomeru IX porfyrinu, ktery méa

stereochemicky uspotadané uhliky v polohach 4 a 15 v konfiguraci Z.

Obr. 3 47 157-bilirubin [Xo
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Diky této konfiguraci je umoznén vznik Sesti intramolekulovych vodikovych vazeb
mezi karboxylovymi skupinami propionovych kyselin na kruzich B a C a polarnimi
skupinami na kruzich A a D (obr. 4)P!. Tyto miistky zpiisobuji zablokovani polarnich

skupin a tim jeji nepolarni charakter, a také rigidni strukturu pigmentu[l].

Obr. 4 Rigidni struktura bilirubinu IXo

Kwvli tetrapyrolové struktute se miize UCB vyskytovat v urcitych typech izomert.

Jeden typ jsou konstitu¢ni izomery, které vznikaji pfi rozstépeni molekuly bilirubinu na

dvé poloviny a nasledném nahodném spojeni zpét do struktury se ¢tyfmi pyrolovymi

jaidry[ll. Takto vzniklé izomery mohou byt tii — bilirubin Illa, [Xa a XIIIa (obr. 5)[6' 1
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bilirubin IXa

H*/OH"
HOOC_  COOH HooC_ =~ COOH
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bilirubin o bilirubin Xlillo

Obr. 5 Konstitucni izomery bilirubinu Illa, [Xo a XIlo

Vznikaji kyselou katalytickou reakei bilirubinu IXa® a tyto izomery Ize od sebe

oddélit bud’ tenkovrstevnou chromato graﬁi[e' o

chromatografie (HPLC)™ ™,

, nebo pomoci vysokouc¢inné kapalné

Druhym typem izomeru jsou konfiguracni izomery ZZ, EE, ZE a EZ, kdy se od sebe
1181 vazby mezi jadry A a B/C a D (obr. 6). Bilirubin [Xa (4Z,15Z) je potencidlné
neurotoxicky, takze pokud dojde ke zvySeni jeho hladiny v séru, mize pomoci difuze
projit ptes hematoencefalickou bariéru do mozku a zpiisobit tak nevratné poékozeni[lz].
Tento piirozeny izomer se diky fotochemické reakci méni na izomery ZE/EZ a tim
zvySuje svoji polaritu. Takto vzniklé izomery se vylucuji z organismu i bez nutnosti
konjugace s kyselinou glukuronovou. Tohoto faktu se vyuziva pti 1é¢bé patologické
novorozenecké Zloutenky[4’ Bl kdy diky fototerapii se nepolarni izomer bilirubinu méni

na polarngjsi a eliminuje se tak z krevniho ob&hul!l,
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/ 4E,15Z-bilirubin \

HOOC COOH

o A

4E,15Z-lumirubin

47 ,15E-bilirubin

Obr. 6 Konfiguracni izomery bilirubinu

Druhou formou bilirubinu je bisglukuronozyl bilirubin, coZ je bilirubin konjugovany
s kyselinou glukuronovou (obr. 7). Po degradaci hemu dojde k uvolnéni UCB do
cirkulace. Kvili své nizké polarité je nerozpustny ve vodé a musi byt navazan na
transportni protein albumin, ktery jej dopravi k jaterni bufice. Poté dochazi k disociaci
bilirubinu z albuminu a jeho rychlému transportu do cytoplazmy hepatocytu!!. Samotna
konjugace probiha za pomoci enzymu bilirubin UDP-glukuronozyltransferasy, kdy
dochazi k esterifikaci karboxylovych skupin na postrannich fetézcich™ a tim uvolnéni
dvou vodikovych mistkt, ¢imzZ se zvysi polarita. Tento konjugat bilirubinu je v lidské

zIuci zastoupen asi z 809!,
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Obr. 7 Bisglukuronozy! bilirubin

1.1. 4. Ranarubin

Ranarubin, jinak bilirubin-10-sulfonat sodny, je derivat bilirubinu, ktery se vyskytuje
ve Zlu¢i obojZivelnikli — suchozemskych skokant (rod Rana). Tento analog ma na
uhliku C10 navazanou skupinu -SO3Na, ktera zvysuje jeho polaritu oproti bilirubinu
(obr. 8). Je proto rozpustny Vv polarnich rozpoustédlech jako H,O, MeOH. Stejné jako u
zluCovych pigmenti bilirubinu a biliverdinu zde musime dodrzovat urcité podminky,
aby nedochazelo k rozpadu tohoto barviva — atmosféra argonu, tma. Bod tani nelze

urcit, degradace nastava pii 150°C.

In vitro Ize tento pigment piipravit adici hydrogensiti¢itanu sodného/draselného [15]

na biliverdin. Ranarubin je dilezity pro jeho podobnost s planovanym fluorescenéné

znacenym bilirubinem, kdy v obou piipadech je na atomu C10 navazan atom siry.

Obr. 8 Ranarubin
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1.1.5. Hmotnostni spektrometrie bilirubinu

Pro verifikaci istoty latek nebo objasnéni chemické struktury produktii se velice
Casto pouziva metoda hmotnostni spektrometrie, kdy je dana latka ionizovana a je
méfena hmotnost vzniklé nabité molekuly nebo fragmentii molekuly vzhledem k néaboji.
U bilirubinu Ize o¢ekavat ¢etné fragmentace, diky jeho struktuie. Zakladni pik je docela
intenzivni (m/z 584), ovSem dva hlavni piky ve spektru vyplyvaji z rozstépeni molekuly
Vv nejslabsim misté — centralni methylenové vazby (obr. 9). VétSina z minoritnich pikt

pochazi z rozstépeni postrannich fetézct na téchto dvou hlavnich fragmentech[m].

+
HOOC COOH .

OI’NZ\C /N\C/N\ C/H °

N +

HOOC, COOH

Oﬁ’N\C /N\ /N\ c/u °

m/z 286

\ Hooc COOH /
AN A\
= = m/z 299 = -
NN 7
o N c N CH, H,C N ﬁ/ N °©

Obr. 9 MS: fragmentace bilirubinu

1. 2. Fluorescen¢ni metody

Metody vyuzivajici fluorescenéni znaceni se velice hojné pouzivaji v biochemickém
vyzkumul ", klinické chemii pro jejich senzitivitu a selektivitu!*®?°!. Timto zptsobem
lze monitorovat déleni bunék, zobrazovat urcité ¢asti buﬁky[21], studovat bun&éné

pochody. Tyto metody elegantné nahrazuji znaceni pomoci radionuklidovych ZaFica?*

23]
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1.2. 1. Luminiscence

Luminiscence je jev, kdy je z latky emitovano svétlo, diky excitovanému stavu

elektrond. Podle délky trvani vyzafovaného svétla miizeme luminiscenci rozdélit na:

o fluorescenci — pozorujeme v pribéhu excitace, po skonceni buzeni emise

svétla vymizi
o fosforescenci — tento jev ma delsi dobu dohasinani nez fluorescence

