" A
Célcsoportok

Funkcios csoport Fehériegk  Szénhidratok  Nukleinsavak Lipidek
+ Ser
-NH N), L N-glikozid - ’
2 (N). Lys  + (N-glikozid) etanol amin
] _ a(C), ) , + Ser,
COOH/-PO(OR), Glu, As +9 zsirsavak
-CHO - + -
+ primer, + glicerin,
OH Ser. Thr  szekunder ¥ Szeg,“”der inozitol,
AAAAAA (O-glikozid) gangliozid
WM}*OH Tyr - - -
oA Cys - - -
\

/S Met - -



Funkcids csoport Feherjegk  Szénhidratok  Nukleinsavak Lipidek
/> Phe : : :
-CONH, Gin, Asn - - -
\ /NH
WL Arg - - -
NH,
%\NH .
—/ His - - -
Ny 2
| y Trp - - -
H
%‘/\ﬁ ) ) +4,6 Sy
X +2,3,4(5) S
I
I;I¢S\T|/l;j\\8 ) ) +2,6,8 SN
é\\N/e\N/ +1,3,4,7,8 S



" A
Miért hozunk létre funkcids csoportot?

Nincs jelen ami kell pl. -COOH — -NH,

Nagyobb reaktivitdsra van sziikség pl. -OH — -CHO
Szelektivitas pl. -NH, = -SH

Tdvolsdgtartas pl. .spacer”

H w o=

Taktika: ., Trial and error”

- NH, csoport kiépitése

- NH-NH, csoport kiépitése
- COOH csoport kiépitése

- CHO csoport kiépitése

- OH csoport kiépitése

- SH csoport kiépitése

oo s w N R



" J
Amino csoport kiepitése |.

O 0O
A) {/ ® //
_C + H2N_(CH2)2_NH2 - \
OH NH_(CH2)2_NH2

etilén-diamin
H2N_(CH2)3_NH2
1,3-diamino propan
HQN_(CHQ)G_NHz
1,6-diamino hexan
HQN_(CH2)2_NH_(CH2)2_NH2
3,3'-iminobis-propilamin

m
L]
]

+ RN

Y

etiléndiamin

Fehérje pozitivan t6ltétt aminokkal és

negativan toltott karboxilatokkal H.N és tovabbi pozitivan toltétt aminokkal

e N
|
-

Kationizalt fehérje blokkolt karboxilatokkal



" A
Aktivalashoz szikséges: *= EDC; aktiv észter;
N,N’-karbonil-diimidazol
Csokkenti a — és noveli a + szamot pl!
pl. BSA pl 4.9 — pI 9.5-11
Kbzvetett (spacer) — hidrofob kdlcsénhatas
Alkalmazas: feherje pl. HRP, csak 2 NH, van

glikoprotein — szialsav

B) 9 I
—C—0—P—O0OH + HQN—(CHQ)Q—NHQ — —C—0O—P—OH

foszforamidat

Alkalmazas RNS, DNS (5’-OH)
Chu, BCF et al. Nucleic Acid Res 14 5591 (1986)




C) AN Na'CNBH, NH2
a) +4+ NH; pH7-10 > C’ Schiff bazis —  » —HC
o / \H redukcio \H
//
\ N—(CH,),—NH NH-(CH,),—NH
Ho SN g Ol ks S EH N,
H H

Spontan, pH 7-10, 10x felesleg

Noveli a + szamot, pI-t

Kozvetlen: a); kozvetett: b) — kiterjesztheto
Alkalmazas: szénhidrat, glikoprotein




" JA
D) Lindley, H. Nature 178 647 (1956)

H8-10 \ -
y Br—(CHp)p-NH, — o = S—(CHy)o-NH,  tioéter
b
—SH —)> ANH — S—(CHz)2-NH,
etilénimin hidrolizis (spontan)
c) I—(CH2)2—NH~< — S—(CH2)2—NH~<
CFj CF4
N —r’
véddcsoport

N-jodetil-trifluoracetamid

Spontan, pH 8-10, 10x felesleg (DTT), reagens
metanolban, 6 M guanidium-HCI

Noveli a + szamot, pI-t
Kozvetett
Alkalmazas: fehérje




" A 5
Hidrazid csoport klepgtese

y HoN—NH, H,O —< + H,0
hidrazin hidrat (MeOH) NH-NH,

o @)

