Reaktivni skupiny

= obecny pohled na reaktivni skupiny bez vazby na

konkrétni typ biomolekuly - univerzaln e pouzitelné
metody

= moznosti konverze existujicich skupin

= reakce typickeé pro vybraneé skupiny



Vnaseni reaktivnich skupin

= prFirozené reaktivni skupiny biomolekuly nemusi
dosta €ovat pro zamyslené syntetické postupy

= konjugace bilkovin - ¢asto heterobifunk ¢ni €inidla, ktera
vyzaduji r uzné koncové skupiny v obou partnerech

= jeden z reak €nich partner U predem upraven zavedenim
pot rebné skupiny



Thiolace (zavedeni -SH)

volna -SH skupina je pro konjugace velmi oblibena

v bilkovinach obvykle z fidka, nebo blokovano ve form e
disulfidickych -S-S- m ustku

stabilita -SH Spatna - oxidace (inertni atmosféra,

chelatace iont U kov U - katalyzuji oxidaci)
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v mirn é alk. podminkach reaguje s primarnimi aminy

alternativni methyl-3-merkaptopropionimidat poskytn e
kratSi m ustkovou ¢ast



-NH, na -SH pomoci SATA

= N-sukcinimidyl-S- acetyl thio acetat (SATA) p Usobi konverzi
aminoskupiny na thioskupinu

= 0dst épi se N-hydroxysukcinimid, produkt obsahuje chran enou
sulfhydrylovou skupinu (Ize uchovavat)

= deprotekce nadbytkem hydroxylaminu
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= neni treba redukce - neovlivni se tedy nativni -SH skupiny
= analog N- sukcinimidyl-S- acetyl thio propionat (SATP) poskytne delSi
mustek



-NH, na -SH: citiolon a SAMSA

citiolon , N-acetylhomo cystein thiolakton resp. 2-acetamido-

4-merkaptobutyrat reaguje jako Traut
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reaktivni cyklicky anhydrid - anhydrid S-acetylmerka

kyseliny ( SAMSA)

uvoln éni -SH skupiny deprotekci s hydroxylaminem

av reagent, reakci urychluje Ag

ptojantarové
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>C=0 na -SH

konverze oxoskupiny (aldehyd / keton) je moz
2-acetamido-4- merkaptomaselné kyseliny (
napf. pro jodistanem oxidované sacharidy

na  hydrazidem
AMBH)
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-COOH nebo -0-PO;% na -SH

cystamin v pFitomnosti karbodiimidu (EDC)
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vznikne amidova resp. fosfamidova vazba

vheseneé -S-S- disulfidoveé uzkupeni je mozné p  Fimo spojit
s molekulou obsahujici volnou -SH skupinu (uvolni s e
cysteamin)

nebo lze ziskat volnou -SH skupinu redukci, nap  F. DTT

cysteamin = 2-aminoethanethiol / 2-merkaptoethylamin /
dekarboxycystein / thioethanolamin

cystein
cystin



-S-S- na -SH

= specialni p ripad, k rozst epeni dojde redukci, cinidel je
celd rada, nap¥. s volnou -SH skupinou:
— dithiothreitol (DTT, Clelandovo €inidlo), 2-merkaptoethanol ,

2-merkaptoethylamin

= imobilizované formy ¢€inidel - neni t reba provad ét
separaci nadbyte €éneho €inidla

= odobny vysledek poskytujei  TCEP,
tris(karboxyethyl)fosfin

= nejjednodussi redukce 0
pomoci borohydridu NaBH, OH J/MOH
= mavyznam i pro St eépeni O7|\/\P
nativnich S-S m ustku
v bilkovinach TCEP j\
O OH




Karboxyskupina misto -NH,

uzivaji se cyklické anhydridy dikarboxylovych kyselin
reaguji s volnou aminoskupinou - otevira se kruh a vz nika amid

muze reagovat i hydroxyl serinu a threoninu, fenolato vy anion dava
nestabilni produkt
do ¢asné blokovani aminoskupiny - anhydrid kyseliny citr akonove

