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Homobifunkcios

Azonos funkcids csoportok

. -NH, H,N-
.-SH HS-
.-COOH  HOOC-
.-CHO OHC-

. -NH-NH,  H,N-NH-

) <

. Nem-kovalens

,Zero-length”

Nincs beépllés a két
komponens kdzé

1. Karbodiimid
N—C=N

2. Woodward’ reagens
CH=C=N

@)
3. Diimidazol )L

4. Oxidaloszerek
-SH + HS-

5. Enzimek

Heterobifunkcios

Kilénbdz6 funkcids csoportok

3. Fotoreaktiv
-NH,
-SH

-COOH
-CHO

4. Fotoaffinitas



Kapcsold reagens megvalasztasa

1. A reakcio specificitasa: acilezes, alkilezés
Acilezés

O

0 0
N //
(Py—NH, + CN—O%R - @—NHJ(O + CN—OH

" \
O

\\ észter
O

Alkilezés C\)\ CHy

o) NJ
- {

B—si 4 [ - (A—s O
\

S N-etil-maleimid (NEM)
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Nukleofilitas
a) EQy perioduson beldl

‘NH, > -OR > -OH > -OAr > R-NH, > NH; > H,O
Tyr Lys, a Ser, Thr
a) EQy oszlopon beldl

-SH>OH; F>Cl>Br>|
a) "NH, > NH;; ‘OAr > HOAr; -OH > H,O

Edwards Jo, Pearson RG JACS 84 26 (1962)
‘SR > SAr>‘l>"CN>"OH > N3 > ‘Br > "OAr >
>-Cl > piridin > -OAc > H,0O

¥ -SH>-NH, > -OH



pH hatas protonalas csokkenti a nukleofilitast

-SH pK,= 8.3 [A]
NH, 108 PH=pK, +log —-
Yo 109 [AH]
-OH > 13
2. A reagens hidrofil/hidrofob jellege
pl. membran

3. A reagens hasithatdésaga

pl. -S—-S— ,—C|)H C|)H
OH OH

O CHZ_CHZ O

I I
O O



4. A reagens mérete
ol. ———(CHy)n

n=0,1,2...
5. A reagens ,riporter” sajatsaga

pl. UV, F kromofor, spin-jelz6
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1. ,Zero-length” kapcsolo reagensek

e

A) Savamid kotés

—NH2

|. Kumulalt kettés kotés
Karbodiimid
Woodward

a)
b)

I1. Aktiv karbonil

a) CDI
b) Szénsav
szarmazékok

B) Shiff bazis C) Diszulfid kotés
(szekunder amin)

—NH, HOC— —SH HS—
Spontan leveg6 H,O,
| -
s pl. membran
Redukaldszerek
(lasd ott)
pl. HPO-IgG

Ferritin — avidin

CuP [di(1,10-fenantrolin)]
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A) Savamid kotés  Kumulalt kettés kdtésl reagensek
. Karbodiimidek

o)
//
R—C
\
ye i
_ N=C=N NHC N
R—C >
\ +
OH

SO ‘Na*

+ HoN—R;
N-hidroxiszulfoszukcinimid
O
//O i R SO, Na*
R—( + /NH—C—NQ - O—N
\NH + HoN—R;
y / "aktiv észter"

R, 0

Staros JV Anal Biochem 156 220 (1986)



Nem-vizoldékony karbodiimidek

Sheehan JC J Am Chem Soc 77 1067 (1955)

N—C=N
N=—C=N
H3C4< >7CH3
CH; H3C
N,N' - diciklohexil-karbodiimid, DCC N,N' - diizopropil-karbodiimid, DIC
Vizoldékony karbodiimidek
HsC
Sheehan JC et al. J Org Chem 26 2525 (1961) N=—C=N
\—\> /CH3
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid HCI HN\+
EDC [EDAC] CHs
pH 4.7 - 6 (7.5) puffer
N—C=N
Mellékreakcid: hidrolizis, tiolizis (tioészter) \
Hac—N /ﬁ
Sheehan JC J Org Chem 21 439 (1956) K/O

1-ciklohexil-3-(2-morfolinoetil)karbodiimid, CMC



Woodward reagens

SO3- SO,-
3
0 OH PR
C™ N\ . ~
A NN S ey
\\CSDH CHs g k
CHs
N-etil-3-fenil-izoxazolium-3'-szulfonat ketoketénimin
Woodward RB J Am Chem Soc_83 1010 (1961) 1. R-COOH o
Tl
2. Q-NH,
SO3- Y
1) Polimer a-kimotripszin NGt
. . , o
2) Hemin — IgG konjugatum 2
o o + R

3) Enzim — bilirubin konjugatum NH—Q
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. Aktiv karbonil csoportot tartalmazo reagensek
O O
(\NLN/\N Clko
_ .

