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Uvod

= modifikace biomolekul:
—vzajemneé spojovani
— zavadéni vhodnych znacek

— navazani na pevny povrch (separacnl materlaly
mg. castice, sensory, ...)

= zaklad rady modernich:
— vedeckych vyzkumnych metod
— bioanalytickych procesu
— terapeutickych postupu

= ¢asto zmi novany jen okrajov

— cilem prednasky je podat uceleny
pohled na tuto problematiku
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Souhrn prednasky
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Modifikace protein U a peptid u.

Funk €ni skupiny nukleotid u, modifikace DNA a RNA. Modifikace
(poly)sacharid u.

Chemické reakce vybranych skupin biomolekul.

Biokonjuga éni reakce, zesi tujici &inidla. St &pitelné m ustky.
Fluorescen €ni zna¢€ky.

Biotinylace, chelata ¢€ni skupiny, histidinove skupiny, boronatove
komplexy. Radioaktivni zna ¢€eni. Liposomy, nano ¢astice.

Enzymové zna ¢ky, metodiky zna ¢€eni a detekce aktivity.

Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerni materialy,
porézni sklen éné nosi €e.

Aktivace povrchu zlata, platiny, uhliku a k  Femiku. Spontanni vznik
monovrstev, fotoaktivace.

Charakterizace biokonjugat U - stupe i substituce, povrchova
hustota ligandu.

Aplikace: konjugace hapten U s nosi €i, znac€eni protilatek.
Aplikace: imobilizace protein 0 na povrch zlata, p Fiprava DNA
bio €ip .
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Modifikace peptid U a protein u

= aminokyseliny spojené navzajem peptidovou vazbou:
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= modifikovat Ize n ektere postranni retézce AK, koncovou
aminoskupinu a karboxyskupinu, ap ripadné take
kovalentn é pripojené prosteticke skupiny (nap F.
koenzymy)

= AK nepolarni a hydrofobni: glycin, alanin, valin, | eucin,
Isoleucin, a prolin

= AK nepolarni aromatickeé: fenylalanina  tryptofan

— tyto jsou Casto orientovany dovniti struktury proteinu, a tedy
nepristupne pro modifikacni Cinidla
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= AK polarni: asparagin, glutamin, a
— mimo GIn ¢asto posttranslaéné modifikovany oligosacharidovymi
zbytky pfes N- nebo O- glykosidické vazby
— Casto modifikovany enzymové (napfr. fosforylace), avSak chem.
modifikace ve vodném prostiedi nesnadna, protoze nukleofilni
vlastnosti hydroxylu i amidu se blizi vodé
= AK s ionizovatelnou skupinou -  kyseliny asparagova
a glutamova , lyzin, , Cystein , a
— v deprotonovaném stavu jsou ucinna nukleofilni ¢inidla
— hlavni cil modifika¢nich reakci



Aminoskupina (Lys, Arg, His, N-konec)

= volna aminoskupina (konec pept. retézce a Lys) je
nejéastéjsim cilem

= Lys (pK, 9,3 az9,5) je obvykle protonovan

= Arg (p K, pres 12) je protonovan prakticky vzdy

= His s imidazolovym kruhem (p K, 6,7 az 7,1)

= aminoskupiny se U €astni alkyla €énich a acyla €nich
reakci, kdy funguji jako nukleofily

= imidazol. kruh m uZze byt elektrofilni, nap F. pfijodaci



Alkylace a acylace aminoskupiny

®/\X . M
alkylace } 5
®\/H o) _ -HX i N @/\C;HP)‘\O
O

acylace
CF;T

= prubéh pfireakcich je nukleofilni substituce - vznika tetrae  dricky
intermediat, X je obecna odstupujici skupina



Karboxyskupina (Asp, Glu, C-konec)

= postranni karboxyly (p K, 3,7 az 4,5) pfi fyziologickém pH
nesou zaporny naboj

= vhodné pro tvorbu amidovych , pfipadné i hydrazidovych
derivat U

= |ze pripraviti thioestery -ve vodnem prost redi nestabilni

= derivatizace probiha p res reaktivni intermediaty -
nejznam éjSi je pouziti karbodiimid 4 (EDC, DCC, CMC):

= CMC ... cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid
= DCC ... dicyklohexylkarbodiimid

— nerozp. ve vode, spiSe pro konjugace malych molekul




Aktivace karboxylu karbodiimidem

alkohol nin
R—OH / R —NH
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Alternativni postupy Q

