Biokonjugacni reakce

= spojeni dvou biomolekul - vyzaduje  €inidla, ktera dokazi
Spojit p Fimo dv é ruzné nebo shodné povrchové skupiny
na obou r uznych molekulach

= primé spojeni biomolekul bez p Ffitomnosti n ejaké
mustkové spojovaci struktury -  zero length crosslinkers

karbodiimidy, karbonyldiimidazol,

-Q aldehyd + aminoskupina

= véleni se spojovaci m ustek poZadované definované délky
tzv. linker — bifunk €éni ¢inidla

&




Homobifunkcni sit'ujici cinidla
symetrickd é€inidla, co maji dvé shodné reaktivni skupiny
¢inidlo se spoji jednim koncem s biomolekuly A
druhy konec se spoji s biomolekulou B
vznikne A-B konjugat (to je zadany produkt)

— nezadouci produkty: A-A, B-B, oligomerni A ,B,, prok Fizeni skupin v ramci
jedné molekuly A (nebo B)

prubéh je malo definovany
provad éni reakce

— jednokrokov é — vSe se smicha dohromady — pak vznikaji  €asto
oligomerni, p Fipadn é i precipitujici produkty
— nejprve biomolekulu A smichat s konjuga  €nim €inidlem a nechat
prob éhnout jeji modifikaci, odstranit nadbytek ¢inidla (nap ¥. dialyzou) a
pak p Fidat druhou biomolekulu B
komplikace - nestabilita reaktivnich skupin ve vodné m prost rfedi
— mimo konjugaci probiha i hydrolyza
pres uvad éné nedostatky se b ézné a usp éSné vyuzivaji



Homobifunkcni NHS estery

karboxylove skupiny aktivované N-hydroxysukcinimido vou skupinou
(NHS) (nebo sulfo-NHS) - velmi reaktivni v G€i nukleofilnim -NH

obecna struktura NHS-z-NHS, z znaéi stfedni ¢ast = spojovaci m ustek:
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dithiobis(sukcinimidylpropionat) (DSP nebo DTSP), Lomantovo
¢inidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupeni m  Gze byt rozSt épeno pomoci
DTT nebo merkaptoethanolu

O
— sulfonovana varianta: O O
3,3’-dithiobis(sulfosukcinimidyl N\OJK/\S/SWO\N
propionat) (DTSSP)
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— rozpustny ve vod é

DSP a vznikajici produkt:

O
)K/\ N
R-z-R’ 0]




Dalsi NHS bifunkcni cinidla
= disukcinimidylsuberat ( DSS), C8 alifaticky m ustek, z=1,14 nm
— existuje sulfovarianta bis(sulfosukcinimidyl)subera t (BS?3)
— hydrofilni BS 3 je vyhodny k prok Fizeni (bilkovinnych) komplex 0 na
povrchu bun ék - €inidlo neprochazi bun é€nou membranou
— kratSi C5 m ustek, z = 0,77 nm, poskytuje disukcinimidylglutarat (DSG)
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= disukcinimidyltartrat ( DST) vytva i kratSi m astek o délce 0,64 nm
— prFitomnost dvou hydroxyl 0 uprost fed mustku umoz fiuje rozst épit spojeni
pouzitim mirné oxidace jodistanem
= nejkratSi spojeni vytvo Fi N,N’-disukcinimidylkarbonatu  (DSC)

— spojenim vznika substituovany derivat mo  ¢€oviny, v U€i nukleofil am je
extrémn é reaktivni

— nelze pouzit ve vodném prost redi, hydrolyzou vznika CO , a2 NHS
— pro derivatizaci polyethylenglykol U - spoji hydroxy a aminoskupinu za
vzniku karbamatového uskupeni

— napfed se v nevodném prost Fedi aktivuje PEG, ten pak m uze ve vodném
prost redi reagovat s proteiny (pegylace)




Homobifunkcni
imidoestery
imidoesterova (jinak imidatova) skupina ve vodném p rost fedi reaguje

s aminoskupinou za vzniku imidoamidu (amidinu)

— ¢inidlo i produkt jsou ve vodném prost  fedi protonovany na imidovem
dusiku, tedy dob fe rozpustné
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amidinova vazba je stabilni v mirn & kyselém prost redi, pfi vySSim pH
muze hydrolyzovat
¢inidla jsou na bazi imidoderivat U dikarboxylovych kyselin

— dimethyl adipimidat ( DMA, C6 z = 0,86 nm)

— dimethyl pimelimidat ( DMP, C7 z = 0,92 nm)