N

CHs
N,N' - karbidiimidazol, CDI klérszénsavetilészter
Anderson GW /O
J Am Chem Soc + R
80 4323 (1958) OH
O O O O
R)ko)kN/\N R)ko)ko

NH + N CH,
/ ) Acil-imidazol
—

N
I 4+ H,.N—Q Enzim — ellenanyag —

hisztokémia
Ganglionid — flourofor

0 HNN
R‘/< 4+ CO, 4+ |— R‘/< 4+ CO, 4 CH3CH,OH

NH—Q NH—Q
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2. Homobifunkcios kapcsold reagensek

2.1. Funkcids csoportok
2.1.1. Amino csoport

@) NHp CI NHj CI
: +  NHR - p_ b
”SC\O/C\/\: 2 SNHONT
imidoészter imidoamid

b) o
| ﬁ I
N—Q + NHR -  R_ C
\é O/>—: NH N

N-hidroxi szukcinimid észter



O,

o=

S—

F
NOz NO,
+ NH>—R >
I:{\
NH
it NO2  4ril amin
aril halogenid
O
/: NH,—R = R A ]
NH NH
S
/: NH,—R S P E——
NH NH
i
1. Schiff bazi
_C + NH—R Schiff bazis _NH ]

r
\: 2. Redukcio R
dialdehid
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2.1.2. Tiol csoportok

@ Hgo  1947-tdl

R
@ X-Hg" o) \S—Hg o)
L \—Q—\ + HS—R ———> \—Q—\
o) o)

Hg"X- Hg'X-

3,6-bis(merkurimetil)dioxan X=CI, NO,

© o 0 0

| I
HyC—S—S—(CHy )n—S—S—CH; 4+ HS—R ——————> R—S—S—(CHy)n—S—S—CH,

| | |
O O O
polimetilén bis(metantioszulfonat) diszulfid + metanszulfonsav

n=>5,6,8, 10,12

+ Hs—R
7 \ }CH2 —4
(GRS — T~ s-s NH-(CHy)s O
— S / \
\ R =

1,4-di-[3'-(2'-piridiltio)propionamido]butan (CH,),—S
(DPDPB) diszulfid S
\_7



i \ i
@ QN(CHz)nN | + HS—R /Q (CH2)n
O @)
N,N'-metilén-bis-maleimid tioéter n=1,3,6,8, 12
0 @)
@ Br\)k/Br + HS—R > R/S\)K/S\
1,3-dibrémaceton tioéter
@ OCH;3 OCH,4
PR PN
JN\ |N " h ] N |N
cl” N cl s N |s
R
2,4-diklor-6-metoxi-S-triazin tioéter
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2.1.3. Karboxil csoportok

O
N2— R4</

O

CH2 44\ +  HOOC—R S,

Ny
bis-diazo-hexan észter
i
2.1.4. Aldehidcsoportok "

O O
\NH (CHp), NH/ + OHC—R ERANGZ A (CHﬁU\NH’NH‘2

Adipinsav hididrazid hidrazon
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2.1.5. Bis-benzidin szarmazékok — vegyes
célcsoport (karcinogén 1985)

HO
N
//
H3NNH§ SA:X*AA*—<j>7N NHj
o
Benzidin
\ Tirozin
%
N -y N |
Histidin /

Y ) - )

\ H

\N

HaN" ©
bis-Diazotalt Benzidin
O
Lizin § N
N\
N—NH
NH;
O
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2.2. OsszekoOtbk (spacer)
2.2.1. Nem hasithato