. zpozdénou fluorescenci — stejny princip jako u fluorescence jen s tim
rozdilem, Ze doba dohasinani je zde
prodlouzena o Cas, ktery molekula stravi

V metastabilnim tripletovém stavu
1.2. 2. Mechanismus fluorescence

Fluorescen¢ni molekuly, resp. fluorofory, reaguji na svétlo odliSnym zptisobem nez
ostatni molekuly. Foton excita¢niho svétla je absorbovan elektronem fluorescenéné
aktivni skupiny, ¢imz zvysi svoji energii do excitovaného stavu. Béhem tohoto
budivého okamziku se ¢ast energie rozptyli v molekule a zbytek je vyzaren jako foton a
molekula se navraci zpét do svého zakladniho stavu. Energie emitované¢ho fotonu je
mensi nez energie excitacniho, proto bude vinova délka emisniho zaieni vétsi nez
vlnové délka excitaniho svétla — Stokestv zakon[®® 2?1, Mechanismus se dé4 shrnout do

tfi zakladnich kroku:

. excitace
° doba excitovaného stavu
. emise fluorescence

Tato tfi stadia popisuje Jablonskiho diagram (obr. 10)[25]:

18



Excitovany stav

T

Absorbované Emitované

excitacni fluorescencni

zareni zareni

Energie
Zivotnost
fluorescence (ns)
Zakladni stav
Obr. 10 Jablonskiho diagram — vznik emisniho fluorescencniho zdreni

VInova délka excitacniho i1 emitovaného svétla je specificka pro kazdy fluorofor.
Tyto vlnové délky mohou byt diskrétni u monoatomického fluoroforu, ale u
viceatomového fluoroforu vykazuji Siroka excitacni a emisni spektra (obr. 11)[24].

V emisnim spektru zavisi intenzita fluorescence na vinové délce pti konstantni vinové
délce excitacniho zateni. To stejné plati i pro excitacni spektrum, ovSem pii konstantni
vlnové délce emitovaného zafenil®?. Na ose x jsou vinové délky odpovidajici
maximalni a minimalni intenzité signalu excita¢niho a emitovaného zareni fluoroforu.
Na ose y jsou odpovidajici intenzity zaifeni. VInova délka emitovaného zareni je
nezavisla na vinové délce excitacniho svétla, ovSem intenzita emise je imérna

amplitudé vinové délky excita¢niho zateni.

Excitation Energy
Excitation Energy
Aysuaju| uoissiug

Ayisuajuj uoissiug

Ex, L
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Obr. 11  Excitacni a emisni spektra fluoroforu
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Pro velké mnozstvi organickych latek plati tzv. zdkon zrcadlové symetrie mezi
absorpcnim a fluorescen¢nim pasem. To je dano stejnou relativni pravdépodobnosti
vibra¢nich hladin emise a absorpce. Vzdalenost mezi maximy absorp¢niho a emisniho
pasu se nazyva Stokestiv posun (obr. 12). Tento posun je charakteristicky pro kazdy
fluorofor. Pokud je maly, je velice obtizné rozliSit excitaci a emisi, jelikoz se vinové
délky téchto dvou jevll znacné prekryvaji. Stokestv posun je rozhodujici, jedna-li se 0
mnohonasobnou flourescenci. VIinova délka pii emisi jednoho fluoroforu mize

prekryvat excitaci druhého fluoroforu ve vzorku®¥,

Stokes shift Stokes shift
b====1 4

Excitation Energy
Aysuajuj uoissiug
Excitation Energy

Aysuaju] uoissiug

Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Obr. 12 Stokesiiv posun

Mezi hlavni charakteristiky fluorescence patii:

o intenzita

o polarizace

° koheren¢ni vlastnosti
° doba dohasinani

. spektralni slozeni

Elektromagnetické spektrum je Siroké spektrum vsech vinovych délek
elektromagnetického zateni, viditelné svételné spektrum je ale omezeno jen na velmi
maly rozsah vlnovych délek. Z pocatku byl vyzkum zabyvajici se fluorescenénimi
aplikacemi omezen pouze na fluorofory, které mély vinovou délku emitujiciho zateni

v rozmezi viditeIného spektra (390 — 700 nm), protoze nebyla mozZnost detekce i
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Vv jinych oblastech spektra. Diky technologickému pokroku nyni miizeme detegovat i
fluorofory za hranicemi viditelné oblasti spektra — v ultrafialové (UV) a infracervené

(IR) (obr. 13). Tyto novinky piinasi vétsi variabilitu, universalnost a multiplexni

moznosti ve vyvoji novych aplikaci[m].

__-___,..-—v—”' e o s '|I
UV zareni — Viditelné svétio -~ Infracervené zareni \

T 700

Obr. 13 Spektralni slozeni

Pokud hovotime o vlnovych délkach emitovaného fluorescen¢niho svétla, je také
nutné zminit dalsi fyzikalni vlastnost, jas. Jas daného fluoroforu je uréen molarnim
extink¢nim koeficientem a kvantovym vytézkem, ktery je specificky pro kazdou
fluorescencni barvu. Molarni extink¢ni koeficient je definovan jako mnozstvi svétla,
které by mohlo byt absorbovano fluoroforem pti dané vinové délce a je métena v
M™ cm™. Kvantovy vytézek @ se spodita jako pocet fotont, které jsou emitovany
fluoroforem déleno poétem fotont, které jsou absorbovany. Tento vysledek nam uréuje
ucinnost fluoroforu a jeho maximum mtize dosahnout 1. Jas fluoroforu je vypocitan

souCinem a O.

1.2. 3. Typy fluorofort

Fluorescence se v biologickém vyzkumu pouziva uz skoro 100 let, vyvoj ve
fluorescenéni chemii zaroven s technickymi objevy podnitil rozvoj mnoha novych
fluoroforti. Obrovsky vybér fluorofort dnes poskytuje vétsi flexibilitu, variace a vykon

pro vyzkumné aplikace nez kdy dfiv. Fluorofory Ize rozdélit do tfi obecnych skupin:

J organicka barviva
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o biologické fluorofory
o quantum dots (kvantové tecky)

Kazdy fluorofor ma odlisné vlastnosti, které by mély byt uvazeny pti rozhodovani,

ktery fluorofor pouzit pro kterou aplikaci nebo experimentalni systém.