— dimethyl suberimidat ( DMS, C8 z=1,1 nm)

DMP stabilizuje komplexy protilatek s proteinem A
dimethyl-3,3’-dithiobispropionimidat ( DTBP) obsahuje uprost fed
disulfidove spojeni (z = 1,19 nm)

— muze byt p fipadn é rozSt épen DTT



Homobifunkcni cinidla spojujici -SH
skupiny
= dveé skupiny podle stability vznikajiciho spojeni:
— disulfidova vazba - spojeni Ize snadno rozrusSit pomoci oxida €énich €inidel
— thioetherova vazba - spojeni trvanlivé
= 1,4 di-[3’-(2-pyridyldithio)-propionamido] butan ( DPDPB)
— reverzibilni spojeni biomolekul, z = 1,6 nm, 14 atom. Fetézec
— odst épovany pyridin-2-thion Ize sledovat p  Fi 343 nm
— pro vytva feni konjugat a redukovanych molekul protilatek s enzymy
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Thioetheroveé spojeni
= bis(maleimido)hexan ( BMH) reaguje v neutralnim prost fedi za vzniku
stabilniho spojeni (z = 1,6 nm)
= dochazi k adici sulfhydrylovych skupin na dvojné vaz by v cyklu a
vznikaji tak stabilni thioetherové vazby
— mechanismus vychazi z pouziti N-ethylmaleimidu (NEM) j  ako inhibitoru
cileného na SH skupinu
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Homobifunkcni aldehydy

= dFive zminény glutaraldehyd
= formaldehyd - nejkratSi spojovaci m ustek, reaguje prost Fednictvim

= Mannichovych kondenzaci (A)

— spojuje slou €eniny s aktivovanymi vodiky (nap F. na jad fe fenolu v ortho a
para polohach) s formaldehydem a dale s aminoskupinou

= pres imoniovy kationt s aminoskupinou (B)

— spontann é vznikne reaktivni imoniovy kation, ktery zreaguje s d alsi
aminoskupinou a dojde ke spojeni p  fes C1 mustek
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Bis-epoxidoveé slouceniny

= jsou schopné spojovat biomolekuly obsahujici nukleo filni skupiny
vEéetné amin U, hydroxyl u a sulfthydryl G

= dochazi k otev feni tfi€lenného epoxidového kruhu (A)

= reakce probihaji v mirn é alkalickém prost redi

=k aktivaci matric nesoucich hydroxylové skupiny (pol ysacharidy)

= nejznam éjSim ¢inidlem je 1,4-butandiol diglycidylether (B)
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Fotoreaktivni crosslinkery
= bis[ B-(4-azidosalicylamido )ethyl]disulfid ( BASED) je aktivovan
ozarenim UV sv étlem (270 nm)

= uvolni se molekula dusiku a vznikne velmi reaktivni a nestaly
arylnitren - rychle se p feméni za rozsi reni aromatického kruhu na
dehydroazepin , ten nasledn é reaguje s aminoskupinou biomolekuly
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= derivat vznikly po konjugaci obsahuje na 7-  €lenném kruhu fenolicky
hydroxyl, ktery ho aktivuje nap F. pro elektrofilni zna ¢&eni
radioaktivnim jodem



dalsi moznosti...

aktivovaneé vodiky na aromatickem jad fe - diazoniové derivaty

usp éSné spojeni se projevi oranzovym nebo jeSt & tmavsim

zbarvenim vzniklych konjugat U -charakteristické pro diazoslou ¢eniny
diazoniové slou €eniny se obvykle generuji z p FisluSnych diamin U -
o-tolidin a benzidin (p-diaminodifenyl) - reakci s NaNO ,vslabeé
kyselem prost fedi v chlazené reak €ni smeési

vznikla diazoniova s Ul reaguje ochotn é se zbytky tyrosinu a histidinu

difluorbenzenove derivaty - atomy fluoru na vhodn é aktivovaném
aromatickem jad re (napf. pomoci nitroskupin) reaguji substitu  €né s
aminoskupinami

— mohou ale reagovat i jiné nukleofily

dostupna ¢€inidla jsou 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzen ( DFDNB) nebo
4,4’-difluoro-3,3’-dinitrodifenylsulfon (  DFDNPS)



Heterobifunkcni konjugacni cinidla

obsahuji dvé ruzné reaktivni skupiny - spoji se s r uznymi funk énimi
skupinami konjugovanych biomolekul

pouziti obvykle probiha ve dvou nebot rech krocich

— vyrazn @ se omezuje mnozstvi oligomernich nebo polymernich pr odukt U

— ¢€inidlo je smichano s prvni biomolekulou, kterou deri vatizuje svou
reaktivn €jSi skupinou