. . HIDROFOB
@ NH, CI  NH, CI
H,C CH
"o (CHyn S0~ °
e F\‘ I /— e
NH,
2 Amidin kotés

n=1 dimetil malonimidat (DMM)
n=2-10 (n=4, DMA n=>5, DMP n =6, DMS



R—NH,

HIDROFIL

H2N_R1

Alkalmaz3s:

pH 8 —9, TOLTES, vizoldékony
fixalas elektronmikroszkopia
multienzim komplexek
iImmunkomplexek szerkezete
protein — A — immobilizacio
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2.2.2. Hasithato
Alkalmazas: elekiroforézis — hasitas
molekularis mozgas a membranban
|A ag asszociacio
Shivdagani RA J Immunol 141 1252 (1988)

, NH, CI
(a) DISZULFID / HIDROFOB
HaCo

S.___(CHyn O

0~ T(CHyn>S CH,
-
n =2 Dimetil 3,3'-ditiobis propionimidat (DTBP) NHe Gl
n=3 DTBB, 4 DTBYV, 6 DTBE
R—NH, HN—R;
NH, Cl
R _S.__(CHy)n _NH Wang K; Richards F: J Biol Chem
NH (CHy)n S R4 249 8005 (1974) (YALE)
NH,, Cl
NH, Cl l (CHyn _NH.
R sy HS R



DISZULFID / HIDROFIL

NH, CI’ NH, CI’ 0
1 HsC 0L S ___(CHp), (CHy), O 2 HsC NH (CHy), _S )k (CH5), _O
- SN0 N (CHa), (CHa), S 207 2% CH, £ 07 (CH), 287" N (CHY), ONH 237 T CH,
NH; CI NH; CI
Dimetil 3,3'-(ditio-dimetil-dioxi)bisimidat - 2HCI
Dimetil 3,3'-(ditio-dimetilén-diamido)bispropionimidat - 2HCI
S (CHy)» NH ~ _NH (CH,) S
3 X > s sz( CHa)s \”/ 2% | A
_~N O N =
1,4-di-[3'-(2'-piridilditio)propionamido]butan DPDPB
R—SH HS—R;
S (CHy), NH  _NH (CH,) S
R Ng” 2T2( Ho)a 228/ \R1
0O 0
- 1A —>
¢DTT
(CHy), NH  _NH (CH,)
S+ HS” Zf( Ha)a &5 S\ g
’

)



O
(b) Vicinalis diol o oH o N\
|\ N

Diszukcinimit tartarat (DST) CZ/ No/

N O OH O

R_NH2 ‘\ /\ H2N_R1

Smith RJ, Biochemistry 17 3719 (1978)

OH O
R/NHH/L\T/H\NWR1 AMID
O OH
I NalO,
0 0O
R/NH . H NﬁR1



(c) Bazisérzékeny kotés

CH2)2‘ﬁ_(CH2)2
C1 0 >—o
Ul o) O O
N \s\O O/ N

Bis[2-(szukcinimido-oxikarbonil)etil]szulfon (BSES) nem vizoldékony

R NH2 H2N_R1
I
CHz)z‘ﬁ—(CHz)z
NH 0 >/-—NH AMID
/ \
R O O R,
pH 11.6
ﬁ 2 6ra, 37 °C



O O
c2 7
O @)
|O \/\OM SN
N
Etilén-glikol-bis(szukcinimidil szukcinat) (EGS) nem vizoldélony
R_NHZ \ /_\ H2N_R1
O O
@) NH
HT)W \/\O)W “R,
R O O
pH 8.5
1M H,N-OH
3-6 6ra, 37 °C
Y
NH HO HO
HN OH 4+ "o+ “NH

etilén glikol



c3 CHO o o CHO
HO I I OH
= ‘ o—F|>—R—F|>—o =
N OH OH N
HsC N N

CHj
P',P%-bis(5"-piridoxal)difoszfat (Bis-PLP)
R_NH2 H2N_R1
R,\v ,/
N
\ /
HO || || OH
= O—I|3—R—I|°—O ‘
\ OH OH
H3C CHj
H*/OH
R R

N N
N =
Ho i i
OH
= | O—I|°—OH + HO—I|3—O = |
N OH OH N
HyC™ N N~ CH
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homobifunkcionalis o B
1. fehérje keresztkotd .;‘ -

¥

2. fehérje \\
f

aktivalt
oligomer

aktivalt
monomer



nagy polimer
konjugatum

idealizalt, \
kis molekulatomegii konjugatum "3