Organicka barviva - synteticka organicka barviva, jako je fluorescein, byly prvni
fluorescencni slouc¢eniny pouzivané v biologickém vyzkumu. Derivaty téchto
puvodnich slou¢enin byly vyrobeny s cilem zlepsit jejich fotostabilitu a rozpustnost.
Tyto slouéeniny jsou také derivatizovany kvili pouziti v biokonjugaci, zejména
fluorescein isothiokyanat (FITC)®®, rhodamin (tetramethylrhodamin isothiokyanat,
TRITC), a dal$i komer¢ni varianty se Sirokym uplatnénim. Mala velikost téchto
sloucenin je vyhodou oproti biologickym fluoroforim pii biokonjugacich, protoze
mohou byt sitovany do makromolekul, jako jsou protilatky, biotin nebo avidin, aniz by
zasahovaly do fadné biologické funkce. Siroka $kéla slou¢enin s charakteristickymi
excitaénimi/emisnimi spektry, optimalnimi kvantovymi vytézky a extink¢éni koeficienty

jsou komercéné dostupné pro vSechny fluorescencni aplikace.

Biologické fluorofory - zatimco bioluminiscence byla znama po tisicileti, kK prvnimu
pouziti biologického fluoroforu pro vyzkumné aplikace doslo az v roce 1990, kdy byl
naklonovan z medazy Aequorea victoria zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) a pouzival
se jako reportér genové exprese. Od té doby derivaty ptivodniho GFP, fykobiliproteiny
(allofykocyanin, fykocyanin, fykoerytrin a fykoerythrocyanin) a mnoho dalSich proteint
byly navrzeny pro pouziti v biologickych expresnich systémech, a jejich pouziti je dnes

bézné v biologickém vyzkumu.

Ptinos téchto typu fluorofori je, ze pomoci plasmidit mohou byt zavedeny do bakterie,
buriky, organu nebo celého organismu a tam studovany fluorofory bud’ samostatné,
nebo v ramci biologickych procesi. Pouziti fluorescen¢nich proteinti miize byt ¢asove
naro¢né a produkce velkého mnozstvi fotonti miize zptsobit tvorbu reaktivnich forem
kysliku a vyvolat tak nezadouci G¢inky nebo toxicitu. Navic mize velikost
fluorescen¢niho proteinu ménit normalni biologickou funkci bunééné bilkoviny, na
kterou je fluorofor navazan, k tomu obvykle biologické fluorofory nemaji tak vysokou

uroven fotostability a citlivosti jako synteticka fluorescenéni barviva.
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Quantum dots - kvantové tec¢ky jsou nanokrystaly s jedine¢nymi chemickymi
vlastnostmi, které poskytuji pevnou kontrolu nad spektralnimi charakteristikami
fluoroforu. Kvantové tecky byly vyvinuty v roce 1980 a od roku 1990 se stale vice
pouzivaji ve fluorescen¢nich aplikacich v biologickém vyzkumu. Kvantové tecky jsou
diky své velikosti (2-50nm) polovodice, které po excitaci emituji fluorescenéni zafeni
vinové délky podle velikosti ¢astic. Mensi kvantové tecky vyzatuji vy$si energii nez
velké kvantové tecky, a proto se vyzafované svétlo pifesouva z modré na ¢ervenou jak se
velikost nanokrystalti zvySuje. A protoze velikost kvantové tecky mtize byt piisné
kontrolovana, je zde vétsi piesnost excitacnich a emisnich vinovych délek nez u

ostatnich fluorofort.

Bylo publikovano, ze kvantové tecky jsou mnohem vice fotostabilni nez ostatni
fluorofory. Jedna zprava dokonce ukazala, ze kvantové tecky zistaly zafit po dobu 4
mésicd v in vivo zobrazovaci studii®®”. Kromg toho mohou byt kvantové tecky pouzity v
riznych biologickych aplikacich, jako je znaceni bilkovin. Zatimco se vyuziti
kvantovych teek v biologickych aplikacich zvysuje, jsou zminovany zpravy o bunééné

toxicits!?® a i jejich pouziti miize byt cenové dost narocné.

1.2. 4. Detekce fluorescence

Bylo vyvinuto mnoho rtiznych typt detekcnich ptistroja, pricemz kazdy je specificky
pro odlisné experimentalni hodnoty. VSechny fluorescencni systémy maji ale Ctyii

spole¢né zakladni pozadavky:

e zdroj excitacniho zatfeni — laser, fotodioda, lampa (xenonova obloukova a

rtutova)
e fluorofor
e filtry k izolaci ur¢ité vinové délky k excitaci riznych fluorofori
e detektor zaznamenavajici elektronicky signal jako vystupni hodnotu

Ackoliv tento seznam neni uplny a vy€erpavajici, stale se vyviji nové a lepsi

vybaveni, v§echny zékladni poZadavky spliiuji tyto pﬁstroje[zg]:
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e fluorescenéni mikroskopy — zji§tuji umist&ni fluoroforu (nejast&ji FITC)R

jak ve 2D tak ve 3D
e fluorescenéni skenery — zjistuji lokalizaci fluoroforu ve 2D
e spektrofluorometry — zaznamenavaji primérnou fluorescenci ve vzorku

e pratokové cytometry — analyzuji fluorescenci jednotlivych bun¢k ve vzorku

populace

1.2.5. Fluorescen¢éni znaceni

Fluorescen¢ni znaceni je proces kdy se fluorofor kovalentné vaze na jiné molekuly,
naptiklad bilkoviny nebo nukleové kyseliny. Toto se obecné provadi pomoci
reaktivniho derivatu fluoroforu, ktery se selektivné vaze na funkéni skupiny pfitomné v
cilové molekule. Nejcastéji ozna¢ené molekuly jsou protilatky, které jsou nasledné
pouzity jako specifické sondy k detekci ur¢itého cile. Fluorescen¢ni znaceni lze pouzit

pro celou fadu detekénich systému a umoziuje citlivé a kvantitativni méteni.

Pro znac¢eni molekul jsou potteba chemicky reaktivni derivaty fluorofort. Mezi
reaktivni skupiny patii amin-reaktivni®* isothiokyanatové derivaty, véetnd FITC, amin-
reaktivni sukcinimid estery, jako je NHS-fluorescein nebo NHS-rhodamin, a sulfhydryl-
reaktivnit®> **! maleinimidové aktivované fluorofory jako fluorescein-5-maleinimid.
Reakce téchto reaktivnich barviv s jinou molekulou davaji vznik stabilni kovalentni
vazb¢ mezi fluoroforem a zna¢enou molekulou. Isothiokyanaty se jiz dlouho pouzivaji
jako reaktivni skupina pro upevnéni fluorescenéniho barviva na proteiny
prostiednictvim primarnich aminovych skupin lysinu. NHS-ester je nyni preferovana
metoda znaceni, protoze produkuje vice stabilni vazby. Reakce vyuZzivajici
sulfhydrylovou- reaktivni skupinu fluoroforu k vazb¢ na protein se zaméfuji na

cysteinové zbytky, kde dochdzi k vazbé fluorescenéniho barvival®!,

Dalsim krokem znaceni je ¢asto nutnost odstranit nezreagované fluorescenéni
barvivo z cilové molekuly. Velice ¢asto se to provadi pomoci gelové chromatografie,

kde se vyuziva vyhody v rozdilnych velikostech fluoroforu a oznaceného proteinu,
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nukleové kyseliny, atd. BohuZzel se ale stava, ze fluorofory interaguji s typickymi

separa¢nimi matricemi, coz snizuje jejich recyklovatelnost i vlastni separaci.

