6. El6adas
Oligonukleotidok szintézise,
koenzimek, vitaminok



Oligonukleotidok szintézise
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Mddszerek

1.  Karbodiimid mddszer, oldatban (1955)
Tood (Nobel dij 1957), Khorana (Nobel dij 1975)
Kapcsold szer: DCC/Piridin

8-12 tagszdm

2. Foszfit mddszer, szilard hordozén
Beaucage, Caruthers; (1981)
(Merrifield Nobel dij, 1984)



1. Szintézis oldatban

Kapcsolé szer: DCC/Piridin

Védocsoportok:  acetil, tritil

Sir Alexander R. Todd

1. Iépés: Védett komponensek kapcsoldsa (1907-1997)
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2. lépés: A védbcsoportok eltdvolitdsa
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3. Iépés: Lancnovekedés



Megiegyzések: (alkalmas a ribooligonukleotid sorban is)

Véddcsoportok

védelem (MMTr) védelem (Bz)

MMTr = monometoxi-tritil



2. Szintézis szilard fazison

Foszfit médszer Beaucage, Caruthers (1981)

2.1 Szilard hordozé: szilika, liveggyongy, mlanyag,
celluléz, papir

3-aminopropanol
—Si—OH > /Si—O—(CHZ)S—NHZ
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2.2 Védécsoportok
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2.3 Aktivdldas
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2.5 Oxidacié: . foszforos sav (foszfonsav) —> foszforsav”
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2.6 Hasitds

1. OCH; eltdvolitdsa (tiofenol) helyette OH
2. Oligonukleotid lehasitdsa a (szilika) hordozaral (NH;)
3. Nukleozid bazis védécsoport (Bz, Bu) eltdvolitdsa (NH4,OH + hé)

2.7 Tisztitds HPLC
Elektroforézis



Foszforsavak
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DMT-0 bdzis?
Phosphoramidite chemistry

1. Detritylation
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.Sapkdzds" (capping):
reakcid ecetsavanhidriddel,
a szabad OH acetilezése

4. Capping

https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biology/

dna-oligonucleotide-synthesis.html
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DNS/oligonukleotid szintetizdator




DNS/oligonukleotid chip (csip)
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Koenzimek, vitaminok



Koenzimek

Enzim = apoenzim (fehérje) + koenzim (nem-fehérje)

/ \

Szubsztrdtspecifitds Reakcidtipus
Tipusai
Nukleotid Fémion (példa) Egyéb
Fe (citokrom oxidaz)
NAD Cu  (aszkorbinsav oxidaz) B1
FAD Zn  (alkohol dehidrogendz) B6
ATP Mn  (hisztidin amménia-liaz) B12
Koenzim A Co  (glutamat mutdz) folsav
Ni (uredz) pantoténsav
Mo (xantin oxiddz) biotin
" (nitrat reduktaz) Koenzim Q
Se  (glutation peroxiddz)




Nukleotid koenzimek

1. Adenozin mono-, di- és trifoszfat
felfedezés: Lohmann, Fiske (1929)
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2. NAD/NADH: oxiddcid
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3. FAD/FADH,: oxiddcié
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Flavin-adenin-dinukleotid (FAD)

Flavus (latin), sdrga



4. Koenzim-A (CoA)
felfedezés: Lipmann, 1946
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VITAMINOK

1912:  vitamin = vita amines (Casimir Funk)

.Kis mennyiségben kiviilrdl kell felvenni."

Nem vitaminok: esszencialis aminosavak
esszencidlis zsirsavak
Provitaminok

Antropocentrikus

pl. C-vitamin: ember (tengeri malac) igen
patkany nem
p-amino-benzoesav: baktérium igen
ember nem

Kémiai szerkezet: heterogén

Felosztads
(oldékonysdg alapjan)

PN

Vizoldékony Zsirban oldddé
B, C, H és P vitaminok A, D, E és K vitaminok
- koenzimek is - bélbél szivédnak fel
- felesleg kiiirdil - mdjban raktdrozédnak

1958: 15-20 féle vitamin



B1 vitamin (tiamin)

szerkezet 1934, szintézis 1936

Beriberi piroszdlésav nem bomlik le
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* C. Funk - vita amin (1912)



B,-vitamin (riboflavin)

izolalas: Richard Kuhn (1933),
4500 liter tejsavobdl 1g
(természetben 1-foszfat-észter)

HO

(1900- 1967) h D-ribéz
.for his work on  HO——H
carotenoidsand | bérbdntalom
vitamins,,
Nobel-dij, 1938 ~ HO—F—H novekedés
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1,3,5,8-tetraazanaftalin (pteridin)

Bg-vitamin (piridoxdl, piridoxin)
izoldlas: Euler (1937)
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piridoxdl (- CHO) 5'-foszfdt - észter
piridoxin (- OH) (koenzim)

Bérbdantalmak, élesztd

http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tkt/tej-tejtermekek/ch03s05.html



Prof. D. Hodgkin,
National Portrait Galery, London



By -vitamin (kobalamin)

korrinvdz 4
L | 5.6-dimetil-
¥ benzimidazol
CN- vagy
HO- vagy
H,0

Szerkezet:
D. Hodgkin, Oxford,
Nobel dij, 1964 (penicillin is)




Folsav (pteroil-glutaminsav)

izolalas: Peterson (1940)
‘vérszegénység (anémia, leukopénia)
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Nikotinsav(niacin)/ B; vitamin és a nikotinsavamid

hidnya: pellagra (pelle agra = durva bér)
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X OH l ‘ X NH2
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N o NAD* (koenzim)
hiacin

Koleszterin szint szabdlyozé (?)

