A Kiépitett/modositott funkcios

csoport kKimutatasa

m KOvetelmenyek: 1) érzekeny
2) kvantitativ
3) gyors
4) kis anyagmennyiség
m Megkozelitések

— T

invaziv: mintavétel nem-invaziv: mintavétel nélk(l
V \b)A / \C)A
beviit bevitt reagens funkcionalis  spektroszkopiai
kromofor  ,mellékterméke”  in vitro (enzim) bevitt

in vivo (tox.) reagens



" A
1) —SH csoport kimutatasa

pH 7.5-8.0

OkrNH

| 5-jod acetamido fluoreszcein S Ay =490 nm A, = 515 nm

B)
HooC HOOC COCH
COOH
(R)—SH + =N s\ — OoN S + HS NO,
S NO, \S R
5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoesav) 5-tio-2-nitrobenzoesav
Aaps = 412 Nnm
Ellman’s reagens ¢ = 13600 M-'em”!

Arch Biochem Biophys 82 70 (1959)



"
2) —NH, kimutatasa — .

A) tipus

NO, NO,
F NH
~
- Aps = 254 Nm
02N OZN

2,4-dinitro-fluor benzol (DNP)

N02 N02
SO,0H SO, -
~NH
pH 8.5 puffer Agbs = 335 NM
OsN NO, O,5N NO,
2,4,6-trinitro-benzol szulfonsav (TNBS) narancssarga

(1959)



NO, NO,
=N pH 8.0 =N A, = 470 nm
O > @)
<\ 1 perc, 60 °C N4 Ay, = 530 nm
CI(F) _NH
4-klér-7-nitro-benzo-2-oxa-1,3-diazol
(NBD-CI)
N§ NH NH\
Cxe W/ Aaps = 254 nm

S

fenil-izotiocianat (PITC)

| ; O O o
I kg =494 nm
COO- COO- A, = 520 nm
. ¢N /NH W/NH
~

S/
S
FITC



" S
—NH,, kimutatasa —II.  A) tipus

HsC._ _CHs HzC_ _CHs
N N
Aps = 254 nm
+ NH.-
2 r

pH 7.5-8.0 Ay =360 nm

A, =480 nm
028 e e
SNH

SO,Cl

Dansyl-klorid

[Melléktermék: Dns-OH, fluoreszkal]

OH
COO-

Fluoreszcens

Fluoresztamin [Melléktermék: R-N= helyett O, nem F]



CHO NH
T Ay = 360 nm

(R-SH)
CHO A, = 455 nm

O-Ftalaldehid

D D xabs = 260 nm
+ NH,-

kg =270 nm

o pH 9 o A, = 315 nm

P PR
0~ ¢ 07 NH

9-fluorenil-metil-kloroformat



—NH, kimutatasa — C) tipus




Aminosavak es Gly-Gly dipeptid
UV spektrumal
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A felvetelek az aminosavak vizes
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Hulldmhossz (nm) késziltek



Aldehid/keton csoport kimutatasa

P DMF
_
\ pH > 7

Fluoreszcein-5-tioszemikarbazid

Ay =492 nm A, =516 Nm

€400 = 85000 M'cm’”

Alkalmazas: oxidalt RNS, glikoproteinek, sejtek




L // DMF
OZ?:O
HN HN
\NHg N hidrazon
"Lissamin" Rhodamine B szulfonil hidrazin /El\

Ay =560 nm A, =585 nm
€50 = 95000 M'cm’”

CHj

NH
N “NH, N
/)
N 0 + —C/ DMSO .
7-amino-4-metil kumarin 3-acetil-hidrazid stabil

hidrazon

(AMCA-hidrazid)
Kettds jeldlés

Ay = 345 nm X = 440-460 nm

€445 = 13900 M'cm’”



NH
HNT
HT @)
@) N @) o
// pH 5-9
+ —C >
O O \ 1-9% vizoldékony
K*-03S SO,5- K
NH,
Lucifer sarga CH
Ay =428 nm Ae = 534 nm

€405 = 12000 M'cm”’

Alkalmazas: glikolipidek, neuronok




" JE _ X
. Karboxil csoport kimutatasa

-O S O\/I‘k /\/\/\ -
® NH NH O3S

OVKNH/\/\/\NH—C<

0
/
+ —C\ —— amid
OH
pirén

Na'-0.S SOa- Na® kék tartomany + +

a 3 3 a Na '038 SO3' Na

Cascade Blve Cadaverin Kombinacié: Lucifer sarga
422

A, = 377,398 nm A, =422 nm /

9 ’ e Ay ~ 400 Ao N

€ = 27000 M'cm’! 534

H
B) acil transzfer OYN //O
’ A \ I . NH NH-C
1,5-diamino.pentan GNP
\\\I/N 7 2 \ O > H
/ S 0
HN NH \/\/\/NHZ + - .
\ 2) enzim . ,
OH acil-szubsztrat
S O
5-(biotiamido)pentilamin
Xillla faktor

Lee et al. Clin Chem 34 906 (1998)

(Transzglutaminaz) } meghatarozasa plazmaban

Magas szint —— RAK méj/vese



"
Osszegzes

Kimutatando

Kromofor FIuorofor csoport
(UV, lathato)

Biotin Radioaktiv izotop

™



'NH2

-OH

-SH

-COOH

-CHO

Aktiv H

—COOH
—COOR
—CO0—oO0
OoC
—N——=C——=0
—N—=C——S

—CHO
0

/A

—F(aril)

—S0,Cl

—C0O0—0O
OC
—N—=C—=0

0

/A

—Cl(alkil)

—F(aril/alkil)

—S—S—R

_NH2

—NH——NH,
_NH2

N
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Reaktiv csoportok

Reaktiv csoportok létrehozasa
Reaktiv csoportok kimutatasa
Reaktiv csoportok 6sszekapcsolasa

kémiai szintézis enzimatikus modszer géntechnologia

A\ e

Szempontok: reaktivitas
specificitas
izolalas, tisztitas
alkalmazas, felhasznalas



" J
m Példak
AzT-oligonukleotid
B- és T-sejt epitop — peptidszintézis
Aminosav-transzport — enzimatikus
Epitop azonositas — gentechnoldgiai

L) 0=
HO /
o N Dezoxioligonukleotid - AzT konjugatum
@)

|
O=P—0O

° |
O=P—S ]
| tiofoszforsav észter

!-azido-3'dezoxitimidin

AzT



A. Rich, A. Klug (1974) X-Ray tRNS

T C stem Acceptor stem

72 |
¥ Acceptor
terminys

3' Acceptor
terminus




P. Zamencik
M. Hoogland (1957)

H
QCH, Adenin

o)
7 TR NV
0 O) OH + tRNS 2P
A
R NH+ aminoacil-tRNS
3
-szintetaz
o) 0
H3N+_CH + AP =—7->= H3N+—CH4< + PP,
Lo L%
ob—c ANHIDRID
|
o
“>Rib6z-Adenin

aminoacil-adenilat

(aminoacil-AMP)