1.2.6. Faktory ovliviiujici emisi fluorescencniho zatfeni

Zhaseni - emise fluoroforu mize byt pfimo ovlivnéna interakci S jinymi
fluorescen¢nimi nebo non-fluorescencnimi molekulami, které mohou "uhasit™ vznikajici
zateni Z vybuzeného fluoroforu. Zhaseni fluorescence se Casto pouziva k uréeni
aktivniho stavu proteinti nebo identifikaci genové exprese, protoze zhasedlo mize byt
navrzeno tak, aby se piidavalo nebo odstranovalo v zavislosti na danych biologickych

pochodech.

Rozsah zhaseni zavisi na povaze tlumici molekuly (fluorofor nebo non-fluorofor), typu
interakce a energii, ktera je emitovana fluoroforem. Metody fluorescen¢niho zhaseni
jsou: fluorescenéni rezonan¢ni pienos energie (FRET), kolizni zhaseni a kontaktni

zhaseni (obr. 14).

FRET — excitacni zafeni vyvola u fluoroforu excitovany stav, ktery vytsti v uvolnéni
fotonu. Molekula akceptoru, coz miize byt dalsi fluorofor nebo non-fluorofor, je
navrzena tak, aby byla co nejblize donoru fotonu a mohla jej snadno absorbovat. Tak

dojde k efektivnimu zhaseni emitovaného svétla.

Kolizni zhdSeni — vznika tehdy, kdyZ excitovany flourofor reaguje s molekulou
zhasedla v roztoku, coz zptsobi okamzity pfenos energie na tuto molekulu a vybuzeny

fluorofor relaxuje.

Kontaktni zhdseni — fluorofor je v komplexu s molekulou zhasedla jesté pred
excitaci. Jakmile dojde k vybuzeni fluoroforu, okamzité pfejde excitacni energie na

kontaktni molekulu a tato energie se ztrati v podob¢ tepla.
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Obr. 14 Zpusoby zhaseni fluorescence

Background fluorescence - detekce fluoroforu v daném experimentu mtize byt
zakryta vysokym pozadim fluorescence, ktera je nejcastéji zpusobena nedostateénym
odstranénim nenavazané fluorescenéni znacky nebo autofluorescenci vzorku. Peclivé
¢isténi nebo snizeni koncentrace fluorescenéni sondy miize snizit pozadi fluorescence.
Pii autofluorescenci ovSem dochazi k endogenni fluorescenci slozek ve vzorku.
Autofluorescence se v biologickych vzorcich nejcastéji vyskytuje pii pouziti kratsi
vlnové délky excitacniho svétla (obvykle <500nm). Proto miize byt autofluorescence
minimalizovana nebo eliminovana bud’ pomoci fluoroford, které nejsou buzeny ve
stejném spektru jako vzorek nebo sady filtra, které specificky ozafi uzkou vinovou

délkou pouze cilovy flourofor.

Nizkd fluorescence - Nizka intenzita fluorescence mize omezit detekci cilového
fluoroforu, zejména je-li pozadi fluorescence vysoké. Intenzita fluorescence muze byt
roz§itena zvysenim poctu fluoreskujicich molekul v cilovém misté. To mize byt
provedeno bud’ pomoci vyssi koncentrace sondy v experimentu nebo zvysenim
transportu fluoroforu do cilového mista. Oba pfistupy mohou ale negativné ovlivnit
detekci signalu, protoze zvySena koncentrace sondy mize zpisobit bunééné naruseni
(zejména intracelularnich sond) nebo samozhaseni (z divodu vysoké tirovné

mezimolekularnich interakci) ¢i indukovat bunécnou smrt.

Kromé hromadéni po¢tu fluorescenénich sond v systému, se nékdy miize nizka intenzita
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fluorescence zvysit tim, ze se zvysi budici intenzita svétla, protoze intenzita excitace je
piimo imérna excitaéni energie. Pouziti tohoto pfistupu musi byt v rovnovaze, aby se

ptedeslo fotovybélovani.

Fotovybélovani (photobleaching) - fotovyb&lovani je nevratné zni¢eni fluoroforu v
souvislosti s prodlouzenou expozici budiciho zdroje nebo vystaveni vysoké intenzité
excitacniho svétla. Fotovybélovani lze minimalizovat nebo zabranit tim, ze fluorofory
ktera ale stale zajistuje nejlepsi detekci signalu. To vyzaduje optimalizaci metody,
detekci pomoci CCD kamery s vysokou citlivosti a vysokou numerickou aperturou
objektivu. Dalsi ptistupy zahrnuji pouziti fluoroford, které jsou vice fotostabilni nez
tradicni fluorofory a/nebo pomoci protivybélovaciho ¢inidla na ochranu fluoroforu proti
fotovybélovani. Opatteni k zamezeni photobleaching nejsou proveditelna pro vSechny

detek¢ni metody a mély by byt optimalizovany pro kazdou pouzitou metodu.

1. 3. Funkcionalizace bilirubinu v poloze C10

Poloha C10 je idealni misto pro navazani fluorescencni znacky, aby nedoslo

k poruSeni konformace oteviené knihy s Sesti vodikovymi mustky (obr. 15).

Obr. 15 Bilirubin IXa — poloha C10
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Prvni moznosti je nukleofilni adice na konjugovany systém biliverdinu (obr. 16).
Tento typ reakce byl studovan Falkem a spol., kteti na biliverdin adovali thioly, aminy a
C-kyseliny[35]. Produkty ovsem neizolovali, pouze je spektroskopicky studovali. Tento
typ reakce je reverzibilni, rovnovaha je obvykle posunuta ve prospéch vychozich latek.

Proto je tfeba pracovat s velkym nadbytkem nukleofilniho ¢inidla.

Obr. 16  Nukleofilni adice na biliverdin

Na biliverdin byly adovany mnohé thioly — thiooctova kyselina, cystein, glutation,
merkaptooctova kyselina, merkaproethanol. Nékteré z produkti byly izolovany a
charakterizovany. Pro dobry vytézek reakce je opet nutno pouzit velky nadbytek

nukleofilniho &inidla (obr. 17)2°),

Obr. 17 Nukleofilni adice merkapto skupiny

(371

Thioly jsou zndmé diky jejich pfeménadm na disulfidy oxidaci vzdusnym kyslikem
Aby se udrzel redukovany stav latek, pridava se dalsi thiol (cystein, glutation,
merkaproethanol,..), diky kterému dochazi k pfeménam pouze z disulfidl na thioly a
naopak (obr. 18)B" %8 Tyto d&je probihaji v buiice neustale diky velkému zastoupeni

cysteinu a jeho disulfidu cystinu!®®.