Pantoténsav/Bs vitamin

OH pantothen (ndvtobev): mindenfeldl
H3C NH O .
= koenzim A
HO ||
CH3 © OH élesztd
e J
—
B-alanin

Roger J. Williams
1933

a,y — dihidroxi - B,B- dimetil-vajsav

.Stressz ellenes” vitamin



H-vitamin (biotin)

izoldlds: Kogl (1936)
2800 kg tojdssdrgdja — 390 mg 1 tojds 50 g, ebbdl 17 g sdrgdja
390 mg = 164 706 db tojds

imidazolidin u
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Avidin - biotin K4 =101
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C-vitamin (L-aszkorbinsav)

felfedezés: 1928
izoldlds: Szentgyorgyi A. (1932)

1

. 0O —
skorbut OH HO |
Ho | O
_ H
HO ¥
® CH,OH

2-keto-L-gulonsav y-laktd
eto-L-gulonsav y-laktam L-aszkorbinsav)



Koenzim-Q (ubikinon, CoQ@)

(eukaridéta sejtekben, mitokondriumok) AP NP
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ZH=
CH 50 CHz-CH =t|:—t:H 2ipH
Koenzim Q,, n=4 OH  coenzyme OH,
Koenzim Qg, n=9
Koenzim Qlo, n=10 UbikinOI

(Nobel dij, kémia, 1978)

.for his contribution to the understanding

of biological energy transfer through

the formulation of the chemiosmotic theory".

Peter D. Mitchell, 1961 AR

Késébb: elektrontranszport ldnc koncepcié -

1
CoQ10 ,protonvonzé" "4
1920-1992

http://www.q10facts.com/a-brief-history-of-coenzyme-q10-2/



C|H3 A-vitamin
CHZZC'CH:CHZ

provitamin:
SNOSINTNTSINTSNYTS B-karotin
Kuhn, 1931 o a vilagos sdrga olaj
halak mdjdosl [ ] fp.: 1367C (vakuum)
Avitamin “17 refinol
novekedési A, = dehidroretinol
7 11
faktor, .all-transz" retinal
farkasvaksdg ‘4
u
) NN
0,5-1 mg/nap _ 11-cisz-retinal
INE=0,6 mg o
l H,N-protein opszin
NN
rodopszin
=
N
N-protein

l hv
X X x X \N-protein
|H,0
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D-vitaminok

CH3

CH
CH3 3

CH3
napfény

hv
3 S 7 A =270-300 nm

HO""

op.: 84-85°C

7-dehidrokoleszterin D;-vitamin
(kolekalciferol)

Allati eredet(i élelmiszerek
Halolaj, mdj, tojds, tejtermék

CH3

v

ergoszterol
D,-vitamin op.: 115-117°C
Névényi eredetii élelmiszerek (ergo)kalciferol

Sorélesztd, gombdk
1 NE = 0,025 mg

Szerepe: Ca®*- és foszfdt felszivodds, csontképzédés

sziv- és érrendszer védelme, immunhidnyos dllapot, osztdédds
Hidnya: angolkdr (rickets), csontritkulds, csontosoddsi zavar
Hipervitamidzis: Csontszovet Ca2+- lerakédads, vesekdképzddés



E-vitamin (tokoferol) izoldlds 1936

, : , . L . felfedezés 1927
10K0G [tokos], pépewv [phérein] = sziiletés, hordozni szintézis 1938

halvdnysdrga olaj

kromdn vdz C16 lanc
R,=R,=R;=CHj, a-tokoferol (5,7,8-trimetil)
R,=R;=CH;, R,= H B-tokoferol (5,8-dimetil)
R,=R;=CH;, R,=H y-tokoferol (7,8-dimetil)

Eléfordulds: névényi olajok, napraforgd, oliva, t6kmag
hds, mdj, tojds, tejtermék

Szerepe: antioxiddns, gyulladdsgatlé
Hidnya: vérszegénység, izomsorvadds, medddéség (embernél ritka)

Hipervitamidzis: Csontszovet Ca2+- lerakodas, vesek8képzddés

E-vitamin (tokotrienol)

R1

-antisterilitds (patkany)



Kq-vitamin (fillokinon)

sdrga olaj
|C) CH3 (_3H3 (_3H3
4

o

H3C CH3

g
naftokinon fitil-csoport

2-metil-3-fitil-1,4-naftokinon

Eléfordulds: spendt, kdposztafélék, saldta, brokkoli
tejtermék, mdj

Szerepe: antioxiddns, gyulladdsgdtlé, koaguldcid
Hidnya: vérzékenység (a koaguldcié hianya miatt)

Bomlas: fény, hg (100°C felett)