= reakce s karbodiimidy je velmi rychla

— nesnadna kontrola prubéhu, nezadouci postranni | HO— N
reakce, konkurencni hydrolysa je rychla
NHS

= konjuga €ni reakce se provadi p res O

stabiln éjSi aktivované meziprodukty - NHS,
N-hydroxysukcinimid , nebo rozpustn €jSi sulfo-NHS

Q' karbonyldimidazol
sulfo-NHS )J\ ... dalSi moznost
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\ N 4 N N
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= vzniklé NHS-derivaty nebo imidazolylove derivaty jsou
relativn é stabilni ve vodném prost redi a ochotn é reaguiji
napfr. s aminoskupinou za vzniku amid u

= komer ¢né je dostupna Siroka skala NHS-aktivovanych
molekul (NHS-biotin, NHS-fluorescein, ...), které sep ak
velmi jednoduse mohou konjugovat s cilovou
biomolekulou (R '-NH,):
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Thioskupina (Cys)

m cysteir)lové zbytky jsou normaln & protonované a bez naboje (p K, 8,8
az 9,1

= nejd ulezit &jSi reakci v p Firorozeném stavu je tvorba vzajemnych
disulfid G (cystinové uskupeni)

= mohou se U €astnit alkylaci a reversibilnich redoxnich reakci
O OH

4 0
. N HS N
N N
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2 DTT OH ©
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S
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E E s cystin
O
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HO OH N ™~
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= z oxidovaneé formy (disulfid) vznika redukovana forma (volna SH

skupina) pomoci reduk ¢€niho ¢€inidla dithiothreitolu (DTT,
Clelandovo cinidlo )

= reakce m uze probihat ob éma sm éry



Q thioether

N \H/ (stabilni) \H/

R
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S alkylace
J acylace
X PN
R % thioester (nestabilm’,
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0] adicni /uj/ \H/ pyridin-2-thion
produkt

NN, (stabilni) vznik disulfidové
i / vazby



Fenolicka skupina (Tyr)

= diazota ¢ni kopulace - elektrofilni substituce na
aktivovaném benzenovem jad re

— probiha do ortho polohy, spojeni s aromatickymi aminoskupinami,
aktivaci s kys. dusitou (dusitan a HCI) vznika reguijici diazoniova sul

— vzniklé konjugaty maji oranzovou barvu

= dalSi moznost - jodace, radioaktivni zna €eni 1°]

= Mannichova kondenzace - p Fipojeni aminoslou c¢eniny
v p Fitomnosti formaldehydu
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Specifita modifikacnich reakci

= (€astni se bilkoviny, které obvykle poskytuji radu
ruznych skupin - jejich srovnani dle sily nukleofilnich
vlastnosti:

R-S- > R-SH, R-NH, > R-NH;*, R-COO- > R-COOH, R-O" > R-OH = H-OH

= Ulohu hraje p fitomnost naboje (protonovana /
deprotonovana forma) - Ize ovlivnit voloou pH | ale
protoze se hodnoty p K, €asto p frekryvaji, tak to neni
PFiliS spolehlive

= pro p resné cileni modifikace na konkretni skupiny je
zapot rebi zvolit specificky reagujici  €inidlo



Cilené zablokovani postrannich skupin

= P-NH O:N trinitrobenzensulfonova
] 2 R-N=C=S kyselina (subst.)
(Lys) | | — = HO,S NO,
isothiocyanat aldehyd R-CH=0

. . v O.N
(adice - thiomo &ovina) ~ ©: (+ redukce borohydridem)

)

- (P(S§SH) Cl-H94< >*COOH p-chlorm,erkuri OTNTO

benzoova k.

maleimidy, nap f. NEM
4©7 Q (adice)
SO 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoova k.)

HOOC DTNB, Ellmanovo ¢inidlo
(substituce)
f\ ,CO—OC_H,
— O diethylpyrokarbonat (alkoxylace
NH . iethylpy ( ylace)
" P--nsy CO—OC,H,



Cilena modifikace postrannich skupin

o 0
= P-OH Il O—CH(CH), @c—:sl—F
(Ser) k

\
O—CH(CH,), O
diisopropylfluorfosfat fenylmethylsulfonylfluorid

DFP (fosforylace) PMSF (sulfonylace)

N
C(NO,), [» N-acetylimidazol
O P-@OH tetranitromethan N NAI (acetylace)
(nitrace) C|JO o
(Tyr) 3

H
CH o=

o O
NH,+ "CH,
n P-- NH%

2,3-butandion
(kondenzace) fenylglyoxal (kondenzace)