28



RSH
R—SS—R + HS——CH,(CHOH),CH,——SH ~—> +

R —— SS—— CH,(CHOH),CH,— SH

/S—R
S
S
/ e s
2| TH | | + RSH
HOHC CH,
HOHC\ _ch, C/
EOH HOH

Obr. 18  Redukce disulfidu dithiothreitolem (DTT)

Nejpouzivangjsi redukéni ¢inidla disulfidd jsou samy thioly. Nejcastéji se jedna o
merkaptoethanol nebo dithiothreitol (DTT). DTT neni ptili§ stabilni pti dlouhodobém
skladovani, pokud neni v pfitomnosti kovovych chelatt. Z tohoto diivodu je v soucasné

dobé& nahrazovan novym redukénim ¢inidlem tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)?*,

Dalsi moznosti je adice hydrogensificitanu sodného nebo draselného
(NaHSO3/KHSO3) za vzniku bilirubin-10-sulfonatu sodného/draselného — tzv.

ranarubinu (obr. 19)%°.

Obr. 19  Vznik ranarubinu

V dal§im kroku by byla sulfonova skupina ponechana reagovat
s 2-tosyloxyethanolem za vzniku derivatu s koncovou OH skupinou (obr. 20), coz by

vedlo k vytvotfeni vhodného prekurzoru pro fluorescenéni znaceni.
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Obr. 20  Vznik prekurzoru Kk fluorescencnimu znaceni

1.3.1. Vazba fluorescencni znacky

Aby bylo moZné navazat fluorescencni barvivo na biliverdin, musi se nejprve vhodné
modifikovat. Kratky alifaticky fetézec, ktery spojuje Zlucovy pigment s fluorescencni
znackou, musi byt na jedné stran¢ opatien reaktivni skupinou, vhodnou k vytvoreni
kovalentni vazby s fluoroforem a na druhé strané mit sulthydrylovou skupinu, diky

které dojde k nukleofilni adici na biliverdin.

a. Thiomocovinova vazba — vazba se tvoii mezi amino skupinou alifatické

spojky a thiokyano skupinou fluorescein isothiokyanatu (obr. 21).

S

HN N
H

COOH

HO (¢} ¢}

Obr.21  Thiomocovinova vazba (fluorescein isothiokyandt)
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b. Amidicka vazba — tvorba peptidové vazby nastava mezi amino skupinou a

karboxy skupinou za odstépeni molekuly vody (obr. 22).

SH

/
o
o
C——NH 0 0
HS/Y
NH, NH o
NH O ‘
o HO © OH

Obr. 22  Amidickad vazba (luminol — vlevo; karboxyfluorescein — vpravo)

c. Esterova vazba — vznik esteru reakci alkoholu s karboxylovou kyselinou za

odstépeni vody (obr. 23).

SH

)
o\ >
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Obr. 23 Esterova vazba (karboxyfluorescein — vlevo; dansyl-glycin — vpravo)
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2. Experimentalni ¢ast
2. 1. Pouzité materialy, pristroje

2.1. 1. Materialy

) TLC desky Silikagel Feo/2s4
o TLC desky RP 18
o 97,5% Argon (Linde)

2.1. 2. Ptistroje

o hmotnostni spektrometr Bruker Daltonics Esquire 3000 (ESI)
U NMR spektrometr Varian Unity 400 Inova
o UV lampa (A = 254nm)
L analytické vahy Scaltec
L ultrazvukova lazen Sonorex Super
L vodni termostat MLW typ U4
° Schoeller Hettich Zentrifugen EBA 21
° Labnet Spectrafuge 16M
2. 2. Seznam pouzitych chemikalii

Biliverdin — Frontier Scientific, cysteamin hydrochlorid — 98% (Sigma-Aldrich,
Némecko), dansyl-glycin — (Sigma-Aldrich, Némecko), diethylether —bezvody,
dichlormethan — p.a. (Merck), dimethylaminopyridin — 98% (Sigma-Aldrich,
Némecko), dimethylsulfoxid — ¢isty, 99% (Sigma-Aldrich, Némecko),

N,N’- dimethylformamid — ¢isty, 99,5% (Fluka, Némecko), dithiothreitol — 99%
(Sigma- Aldrich, Némecko), ethylacetat — p.a. (Merck), fluorescein isothiokyanat —
isomer I, 90% (Sigma-Aldrich, Némecko), hydrogenuhli¢itan sodny — bezvody, p.a.
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(Lachema, Brno), hydroxid sodny — ¢isty (Penta, Chrudim), 3-chlor-propan-1-thiol —
Cisty, 98% (Sigma-Aldrich, Némecko), chloroform — bezvody, 99,8% (Fluka,
Némecko), 5,6-karboxyfluorescein — Cisty, 95% (Sigma-Aldrich, Némecko), L-cystein
hydrochlorid — (Sigma-Aldrich, Némecko), luminol — 97% (Sigma- Aldrich, Némecko),
2-merkaproethanol — ¢isty, p.a. (Fluka, Némecko), methanol — pro HPLC, pyrosifiitan
sodny — (Lachema, Brno), siran hotecnaty — bezvody, ¢isty (Lach-Ner, s.r.o.,
Neratovice), siran sodny — bezvody, ¢isty (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice), tetrahydrofuran
— bezvody, 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko), thionylchlorid — 99% (Sigma-Aldrich,
Némecko), triethylamin — 99% (Sigma-Aldrich, Némecko),

N,N’- dicyklohexylkarbodiimid — 99% (Sigma- Aldrich, Némecko),
1-hydroxybenzotriazol hydrat — 97% (Sigma-Aldrich, Némecko).

2. 3. Postup prace
2.3. 1. Purifikace biliverdinu IXa

Silikagel (15 g) ve smési methanol/aceton (1 : 1; 45 ml) byl nalit do
chromatografické kolony opattené fritou. Gravitaci se nechal silikagel usadit a poté byla
hladina rozpoustédla sniZena lehce nad okraj vzniklé kolonky. Pak se nechalo kolonkou
protéct dalSich cca 20 ml mobilni faze (methanol/aceton; 1 : 1). Pomoci Pasteurovy
pipety byl opatrné a rovnomérné nanesen na kolonu roztok obsahujici surovy biliverdin
(100 mg) v rozpoustédle methanol/aceton (1 : 1; 30 ml). V prvnim kroku byla kolona
promyta 10 ml smési methanol/aceton, poté nasledovalo promyti smési
chloroform/methanol/kyselina octova (7 : 3 : 0.03). Postupné se vymyvaly latky zluto-
zelené a zelené barvy, sbirany byly pouze finalni modro-zelené frakce. Ty byly spojeny
a odpafeny za vakua do sucha. Odparek byl rozpustén v 0,1M NaOH a nasledné
ptefiltrovan. K této smési filtrati byly ptidany 3 kapky ledové kyseliny octové a vznikla
srazenina byla separovana centrifugaci. Precipitat byl tfikrat promyt stejnym objemem
vody a takto promyta latka byla rozpusténa ve smési aceton/voda (8 : 2; 40 ml). Pak
bylo ptidano dalSich 40 ml vody a po promichani bylo ptidano 5 pl kyseliny octové a
znovu promichano. Po deseti minutach byla smés centrifugovana a oddélena pevna faze

promyta vodou. Vysledna pevna latka byla uchovana v mrazicim boxul®!.
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Vytézek precisténi komercniho biliverdinu je okolo 50%.