— poskytuje amidovou vazbu p Ffi pH 8, snadno hydrolyzuje p fipH 3 az 4 za
op etovného uvoln éni aminoskupiny

moznosti: a sukcinanhydrid, b glutaranhydrid, ¢ maleinanhydrid,
d anhydrid kyseliny citrakonové
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Halogenoctoveé kyseliny

= kyselina jodoctova

— muzZe reagovat s aminoskupinami lyzinu nebo imidazolov eho
kruhu histidinu, se sulfhydrylovou skupinou cystein ui
s methylthioskupinou methioninu

— reakce zavisi na pH prost redi

= dalSi a-halogenoctove kyseliny - podobn é
— reaktivita derivat u klesav radé | >Br>Cl>F
— z druhé strany v fadé sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin
— za ekvimolarnich pom éru a v mirn & alkalickém prost Fredi jodacetat
reaguje exkluzivn é s cysteinovym zbytkem
= kyselina chloroctova slouzi k derivatizaci hydroxylovych
skupin v polysacharidovych matricich (dextran)
— reakce probiha v alkalickém pH:
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Vneseni aminoskupiny

W W ==

= nejb éznéji konverze karboxylu pomoci  diamin 0 v pfitomnosti
karbodiimidu (EDC) - vznika amidova vazba a druha konc  ova
aminoskupina z ustava voln é k dispozici

TN ethylendiamin  (kratky m Gstek)
A~~~ NH, hexamethylendiamin
H,N e
(1,6-diaminohexan)
HNT H/\/\NHZ 3,3’-iminobis(propylamin)
i O NHe Jeffamin EDR-148 (hydrofilni)

= konverze karboxyskupiny na aminoskupiny vyrazn é ovlivni celkovy
naboj biomolekuly a také jeji pl hodnotu

— ¢asto je to zamySlenym U €elem modifikace



-SH na -NH,

= |ze pomoci aminoethyl-8,N-(jodoethyDtrifluoracetamidu
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— deblokace v druhém kroku je spontanni

= ethylenimin v alkalickém prost fedi - reakce p fevazné pouze s Cys
— ¢inidlo m 0Ze vznikat p fimo v alk. sm ési cyklizaci z 2-bromoethylaminu

H
R—S + fNE — RJ S/\/ NH,




Aldehyd na -NH,

= reduk €éni aminace pomoci amoniaku nebo diaminu
Vv p Fitomnosti kyanoborohydridu sodného NaCNBH,
— vznika Schiffova baze, pak stabilizovana redukci

— lze takto p Fipravit nap F. aminovany dextran po p Fedchazejici
oxidaci jodistanem

— nedochazi k redukci aldehydické skupiny
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-NH, z tyrosinu

nitrace pomoci tetranitromethanu
nitroskupina se zredukuje na aminoskupinu

Ize vyhodn é aktivovat kyselinou dusitou na diazoniovou
sul pro kopula €ni reakce

C(NO,), Na,S,O, —

NO, NH,




Aminoskupina na aldehyd

= sukcinimidyl-p-formylbenzoova kyselina (SFB)
= sukcinimidyl-p-formylfenoxyoctova kyselina (SFPA)

— pFi reakci vznika amidova vazba, vp Fipadé protein U vyrazn é
nar usta jejich hydrofobicita
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Glutaraldehyd

Schiffova baze
-C=N- je redukovana na
stabiln €jSi formu ( A)

reaguji i oligomerni adukty
glutaraldehydu ( E), pro
adice aminoskupiny na
dvojnou vazbu ( B)

kondenzace na cykl. produkt
pak reakce s lyzinovymi
zbytky - zesit éni

tvorba smiSenych konjugat

malo definované a c¢asto

vysokomolekularni

cyklicka hemiacetalova forma se

vyskytuje zejména v kys
prost fedi, muze dale
polymerovat ( D)

a,B nenasyceny aldehydovy
polymer ( E) vznika p Fi
zasaditém pH
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