@)
b) HoN_ k _NH, - )k NH _NH H.,O
NH ~NH NH T \NH2+ 2

karbonsav dihidrazid

(vizoldékony)
% O

Q. NH
NH-NH, — = N\ \H
HoN—NH

adipinsav dihidrazid o

OH
hidrazon O

NH
7N\
(vizoldékony) O NH,
Nem spontan reakcio, ,el6aktivalas” (atalakitas reaktiv vegyiletté)
karbodiimid fenol o szerves
. T . aktiv észt !
O komponens axllv eszter } oldoészer
OH vizoldékony } vizes
karbodiimid oldészer

Csokkenti a — szamot, né pl
a) kdzvetlen; b) kbzvetett (spacer)
Alkalmazas: fehérjék, mikrotites lemezek (t6ltés mentesités is)




N—NH, y NH-NH,
redukcio

iy - (e -
hidrazin hidrat (MeOH) H pl. NaBH, H

@) @)

PN

b) H k H L H
— 7 » HoN N > N _N
2\”” NH 2 Y\”H NH 2 4 HO
H

karbonsav dihidrazid

(vizoldékony)
% O

O
NH—NH2 —_— N\ NH\
H2N—NHJM Y NHJM NH2
H @)

adipinsav dihidrazid

(vizoldékony)

Spontan reakcio
Nem valtoztatja a toltésviszonyokat
Alkalmazas: szénhidratok (dextran, affinitas krom.)

glikoproteinek (ellenanyag, enzim {HPQO})




O
O
O
HoN NH
ZSNH “NH,
0]
Fehérje molekula perjodat-oxidalt
poliszacchariddal Adipinsav dihidrazid
(aldehid csoporttal rendelkezik)
HO
N/
O
Hidrazon kétés terminalis
\N—NH hidrazid csoporttal

O O

NH-NH,



Ghosh, SS et al. Anal Biochem 178 43-51 (1998)

O | 0
HoN_ k _NH, EDC _ C_O_H_OH

Q ) NH- NH imidazol, pH 6 | |

| ! karbonsav dihidrazid HN—NH__NH—NH,
—C—0O—P—O0H T

| | foszforamid o)

OH M

O

@)

NH-NH, —C—o—|F|>—0H
HoN—NH | | Q
HN—NH
MNH_NHZ

adipinsav dihidrazid ©
O

Zanocco J. (1993)

Eldaktivalas
Csdkkenti a — szamot
Alkalmazas: RNS, DNS (5’-OH)




" JE U
Karboxil csoport kiepitese

—NH; O

\

@)

0
/\E
O
O
0
/
| o
\
0
0
H3C /
T
\
0

borostyank&sav anhidrid

)

> \\Nﬁﬂ\\//\\COOH

savamid

Klotz, IM Methods in Enzymol 11 576 (1967) (}w)

)

> COOH
\\NHJL\//”\\//

glutar anhidrid

0
w
- NNH = COOH telitetlen

maleinsav anhidrid

TR NH COOH
- 2
- ~ /ﬂ\xféL\ PAS | Hooc/”§>r/
> NH COOH +

citrakonsav anhidrid _ _ CHg
2-metil-maleinsav

Spontan reakcié

CsOkkenti + , noveli - , csokkenti pl
Kozvetett

Alkalmazas: fehérjék, szénhidrat (amino)




C)

/O
@)
| \C/ )k/\
—(|3—OH + o > / ~0 COOH észter
\
@)
@)
Cl—CH, /< > —C—O—CHZ% éter
OH OH
klérecetsav

Plotz, PH Biochemistry 21 301 (1982)
Spontan reakcio

Kozvetett
Alkalmazdas: szénhidrat, fehérjék

| O pH 8.5 | O
—(|3—SH + (Br)I—CHQA{ > <|:—S—CH24/<

OH OH

HiC N
—SH > \[\> > —s\ > —NH, — —OH
N

tioéter

-l > -Br >-Cl > -F



"
Aldehid csoport kiépitese

A) Vicinalis diolok oxidacioja
Bobbit, JM Adv Carbohyd Chem 11 1-41 (1956)