2.3. 2. Konjugaty s thiomocovinovou vazbou
. Fluorescein isothiokyanat
a. Priprava fluorescein — disulfidu

Bylo navazeno 85,3 mg cysteamin hydrochloridu, ktery byl rozpustén v 1 ml 1M
NaHCO; Dale bylo navazeno 7,6 mg FITC, ktery byl rozpustén v 0,1 ml odplynéného
DMSO, pak bylo pridano 20 pl 0,75M cysteaminu. Vznikl ¢iry ¢erveny roztok, ze
kterého po ptidani THF a odstfedéni (10 min, 13 000 RPM) byla izolovdna sraZenina.
Supernatant byl odsat a srazenina promyta THF. Surovy produkt byl analyzovan

hmotnostni spektrometrii.

b. Redukce disulfidu

Promyty precipitat z reakce a. byl rozpustén v MeOH a byl k nému ptidan
dithiothreitol (1,15 mg, 1 ekv.) jako reduk¢ni ¢inidlo. Reakce probihala 1 hodinu.
Produktem redukce byl FITC-CSA, jeho identita byla ovéfena hmotnostni spektrometrii
(ESI-MS: m/z = 465) a latka byla bez dalsiho ¢isténi pouzita do dalsi reakce.

C. Adice na biliverdin

Bylo navazeno 0,5 mg (1 umol) biliverdinu, ktery byl nasledné rozpustén
V odplynéném MeOH, bylo ptidano 10 pl triethylaminu a do baiiky zaveden argon. Poté
byl do reakéni smési piidan FITC-CSA a za laboratorni teploty byla smés ponechana
reagovat pies noc. Vyslednym produktem byl BR-FITC, ktery byl analyzovan
hmotnostni spektrometrii (ESI-MS: m/z = 1047,0), ale izolace z reak¢ni smési

provedena nebyla.
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2.3.3. Konjugaty s amidickou vazbou

o Luminol
a. Chlorid L-cystein hydrochloridu (L-cys-Cl)

L-cystein - HCI (15,7 mg) byl rozpustén ve 20 ml dichlormethanu a bylo pfidano
22ul SOCI,. Tato reakéni smés byla vlozena do ultrazvukové 1azné na 30 minut a bez

dalsiho ¢isténi byl produkt pouzit v dal§im kroku.

b1. Reakce luminolu s L-cys-Cl (Lumcys)

Luminol (20 mg, 0,113 mmol) byl rozpustén v 1 ml CH,Cl,, byl pfidan triethylamin
(15 pl, 0,100 mmol) a po kapkach L-cys-Cl (0,226 mmol). Reak¢éni smés byla pod
atmosférou argonu a michdna dokud se z bilé disperze nestala naZloutla kapalina
(1 - 2 hodiny)®®). Po dokongeni reakce bylo ke smési pidano 10 ml vody. Vznikla
suspenze byla prefiltrovana a extrahovana do AcOEt. Extrakt byl vysuSen siranem
hofeCnatym a nasledn¢ odparen za vakua. Vysledny odparek byl nazloutlé barvy
(5,8 mg, 29%). Ovéfeni vzniklého meziproduktu bylo provedeno hmotnostni

spektrometrii (ESI-MS, m/z = 283,0).

b2. Reakce luminolu s 3-chlor-propan-1-thiolem

Luminol (20 mg, 0,113 mmol) byl rozpustén v 1 ml CH,Cl,, do vzniklého roztoku
byl pfidan triethylamin (15 pl, 0,200 mmol) a poté pomalu 3-chlor-propan-1-thiol
(16,5 pl, 0,170 mmol). Cela reakéni smés byla pod atmosférou argonu a michana dokud

se z bilé disperze nestala naZloutla kapalina (1 — 2 hodiny).

C. Adice Lumcys na biliverdin

Biliverdin (0,5 mg, 0,001 mmol) byl rozpustén v 1 ml THF, k roztoku byl ptidan
EtsN (10ul, 0,067 mmol) a Lumcys (5,8 mg, 0,022 mmol) vyrobeny v kroku bl. Za
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laboratorni teploty byla smés michana ptes noc. Vysledny produkt BR-Lumcys byl

analyzovan hmotnostni spektrometrii (ESI-MS: m/z = 862).

o 6-karboxyfluorescein
a. Priprava bilirubin-10-merkaptoethylaminu

Cysteamin hydrochlorid (23 mg, 20,35 mmol) byl rozpustén ve 100 pl 1M NaHCOs.
Biliverdin (6,6 mg, 0,011 mmol) byl rozpustén v 1 ml AcOEt a k roztoku byl pfidan
EtsN (30ul, 0,200 mmol), vse bylo provedeno pod atmosférou argonu a za tmy.

V dalsim kroku byl cysteamin pfidan k biliverdinu a ukonceni reakce bylo indikovano
zménou barvy reakéni smési z modrozelené na zlutohnédou. Pro malou stabilitu nebyl
produkt izolovan, pouze byl identifikovan pomoci MS (ESI-MS, m/z = 659,1) a ihned

pouzit pro dal$i reakci.

b. Konjugat bilirubin-10-merkaptoethylaminu s 6-karboxyfluoresceinem

Bilirubin-10-merkaptoethylamin z ptedchazejiciho kroku (6,6 mg, 0,01 mmol),
6-karboxyfluorescein (3,8 mg, 0,01 mmol), DCC (2 mg, 0,01 mmol), triethylamin
(20 ul, 0,067 mmol) a hydroxybenzotriazol (1,4 mg, 0,01 mmol) byly michany v 1 ml
bezvodého DMF za laboratorni teploty po dobu 24 hodin!*%, Vysledna reakéni smés
byla analyzovana pomoci MS (ESI-MS, m/z = 1016,0).

