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Úvod
� modifikace biomolekul:

– vzájemné spojování
– zavádění vhodných značek
– navázání na pevný povrch (separační materiály, 

mg. částice, sensory, …)

� základ řady moderních:
– vědeckých výzkumných metod
– bioanalytických procesů
– terapeutických postupů

� často zmi ňovány jen okrajov ě

– cílem přednášky je podat ucelený
pohled na tuto problematiku



Souhrn přednášky

1. Modifikace protein ů a peptid ů.
2. Funkční skupiny nukleotid ů, modifikace DNA a RNA. Modifikace 

(poly)sacharid ů.
3. Chemické reakce vybraných skupin biomolekul.
4. Biokonjuga ční reakce, zesí ťující činidla. Št ěpitelné m ůstky.
5. Fluorescen ční značky.
6. Biotinylace, chelata ční skupiny, histidinové skupiny, boronátové 

komplexy. Radioaktivní zna čení. Liposomy, nano částice.
7. Enzymové zna čky, metodiky zna čení a detekce aktivity.
8. Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerní materiály, 

porézní sklen ěné nosi če.
9. Aktivace povrchu zlata, platiny, uhlíku a k řemíku. Spontánní vznik 

monovrstev, fotoaktivace.
10. Charakterizace biokonjugát ů - stupe ň substituce, povrchová 

hustota ligandu.
11. Aplikace: konjugace hapten ů s nosi či, značení protilátek.
12. Aplikace: imobilizace protein ů na povrch zlata, p říprava DNA 

biočipů.
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Modifikace peptid ů a protein ů

� aminokyseliny spojené navzájem peptidovou vazbou:

� modifikovat lze n ěkteré postranní řetězce AK, koncovou 
aminoskupinu a karboxyskupinu, a p řípadně také 
kovalentn ě připojené prostetické skupiny (nap ř. 
koenzymy)

� AK nepolární a hydrofobní: glycin, alanin, valin, l eucin, 
isoleucin, methionin a prolin

� AK nepolární aromatické: fenylalanin a tryptofan
– tyto jsou často orientovány dovnitř struktury proteinu, a tedy 

nepřístupné pro modifikační činidla



� AK polární: asparagin, glutamin, threonin a serin
– mimo Gln často posttranslačně modifikovány oligosacharidovými 

zbytky přes N- nebo O- glykosidické vazby
– často modifikovány enzymově (např. fosforylace), avšak chem. 

modifikace ve vodném prostředí nesnadná, protože nukleofilní 
vlastnosti hydroxylu i amidu se blíží vodě

� AK s ionizovatelnou skupinou - kyseliny asparagová 
a glutamová , lyzin , arginin , cystein , histidin a tyrosin
– v deprotonovaném stavu jsou účinná nukleofilní činidla
– hlavní cíl modifikačních reakcí



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

� volná aminoskupina (konec pept. řetězce a Lys) je 
nejčastějším cílem

� Lys (p Ka 9,3 až 9,5) je obvykle protonován
� Arg (p Ka přes 12) je protonován prakticky vždy
� His s imidazolovým kruhem (p Ka 6,7 až 7,1)
� aminoskupiny se ú častní alkyla čních a acyla čních

reakcí, kdy fungují jako nukleofily
� imidazol. kruh m ůže být elektrofilní, nap ř. při jodaci



Alkylace a acylace aminoskupiny

� průběh při reakcích je nukleofilní substituce - vzniká tetrae drický 
intermediát, X je obecná odstupující skupina
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Karboxyskupina (Asp, Glu, C-konec)

� postranní karboxyly (p Ka 3,7 až 4,5) při fyziologickém pH 
nesou záporný náboj

� vhodné pro tvorbu amidových , případně i hydrazidových
derivát ů

� lze připravit i thioestery - ve vodném prost ředí nestabilní
� derivatizace probíhá p řes reaktivní intermediáty -

nejznám ější je použití karbodiimid ů (EDC, DCC, CMC):

� CMC … cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid
� DCC … dicyklohexylkarbodiimid

– nerozp. ve vodě, spíše pro konjugace malých molekul
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Aktivace karboxylu karbodiimidem
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Alternativní postupy
� reakce s karbodiimidy je velmi rychlá

– nesnadná kontrola průběhu, nežádoucí postranní
reakce, konkurenční hydrolysa je rychlá

� konjuga ční reakce se provádí p řes 
stabiln ější aktivované meziprodukty - NHS,
N-hydroxysukcinimid , nebo rozpustn ější sulfo-NHS
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� vzniklé NHS-deriváty nebo imidazolylové deriváty jsou  
relativn ě stabilní ve vodném prost ředí a ochotn ě reagují 
např. s aminoskupinou za vzniku amid ů

� komer čně je dostupná široká škála NHS-aktivovaných 
molekul (NHS-biotin, NHS-fluorescein, …), které se p ak 
velmi jednoduše mohou konjugovat s cílovou 
biomolekulou (R '-NH2):
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Thioskupina (Cys)

� cysteinové zbytky jsou normáln ě protonované a bez náboje (p Ka 8,8 
až 9,1)

� nejdůležit ější reakcí v p řirorozeném stavu je tvorba vzájemných 
disulfid ů (cystinové uskupení)

� mohou se ú častnit alkylací a reversibilních redoxních reakcí

� z oxidované formy (disulfid) vzniká redukovaná forma  (volná SH 
skupina) pomocí reduk čního činidla dithiothreitolu (DTT, 
Clelandovo činidlo )

� reakce m ůže probíhat ob ěma směry
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Fenolická skupina (Tyr)

� diazota ční kopulace - elektrofilní substituce na 
aktivovaném benzenovém jád ře
– probíhá do ortho polohy, spojení s aromatickými aminoskupinami, 

aktivací s kys. dusitou (dusitan a HCl) vzniká regující diazoniová sůl
– vzniklé konjugáty mají oranžovou barvu

� další možnost - jodace , radioaktivní zna čení 125I

� Mannichova kondenzace - p řipojení aminoslou čeniny
v přítomnosti formaldehydu
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Specifita modifikačních reakcí

� účastní se bílkoviny, které obvykle poskytují řadu 
různých skupin - jejich srovnání dle síly nukleofilních  
vlastností:

R-S- > R-SH, R-NH2 > R-NH3
+, R-COO- > R-COOH, R-O- > R-OH ≈ H-OH

� úlohu hraje p řítomnost náboje (protonovaná / 
deprotonovaná forma) - lze ovlivnit volbou pH , ale 
protože se hodnoty p Ka často p řekrývají, tak to není 
příliš spolehlivé

� pro p řesné cílení modifikace na konkrétní skupiny je 
zapot řebí zvolit specificky reagující činidlo



Cílené zablokování postranních skupin

� P-NH2
(Lys)

� P-SH
(Cys)

� P--
(His)

R-N=C=S
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R-CH=Oisothiocyanát
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kyselina (subst.)

aldehyd
(+ redukce borohydridem)
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Cílená modifikace postranních skupin

� P-OH
(Ser)

� P--
(Tyr)

� P--
(Arg)
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