— nadbytek €inidla je odstran én (dialyza, gelova filtrace)

— druha reaktivni skupina je obvykle stabiln  ¢jSi a nasledn é reaguje
s druhou biomolekulou

variabilita reaktivnich skupin - Ize lepe vybrat cil  ové misto

— mensi naruSeni d ulezitych aktivnich mist (epitop antigenu, vazebné mis  to
protilatky, aktivni misto enzymu ...)

dulezita je i spojovaci m ustkova ¢€ast — linker
— muze byt samoz fejmé pasivni
— muze byt cilem dalSich reakci, zejména se jedna o rozst  épeni
— vyznam pro zachovani bioaktivity konjugatu ma délka a polarita linkeru



Spojeni -SH a -NH,

nejcastejSi vzhledem k b ézné dostupnosti cilovych skupin

v bilkovinach

pro aminoskupinu je v €inidle nej €¢asteéji p Fitomna NHS skupina

v kombinaci s n ékolika moznostmi pro SH skupiny
N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat (  SPDP) poskytuje
amidovou vazbu s biomolekulou nesouci -NH , a disulfidovou vazbu
s biomolekulou nesouci -SH:
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pro SPDP je z = 0,68 nm
s delSim fretézcem (z = 1,12 nm) pod nazvem LC-SPDP (long-chain)
rozpustn €jSi se sulfonovanou NHS skupinou —  Sulfo-LC-SPDP



= sukcinimidyloxykarbonyl- a-methyl- a-(2-pyridyldithio)toluen ( SMPT)
— maustek tvo feny benzenovym jadrem a methylovou skupinou chranici

disulfidovou skupinu (stericka zabrana ataku) zlepSuj e trvanlivost
konjugat U
— analog Sulfo-LC-SMPT O SMPT Q
— spojeni biomolekul Ize rozebrat %N—O s—g N
Vv mist & -S-S- vazby redukci (nap f. DTT) ‘& >_®_<
O O C

H3

= nerozebiratelné® spoje pouzivaji pro SH skupinu ma leimidovou nebo
jodacetatovou reaktivni  ¢ast
— sukcinimidyl-4-(N-maleiimidomethyl)cyklohexan-karbo xylat (SMCC)

z=1,16 nm)
o R—NH, R'—SH R
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— dalsi alternativni  €inidla: m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidoester
(MBS, 0,99 nm), sukcinimidyl-4-( p-maleimidofenyl)butyrat ( SMPB, 1,45 nm)
a N-(y-maleimidobutyryloxy)-sukcinimidester (  GMBS, 1,02 nm)



N-sukcinimidyl(4-jodoacetyl)-aminobenzoatem (

SIAB, 1,06 nm)

O SIAB

«%@

R—NH, R'—SH

{k - o

NHS HI }/‘—@
o)

O

alternativni

c¢inidla

— sukcinimidyl-6-[(jodoacetyl)-aminolhexanoat (  SIAX)
— jeho varianta s m uastkem prodlouzenym o aminohexanovou kyselinu, tj.
sukcinimidyl-6-[6-(((jodoacetyl)amino)-hexanoyl)ami
— sukcinimidyl-4-(((jodoacetyl)amino)methyl)cyklohexa
(SIAC) s analogem SIACX maji objemn é&jSi spojovaci m ustek
p-nitrofenyljodo-acetat ( NPIA) viéi —NH, reaguje podobn é jako NHS,
vznika také amidova vazba
— vyhodou m tUze byt kratké spojeni mezi biomolekulami

nolhexanoat (SIAXX)
n-1-karboxylat

02N

NPIA

RNH R'—SH
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Spojeni >C=0 a -SH
= pro konjugaci zejména sacharid U (a glykoprotein )
— oxoskupina se snadno generuje mirnou oxidaci jodist anem
— reaguje s ni zejména hydrazidova skupina
— z druhé strany se U €astni skupiny popsané jizd Five
= hydrazid kyseliny 4-(4-N-maleimidofenyl)-maselneé (  MPBH), z=1,79 nm

— je vhodné provést reakci nejprve s SH skupinou, pur  ifikovat produkt a nasledn é
pFipojit aldehydovou skupinu.