HO
10 mM natrium perjodat
Qnn
»N\NV/V‘ H,O, pH 7
B-D mannoz részlet C - C kotés hasadas
poliszacharid lancban oxidacié kdzben (aldehid képz6édés)
Van Lenten, L J Biol Chem 246 1889 (1971)
HO terminalis, vicinalis, cisz szidlsav-specificitas

1 mM natrium perjodat

0°C

N-acetil-D-neuraminic sav részlet a szialsav rész szelektiv oxidalasa



" J
B) Enzimatikus oxidacio

Avigad, E et al. J Biol Chem 237 2736 (1962)

/NGUAC Neuraminadaz v.

galaktéz oxidaz

B-D galaktoz
[N-Ac-D-galaktéz]

Spontan reakcié
Kozvetlen
Alkalmazas: szénhidrat, glikoprotein




" JE
/ >_©_< O\H/_®_</O

\ p-formil-benzoesav > HN\ / H
O  N-hidroxi-szukcinimid észter / \ amid UV-kromofor
_C_NH2
‘ H H H H
)M i \C/ J\/\)
+ P .
O o _ redukcio / NH N
glutaraldehid szekunder amin
pH 8-10
Spontan reakcié
Kozvetett
Alkalmazas: fehérje, nukleinsav, szénhidrat (-NH,) |
_(|:_
—T—SH + Hsc/\/\)\/\f 100 HC Z
H H

o,3-telitettlen 4-hidroxi nonenal




" A
Miért hozunk létre funkcids csoportot?

Nincs jelen ami kell pl. -COOH — -NH,

Nagyobb reaktivitasra van sziikség pl. -OH — -CHO
Szelektivitds pl. -NH, — -SH

Tdvolsagtartds pl. .spacer”

H w N o=

Taktika: ., Trial and error”

- NH, csoport kiépitése

- NH-NH, csoport kiépitése
- COOH csoport kiépitése

- CHO csoport kiépitése

- OH csoport kiépitése

- SH csoport kiépitése

oo s w N R



" J _
Hidroxil csoport Kiépitese

OH
@) NH—/_

// NaCNBH, /
_C\ + - _HC\ szekunder amin
H pH 8 Y
OH
H2N/\/
0 etanol amin //O
// EDC —C amid
X + - NH
OH
N\ on
Aktivalas/redukcio
Kbzvetett

Alkalmazas: fehérje, szénhidrat




"
Tiol csoport kiépitése, stratégidk

El6ny: vonzé mert viszonylag kevés van a fehérjékben

Hdtrdny: konnyen oxiddlodik (-SH — -5-5-)
oxigén/nitrogén atmoszféra

EDTA alkalmazdsa (0.01 - 0.1M) — fémkatalizis

(pl. BSA-hoz 0.1M)

Amino csoportbdl
Hidroxi csoportbdl
Oxo csoportbdl
Karboxi csoportbdl
Diszulfid kotésbal



A) Aminocsoportbdl

R-NHZ
védett -SH c) védett -S-S-
/ \ SPDP
SMPT
a) egyenes lancd b) gy(irds
SATA 2-iminotioldn (Traut reagens)
SATP N-acetil homocisztein tiolakton

SAMSA



tioecetsav

Duncan et al. Anal Biochem 132 68 (1983)

SATP H.C
——»' 3 Y CH2 Q _—

O  tiopropionsav

Fuji et al. Chem Pharm Bull 33 362 (1985)

~ /|

@) S
~
Y \QO
CHj —
- A\

merkapto borostyankdsav anhidrid 'y

SATA

SAMSA

Klotz et al. Arch Biochem Biophys 96 605 (1962)

Elény: nincs redukcio — specificitds  ldsd: AcCoA

s7 CH,
o L HoN—OH
NH
- SH
o)

H,N—OH



b)

NH, CI

- SH

” A =248 nm pH 7-10 NH
S . . W
€ =8840 M 'cm + -
NH, ClI

2-iminotiolan

vizoldékony

NH,
Q/S I
O O)\CH3

N-Ac-homoszerin
tiolakton

EDTA!