2. 3. 4. Konjugaty s esterovou vazbou
o Dansyl-glycin
a. Priprava bilirubin-10-merkaptoethanolu

Biliverdin (18 mg, 0,03 mmol) byl rozpustén v 10 ml AcOEt, pfipipetovan EtzN
(45 ul, 0,30 mmol) a merkaptoethanol (91 pl, 0,70 mmol)**. Po patnacti minutach
michani zménila reakéni smés barvu z modrozelené na Zlutohnédou. Smés byla

odpatena za vakua a odparek zanalyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie (ESI-MS,
m/z = 659,2).
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b. \znik aktivovaného esteru

Bilirubin-10-merkaptoethanol (10 mg, 0,015 mmol) byl rozpustén v 3 ml THF a
michan na magnetické michacce pti 0°C. Pak byl ptidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
(3,1 mg, 0,013mmol), dimethylaminopyridin (1,22 mg, 0,015 mmol) a dansyl-glycin
(4,7 mg, 0,014 mmol)¥*? a reakéni smés byla michana pies noc. Ovéfeni vzniku
zna¢eného bilirubinu bylo provedeno hmotnostni chromatografii (ESI-MS, m/z =
950,33).

o 6-karboxyfluorescein
a. Priprava bilirubin-10-merkaproethanolu
viz. postup vyse u dansyl-glycinu.
b. Konjugat bilirubin-10-merkaproethanol s 6-karboxyfluoresceinem

Bilirubin-10-merkaptoethanol (10 mg, 0,015 mmol) byl rozpustén v 3 ml THF a
michan na magnetické michacéce pfi 0°C. Pak byl ptidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
(3,1 mg, 0,013mmol), dimethylaminopyridin (1,22 mg, 0,015 mmol) a
6-karboxyfluorescein (5,64 mg, 0,015 mmol)*?. Surova reakéni smés byla michéna

pfes noc a méfena hmotnostni spektrometrii (ESI-MS, m/z = 1018,0)

2.3.5. Ranarubin

Biliverdin.HCI (7 mg, 0,01 mmol) byl rozpustén v 1 ml butanolu, vyfoukan argonem
a nasledn¢ byl ptidan 2M NaHSO3 (0,05 ml, 0,10 mmol). Tato sm&s byla michana 30
minut, poté bylo pfidano dal$ich 0,05 ml NaHSO3 a ponechdno dal§i hodinu michat. Po
hoding bylo pfidano suSidlo NaySO4 (0,35 g) a po 15 minutach suseni byla smés
prefiltrovana ptes vatu. Filtrat byl nasledné srazen diethyletherem a zcentrifugovan. Po
vysuSeni byl ziskan €isty produkt (4,9 mg, 70%), ktery byl analyzovan pomoci
hmotnostni spektrometrie (ESI-MS, m/z = 663,2), nuklearni magnetické rezonance, IR

spektroskopie a ECD spektrometrie.
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3. Vysledky, diskuse

3. 1. Purifikace biliverdinu [ Xa

P 4

Precisténi biliverdinu bylo provedeno za dodrzeni vSech podminek uvedenych
V literatufe. Ke srovnani Cistoty komeréné dostupného biliverdinu pied a po purifikaci
byla pouzita analyza hmotnostni spektrometrii. Spektrum A je surovy biliverdin,
spektrum B biliverdin po purifikaci (obr. 24). Je patrné, ze precisténi snizilo mnozstvi

necistot, vytézek byl ale pouze 50%.
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Obr. 24  ESI-MS - rozpoustédlo MeOH, negativni mod

3. 2. Konjugaty s thiomocovinovou vazbou

3.2. 1. FITC

V prvnim kroku a. byl pfipraven fluorescein-disulfid (obr. 25), ktery byl
Vv nasledujici reakei b. zredukovan na thiol FITC-CSA (obr. 26) pomoci dithiothreitolu.
Z hmotnostnich spekter je patrné, Ze vznika kyzeny meziproduk. FITC-CSA byl
nukleofiln¢ adovan na biliverdin za dodrzeni v§ech podminek obsazenych v literatufe

(tma, argon, fyziologické pH). Fluorescencné oznaeny bilirubin byl analyzovan
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hmotnostni spektrometrii, kone¢nému produktu ve spektru nalezi pik s hodnotou

m/z = 1047 (obr. 27).

a. Piiprava fluorescein-disulfidu
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Obr. 25  ESI-MS - rozpoustédlo MeOH, [M]: m/z = 928,9 (fluorescein-disulfid)

b. Redukce disulfidu
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Obr.26  ESI-MS - rozp. MeOH, [M]: m/z = 465,1 (FITC-CSA)

C. Adice na biliverdin
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Obr. 27  ESI-MS - rozp. MeOH, [M]: m/z = 1047,0 (BR-FITC), m/z =581,1
(biliverdin), m/z = 537,1 (1. dekarboxylace biliverdinu), m/z = 464,9
(FITC-CSA), m/z = 387,9 (FITC)
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3.3. Konjugaty s amidickou vazbou
3.3. 1. Luminol

V prvnim kroku byla karboxylova skupina L-cysteinu pievedena na chlorid
karboxylové kyseliny reakci s thionylchloridem v ultrazvukové lazni. Pak postupnym
ptikapavanim k luminolu vznikl vhodné upraveny prekurzor Lumcys (b1.).

V hmotnostnim spektru mu odpovida pik pti m/z = 283,0 (obr. 28). V poslednim kroku
byla adovana ptipravena latka na biliverdin a méla vzniknout oznacend sloucenina

s molekulovou hmotnosti M = 862. Ve spektru jsou vidét fragmenty biliverdinu (m/z =

581,1; 537,1), hodnota 873,0 sice neodpovida kyZzenému produktu, ovSem

Z 1zotopového zastoupeni u piku m/z = 663,0 je patrné, ze fragment molekuly obsahuje

navazany atom siry (obr. 29). Strukturu vzniklé latky se nepodatilo objasnit stejn¢ jako

u 3. 2. 1.V ptipadé reakéniho kroku b2. byl na luminol za stejnych reakénich podminek
vazan 3-chlor-propan-1-thiol, ovSem v hmotnostnim spektru nebyl kromé piku, ktery

odpovidal luminolu zadny jiny identifikovan.

a. Chlorid L-cystein hydrochloridu (L-cys-Cl)
COOH SOCl, cocl
SH =
/\( *HCI w2l SH/\r
NH; NH,
b. Reakce luminolu s L-cys-Cl (Lumcys)
(@]
Icl
NH, o ~
cocl SH/\'/ NH O
NH SH/\I!; NH;
2 NH
NH
NH
o
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Obr.28  ESI-MS: [M]: m/z = 283,0 (Lumcys)

C. Adice Lumcys na biliverdin
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Obr.29  ESI-MS: [M]: m/z = 862 (BR-Lumcys)

3.3.2 6-karboxyfluorescein

Za vhodnych reak¢énich podminek byl pfipraven bilirubin-10-merkaptoethylenamin
(obr. 30), ktery v dalsim kroku reagoval s karboxyfluoresceinem za vytvorenim
amidické vazby mezi NH; skupinou bilirubinového derivatu a COOH skupinou
karboxyfluoresceinu. Fragmenty v hmotnostnim spektru odpovidaji biliverdinu, jeho
dekarboxyla¢nim stupiiim a derivatiim s cysteaminem (m/z = 284,9; 537,2; 581,2;
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615,2; 737,2), pik s hodnotou 931,1 odpovida dimeru karboxyfluoresceinu (obr. 31).
V prubéhu projektu se nepodatilo nalézt reakéni podminky, které by vedly ke vzniku

cilového produktu, ptestoze by se mélo jednat o trivialni reakei.