= rozebiratelné spojeni se ziska 3-(2-pyridyldithio)-pr  opionylhydrazidem ( PDPH)
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Amino- a fotoreaktivni konjugacni cCinidla
= jedna €ast €inidel je aktivovana sv étlem - arylazidy , fluorované aryl
azidy, benzofenony, n ékteré diazoslou €eniny a diazirinové derivaty

— prvni konjuga €ni reakce napoji €inidlo na biomolekulu (pracovat ve tm  €)

— odstrani se nadbytek ¢€inidla a navazana fotoreaktivni skupina pak po
osv étleni reaguje s partnerskou biomolekulou

arylazid

dehydro
azepin

LQ/ It .




N-hydroxysukcinimidyl-4-azidosalicylat ( NHS-ASA, 0,80 nm)
— derivatizuje aminoskupiny obvyklym zp  Gsobem — vznik amidové vazby
— k dispozici jsou i varianty Sulfo-NHS-ASA a Sulfo-NHS  -LC-ASA (1,8 nm)

fenolicky hydroxyl aktivuje benzenové jadro pro zna ¢eni
radioaktivnim jodem, to Ize provest p  fed fotoreakci

— k dispozici jsou varianty bez hydroxylu na benzenovém | adre:
N-hydroxysukcinimidyl-4-azidobenzoat ( HSAB, 0,90 nm)

pFipadn é s nitroskupinou N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcinim id
(ANB-NOS, 0,77 nm)
Stépitelné konjugaty poskytuje sulfosukcinimidyl-
2-(p-azidosalicylamido)ethyl-1,3’-dithiopropionat ( SASD, 1,89 nm)
linker m Gze byt alifaticky Fetézec u N-sukcinimidyl-6-(4’-azido-
2'-nitrofenylamino)hexanoatu ( SANPAH, 1,82 nm)

— nitroskupina podporuje fotoaktivaci jiz nad 320 nm

NHS-ASA




= sulfosukcinimidyl-2-(7-azido-4-methylkumarin-3-acet amid)ethyl-
1,3’-dithiopropionat ( SAED, 2,25 nm)
— vznikly konjugat obsahuje fluoreskujici uskupeni — de rivat kumarinu
— lze tak pohodin é sledovat pohyb konjugatu
— fluorescence se p Fitom iniciuje az po fotolytické reakci

= podobn é se chova sulfosukcinimidyl-7-azido-4-methylkumarin -
3-acetat ( Sulfo-SAMCA , 1,28 nm)
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alternativni fotolytickou skupinou je

— poskytuje reaktivni karbenové uskupeni, které se p

presmykem (W) na ketenové uspo

diazopyruvat ové uskupeni

radani

reméni Wolfovym

— pak aduje nukleofilni skupinu -  p-nitrofenyldiazopyruvat (pNPDP)

NPDP DQA /

p-nitrofenol

O

N:N

podobnym mechanismem reaguje i
3,3,3-trifluoropropionat (PNP-DPT)

p-nitrofenyl-2-diazo-




Sulfhydrylova a fotoreaktivni konjugacni cinidla

kombinaci p fedchozich skupin je 1-( p-azidosalicylamido)-
4-(jodacetamido)butan (ASIB) a N-[4-(p-azidosalicyl amido)butyl]-
3’-(2’-pyridyldithio) propionamid (APDP)

jinou fotoaktivni

¢ast obsahuje benzofenon -4-jodacetamid

— vyhoda benzofenonu - moznost opakovaného pr

ubéhu fotoaktivace i po

nekonjuga €ni zp étné rekombinaci volnych elektron
— vySSi vyt ézky konjugace

— alternativni SH-reaktivni ¢ast ma benzofenon-4-maleimid
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Dalsi fotokonjugace

= s guanidinovou skupinou argininum  uZe reagovat
p-azidofenylglyoxal (APG)

APG +%N _N

W h? hm4: OHOH

zbytek argininu N‘(

= pro napojeni fotoaktivni  €asti na aldehydovou skupinu je
pouzitelny p-azidobenzoylhydrazid (ABH)

= karboxyskupina m uZze byt fotoaktivovana pomoci
4-(p-azidosalicylamido) butylaminu (ASBA)

— jeho volna aminoskupina se spoji s karboxylem v p  fitomnosti
karbodiimidu, kdy vznikne amidova vazba




Click-konjugace — modularni syntéeza

= zakladem Huisgenova cykloadice:

C H-.1 rL1
R—= + N=R 100°C_ N’ "N-R + N 'N-R
— = -
A ride Alkvne 5 F:.. = 4

= za nékolik hodin vznikne sm és 1.4- a 1,5-triazol U

= Fokin a Sharpless —v p Fitomnosti Cu(l) se reakce zrychli
na minuty a probiha za normalni teploty:
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Ande Alkyne R