Traut, Biochemistry 12 3266 (1973)

O

10-20x HN)LCHS

, -~ SH
AgNQO, segit

O o
(IMMOBILIZALAS)

Eldjarn et al. Acta Chem Scand 17 2610 (1963)



piridilditio
c) , . ‘ 0
_ S\S/(CHZT)f/O\N /NHW(CHZ)%S/S N
| - |
. N 0] / 0] N _~
0
SPDP v . l DTT
/ propionsav (MeOH)
, _NH__(CHp)
_\H Carlsson et al. Biochem J 173 723 (1978) W SH
2

SMPT
k =343 nm
e =28880 M'cm”
"benzoesav" w&
X
Thorpe et al. Cancer Res 47 5924 (1987)
NH HN_ _~

l

Hatrdny: redukcid! “/(j)\ o



B) Hidroxi csoportbdl NH; CI
—OH - S - SH
NH5 CI’
Tarentino et al. Glycobiology 3 279-285 (1993)
C) Oxo csoportbal
hidrazid
— © O  SH
//O H,N | (CH.,) 10x N (cle )
_ ¢ + 2NNH 22_oy > \C¢ NH 2/2
(H) EDTA |
Os_ _NH | (H) Ox ’/NH
acetamido
CHy CHj
AMBH "butansav" (EtOH) hidrazon kotés

Taylor et al. Biochem Int 1 353 (1980)



D) Karboxi csoportbdl

ciszteamin
EDC
—C\HZ ﬁ pH 4.7-7.5
O—P—OH
o

Eléaktivdlds (EDC)
Attolt

Alkalmazds: RNS, DNS (5'-OH), fehérjék

I S NH
P N TN TR

l redukcié (DTT)

SH
\NH/\/



Cisztaminnal mddositott
fehérje

HS

Tiol-csoportot tartalmazé fehérje

N

2-merkaptoetilamin

Diszulfid kotést tartalmazo fehérje
konjugatum

Inzulin - diftéria toxin A ldnc p Miskimins et al. 1979
Ellenanyag - toxin Oeltmann et al. 1981



E) Diszulfid kotésbdl

OH OH
HS SH S SH
+ \)ﬁ/ - X \s/\)\/

H
ditiotreitol (DTT, transz) OH ©
ditioeritrol (DTE, cisz) vegyes diszulfid
Cleland WW Biochemistry 3 480 (1964) / \

S—S
X—SH 4 HS—Y
_(CHy)
X/S\S/Y + nus 2 Z\OH
2-merkaptoetanol OH

X—SH 4 HS—Y + Ho/\/s\s/\/OH

N )

2-merkaptoetilamin - HCI

=+

X—SH + HS—Y 4 H3N+/\/S\S/\/NH3CI
cl

OH



" J
Nincs -SH komponens - X—SH 4 HS—Y
HOOC {CHz),—COOH

\
+ (CH2)2—P\ o
(CHl—C00H  —__ HOO% TR
. - . (CH2)o—P—(CHy)
S Y Tris(2-karboxietil)foszfin
xS oxidalt foszfin (H2C)z2_
COOH
4+ NaBH,  pH 8-10, puffer
Gailit J Anal Biochem 214 334 (1993)
Spontan

Felesleg fontos! (min. 20x)

Alkalmazas: fehérjék (szerkezet vizsgalat)
kiépitett —-S—S—X kotések

Denaturald szerek: urea, guanidin, SDS

Egyebek: Cys, HS-CH,-COOH (tioglikolsav)




" A
-SH tartalmu redukaloszerek

N + R=SH ——— X/S\S/R +  Y—SH

vegyes diszulfid

N + R—SH —— F{/S\S/R +  X—SH

N + 2R—SH ——» R/S\S/R + X—SH

oxidalt redukaldszer



" S
Tiol csoport kiépitése

immobilizalt redukaldszerekkel

SH
§_NH\/\/NH\/\/NHT(EI\;

v O COCH,4
spacer
N-acetil-homocisztein
T (1975)
S Y o
X/ \S/ diamino dipropilamin
\ spacer
N SH SH
o~ MM
O dihidrolipoamid
Elény: ,nincs” melléktermék (oxidalt redukaldszer) (1964)

redukaloszer immobil
regeneralhatoé



NH,
" NH-NH,
L coon
T cHo
OH
SH

MIBOL?

NH,  NH-NH, COOH  CHO

OH

SH

o

+

+4

+

.

+

+

+

+

+

+4

+

o

+

+

+

)