a. P¥#iprava bilirubin-10-merkaptoethylaminu
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Obr.30  ESI-MS —rozp. MeOH, [M]: m/z = 659,1 (bilirubin-10-

merkaptoethylamin)

b. Vznik amidické vazby
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Obr.31  ESI-MS - rozp. MeOH, [M]: m/z = 1016,0 (BR-(N)-CF)

3. 4. Konjugaty s esterovou vazbou

3.4. 1. Dansyl-glycin

Pti1 ptipravé konjugéti s esterovou vazbou byl nejdiive syntetizovan derivat
bilirubinu, ktery vznikl adici merkaproethanolu na biliverdin. Reakce probihala za
podminek — fyziologické pH, laboratorni teplota, tma a atmosféra argonu. Vznikly
derivat, bilirubin-10-merkaptoethanol (obr. 32), byl pouzit v dal§im postupu k vytvoieni
esterove vazby s dansyl-glycinem. Podle intenzity signalii v hmotnostnim spektru je
patrné, ze je v reak¢éni smési volny biliverdin (m/z = 581,1), volny dansyl-glycin (m/z =
306,8), bilirubin-10-merkaptoethanol (m/z = 659,1). Pfitomnost aduktu BR-DAG (m/z
=950,3) je sporna (obr. 33). Pokud je latka pfitomna v reakcni smési, tak je pouze

V zanedbatelném mnozstvi.

a. P¥#iprava bilirubin-10-merkaptoethanolu
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Obr.32  ESI-MS —rozp. MeOH, [M’]: m/z = 659,2 (bilirubin-10-

merkaptoethanol)
b. Vznik aktivovaného esteru
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Obr. 33  ESI-MS - rozp. MeOH, [M]: m/z = 950,3 (BR-DAG)

45



3.4.2. 6-karboxyfluorescein

Prvni krok, adice merkaptoethanolu na biliverdin, byl stejny jako v oddilu 3. 4. 1.
Derivat bilirubin-10-merkaptoethanolu byl ponechan reagovat s karboxyfluoresceinem,
kdy by méla vznikat latka s esterové vazanym fluorescencnim barvivem. MS analyzou
reak¢ni smési byla prokazana pouze piitomnost biliverdinu m/z = 581,3 (obr. 34),

ostatni signaly se nepodafilo identifikovat a ani najit signal o¢ekavaného produktu.

b. Vznik esterové vazby
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Obr. 34  ESI-MS —rozp. MeOH, [M]: m/z = 1018,3 (BR-(0)-CF)
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3.5. Ranarubin

Ranarubin byl pfipraven adici hydrogensiti¢itanu sodného na biliverdin (obr. 35).
Zména barvy reakéni smési indikovala konec reakce. Izolace kone¢ného produktu byla
provedena srazenim smési pomoci diethyletheru. Vznik ranarubinu byl dokazan
hmotnostni spektrometrii (obr. 36), stejné tak i jeho Cistota (4,9 mg, 70%). Pomoci
nuklearni magnetické rezonance se podafilo dokdzat rozdil mezi strukturou bilirubinu a
ranarubinu (obr. 37). Jedna se sice jen o maly rozdil v posunu atomii vodiku H5 a H15,

mensi nez 0,05 ppm. Tento rozdil byl potvrzen jesté dalsi analyzou — IR spektrem (obr.
38).

Obr. 35  Adice hydrogensiti¢itanu sodného na biliverdin
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Obr.36  ESI-MS —rozp. MeOH, [ M]: m/z = 663,2 (bilirubin-10-sulfondt sodny)
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Obr. 38 IR spektrum — rozpoustédlo DMSO

Hmotnostni spektrometrie, nuklearni magneticka rezonance a infraCervené spektrum

potvrdily strukturu ranarubinu a urcily jeji odliSnosti od struktury bilirubinu. Posledni
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analyza, ktera byla provedena, fesila otazku podobnosti vazby ranarubinu a bilirubinu

na transportni protein albumin - méfeni ECD spekter (obr. 39).
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Obr. 39  Srovnani ECD spekter ranarubinu a bilirubinu



Spektra jsou normovana na koncentraci ¢ pigmentu v mol/l a tloustku kyvety 1 (cm),
e=A/cl, Ae =AA/c 1), ¢ (HSA) = 1,85 .10 mol/l.

ECD spektra ranarubinu s lidskym sérovym albuminem HSA byla srovnana
S bilirubinem navdzanym na HSA. Molarni absorp¢ni koeficient pro ranarubin vychéazi
niz§i nez pro BR (miize byt zpisobeno ptimésemi, které jsou v navazce ranarubinu, ale
nevykazuji v této oblasti absorpci). Samotné pigmenty bez HSA nevykazuji ECD (tenka
¢ara podél nuly). ECD signal ranarubinu s HSA ma obdobny prub¢h jako pro UCB
s HSA. Intenzita je mensi nez pro UCB pfiblizn¢ ve stejném poméru jako u absorpce.
Stejné prib&hy ECD svédc¢i o tom, Ze chromofory obou barviv se uspotadavaji pti
vazbé na HSA podobné.
Bylo tedy dokédzano, Ze ranarubin se strukturné li§i od bilirubinu, av§ak chovani ve

vazb¢ na albumin je obdobné.
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4, Zavér

Byly ptipraveny prekurzory pro fluorescenc¢ni znaceni bilirubinu, ov§em pro nizkou
stabilitu zlucovych pigmentl na vzduchu, svétle, pii vyssi teploté a vykyvech pH
nebylo mozno tyto produkty izolovat ze surové reakéni smési a zpracovat pro dalsi
mozné vyzkumy. V nékterych ptipadech se podarilo bilirubin opatfit fluorescencni
znackou, produkty vSak vykazovaly vysokou nestabilitu a pfi dal§im zpracovani a
analyze dochazelo k rozkladu na vychozi latky a dalsi slouceniny, které vSak nebylo

mozno identifikovat.

Adici hydrogensifi¢itanu sodného na biliverdin byl pfipraven ranarubin. Jeho
struktura byla potvrzena hmotnostni spektrometrii, nuklearni magnetickou rezonanci a
IR spektrem. Diky témto analyzam byla dokazana jeho strukturni odlisnost od
bilirubinu. Ov§em pomoci cirkularnich dichroismt (ECD spektra) bylo dokéazano, Ze pii
vazbe¢ na transportni protein albumin se chova ranarubin obdobné¢ jako bilirubin. Tyto
poznatky je mozZno s vyhodou aplikovat pii dal$im vyzkumu zna€eni bilirubinovych

derivatu.
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