= pritom vznikd p revazne 1,4-isomer
— pokud by byl zadouci 1,5-isomer, pouzije se katalyz a Ru



Mechanismus

R1
R'  Culn N?_\N
H \\N/ \R2
1 ~ ~
i CuL NRS
b v v 1,4 triazole
Il
Stepwise Direct [cuLn]*
R'—==—CuLn
| | R'———H
N=N=Rl_ L
o ® R R ———CulLn
1 |
® O
N=N-N




... dalsi varianty

TCO REAGENTS
(TCO = TRANSCYCLOOCTENE)

DBCO REAGENTS
(DBCO = DIBENZOCYCLOOCTYNE)

ALKYNE REAGENTS

AZIDE REAGENTS

www.click-chemistry.net

(Jena Bioscience)

= |Sou I varianty,

které nepot rebuji
Cu(l) — vyuziti v
biologickych
systémech



Vyhody oproti klasickéemu postupu

= reagencie cilené na —NH , a —SH skupiny
— znaceni a konjugace ¢€istych protein u (biopolymer u), které se
nasledn é pridaji do biologického systému
— pokud se reagencie p Fidaji do komplexniho biosystému (nap .
bunky), tak se ozna ¢&i (konjuguije ...) nespecificky mnoho
biopolymer u
= Click-IT zna ¢eni
— reaguijici partne Fivznikaji z nov é syntetizovanych biopolymer u
diky p fidanym prekurzor um
— Vv pFirozeném biosystému se nevyskytuji
— vyhodou je i mala velikost zna  €ky:

n] | ‘f “%"‘H.r!"‘-\;’/ ; I,Jni;'.l
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By, 7] 7 4 i
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i L = R, =—=N—N—— f.“l'i- = ."; =4 ll
(& ]
Isotope(s) Click-iT™ alkyne Click-iT™ azide Biotin Alexa Fluor® 488 Streptavidin lgG antibody
P ) " ] )

MW 3 P 42 -300 500 -68,000 -150,000




Priprava

o, O
click-reagencii %M&N?

Biotin-PEG5 -NHS ester

= biotin-PEG3-propargylamid
— zavedeni alkynové konc.
skupiny do ,bioafinitnich* NHS

v 0
znacek A !

NH
— Cu(l) je vhodn €éjSi dodat o
jako Cu(ll) a zredukovat s HV\/(OJ%HNH

primo v reak ¢ni sm ési ©

NH,

I\Propargylamine
X
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Methionine

Azidoalanine

Zameéena aminokyselin

O

2-amino-5-
hexynoic acid

Azidohomoalanine
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Phenylalanine
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Azidophenylalanine

HoN
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Tyrosine

H,N
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Alkynyl tyrosine
derivative

= vestavi se do nativnich bilkovin p
pFirozené aa

Fl proteosyntéze misto



Zamena sacharidovych jednotek

0 AcO OAc
OAc
N AcO S
AcO HN J’K/ X N;; B _ N . HON 0 o
o N SNT N
AcO~ ﬁ - N /\[f AcO 0
AcO OAc 0
Azido-N-acetyl Azido-N-acetyl
mannosamine sialic acid derivative
derivative (ManNAz) (SiaNAz)
Aco OAc OAc
° AcO 0
AcO OAc AcO OAc
OQS NH O N
“N=NEN “N=NEN
Azido-N-acetyl Azido-N-acetyl
galactose derivative glucose derivative
(GalNAz) (GlIcNAz)

= vestavba azidové skupiny do oligo/polysacharid uado
glykoprotein
— acetylace umozni pr uchod do bun ék



Dalsi click prekurzory

k dispozici pro r uzné biosyntetické reakce:
A » A nukleove kyseliny, B proteiny, C sacharidy, D lipidy
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Pruchod do bunky

= pro post-transla €ni modifikaci protein u:

5 e
= & Protein
4
Il
H OO > e
Ml '.J'.!' . . iCH 0
@ ® Metabolic >
incorporation
Tetraacetylated azido sugar Nonspecific esterases FYctsii
(ManNAz) cleave acetates,

leaving hydroxyls

= prida se upraveny (acetylovany) prekurzor, ktery projd e
bun éénou membranou

= uvnit ¥ se deacetyluje a zapoji se do biosyntetickych
reakci

= vzniklé produkty Ize nasledn é afinitn € zna€it, separovat,

=  www.lifetechnologies.com




