Osnove kemije prirodnih

organskih spojeva

3. Aminokiseline i proteini

Kiselo-bazna svojstva i stereokemija aminokiselina. Reakcije aminokiselina in vivo i in vitro. Sinteze
aminokiselina. Resolucija racemi¢ne smjese aminokiselina. Enantioselektivne sinteze aminokiseline.
Peptidi i proteini. Sinteze peptida i proteina. N-zastitne skupine. C-zastitne skupine. Aktiviranje i
spajanje-sinteza peptida na krutoj fazi. Neki specifi¢ni linearni i cikli€ki peptidi i proteini.

doc. dr. sc. Pani Skalamera

Aminokiseline . .
Fischerova projekcija ICHO
Kiselz'i,' moze H()-J(% —H
otpustiti proton H
COOH 3CH,0H
L-gliceraldehid
Bazi¢na, moze
primiti proton H2N H COO
R H:sN—' (:: —H
unutarnja sol, é]—{:,
zwitterion L-alanin

L-aminokiseline su prirodne aminokiseline koje grade peptide i proteine
D-aminokiseline nadene kod nekih bakterija

aminokiseline razlikujemo po R skupinama koje imaju — za svaku
aminokiselinu mozemo redi je li:

- polarna ili nepolarna

- kisela, neutralna ili bazi¢na

- negativno, pozitivno nabijena ili neutralna
- alifatska ili aromatska

Prikaz klinastim formulama

CHO
H~—C —~OH
CH,OH
D-gliceraldehid
(_‘()()
H~— C—=NH,
CH,
p-alanin

Ve

L- = lijeve aminokiseline,
relativna konfiguracija prema
gliceraldehidu

D,L- konfiguracije ne treba
mijesati s R,S-
Nesto sto je D, nije nuzno R!
-> CIP pravila
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H H H HEI"SH H Polarne, nenabijene R skupine
Standardne aminokiseline i njihove troslovne kratice » nenabij P
COO COO COO
H;N—C—H H,N—C—H H,N—C—H
CH,OH H—C—OH CH,
Aromatske R skupine CH, SH
COO COO COO Serin Treonin Cistein
" . N—C- N—C N—C- Ser
Nepolarne, alifatske R skupine HeN—C—H H H Hy | H Thr Cys
CO0 Coo C00 CO0 (l'"-' ¢He " 8
H A COO CcOO
H,N—C—H H,N—C—H C H.N—C—H e ] - -\
H:.N" TCH, HN—-C~H  H,N-C-H
H CH, : » CH T ’ .
H,C——CH, o / \ CH, CH,
' 2 CH,y CH, OH ) ] i
. . . \_J 2 °Hy
glicin alanin Prolin , Valin o fenilalanin s Tirozin * X [
Gly Ala Pro . H.N (o] C
Val Phe Tyr triptofan sk AN
COO Co0O Co0 Trp asparagin H,N .()
HN—C—H H,N—C—H H,N—C—H Asn g'“éalm'”
| ! n
CH, H—C—CH, CH, Pozitivno nabijene R skupine
|
CH CH. CH, (‘:00’ (‘300’ (‘300’
CH3 CHy CH, s H3N,?,H Hgﬁlf(]fH H;;Nf(‘ij Negativno nabijene R skupine
leucin * izoleucin CH, (‘IHQ (le2 (‘:H2 CO0 CO0
Leu lle metionin (‘DHZ (le2 C—NH HN—C—H H;N—C—H
Met b, b, (|l o n, bu,
(‘:H2 NH H o0 CH,
|« 5
* “NH, (|J:NH2 €00
= esencijalne aminokiseline i NH, Histidin aspartat  glutamat
Lys * arginin His Asp Glu
Arg

ZADATAK
Fischerovom projekcijskom formulom nacrtajte aminokiseline:

L-fenilalanin, L-cistein, D-glutaminsku kiselinu




Aminokiseline — gradivni blokovi peptida i proteina

Peptidi 2-10 a.k.
Oligopeptidi 4-10 a.k.
Sinteza / biosinteza Hidroliza
Polipeptidi 11-50 a.k.
Proteini >50 a.k.

e 20 prirodnih aminokiselina — dijelimo ih na esencijalne i neesencijalne (one koje ne

COOH proizvodi i one koje proizvodi ljudski metabolizam)
e SadrZe amino i karboksilnu skupinu vezanu na a-ugljikov atom
H2N H (L-a-amino kiseline).
R e Kemijska struktura aminokiselina utjece na trodimenzionalnu strukturu proteina

e Vazni metaboliti (metabolizam porfirina, purina, pirimidina, kreatinina, uree itd.)
Opca formula

o Postoje i aminokiseline koje nisu a-aminokiseline, te nisu monomerne jedinice proteina
L-aminokiselina

(npr. GABA - neurotransmiter)

Nestandardne aminokiseline

OH u kolagenu

H—— ,
j 0 6 s = : ‘ !
/g:/‘\/( o H:N—('H_.—(l'H—(‘Hz—('H_,—c|'H—(‘()()H

N H
| OH NH,
H

4-hidroksiprolin 5-hidroksilizin

COOH COOH
H——NH, H——NH,

CH,CH,COOH CH,OH

D-glutamic acid D-serine
stanic¢na stijenka zemljani
mnogih bakterija crvi

("Hzﬁ("H:—(‘;H:ﬁ('()()H
NH,

y-aminobutyric acid

neurotransmiter

(’|‘H:—("H:~<'< YOH

NH,

B-alanine

u pantotenskoj
kiselini
(vitamin B5)

1.4.2020.



Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

H ' H '
potpuno | H{ | H;: I potpuno
protonirani R—C_COOH R_C_COO R_C_COO deprotonira
oblik | I [ ni oblik
*NH, *NH, NH,
Ukupni naboj:  +1 0 -1
pK, 2 4 6 8 10 12
Methyl-substituted H H
carboxyl and 7 + 7
amino groups CH,—COOH —= CH,—C00 CH,—NHy; = CH,—NH,
H H
Acetic acid Methylamine
The normal pK, for a The normal pK,, for an
carboxyl group is about 4.8 amino group is about 10.6.
Carboxyl and SH_! H I;ﬂ'lg H NH,
amino groups | ya [ } |
in glycine H—C—COOH = H—C—C00 =—= H—C—CO00
H H H H H
a-Amino acid (glycine) a-Amino acid (glycine)
pK, = 2.34 pK, = 9,60
Odbojne interakcije izmedu protonirane amino Elektronegativni kisikovi atomi
skupine (NH;*) i protona (3+) na COOH snizava karboksilne skupine induktivno odvlace
pK, vrijednost za disocijaciju karboksilne elektrone s amino skupine, zbog cega je
skupine. Nastali negativni naboj (RCOO") bit ¢e njezin pK, niZi nego kod alifatskih amina.
stabiliziran pozitivnim nabojem amino-skupine
(vodikova veza izmedu skupina NH;* i COO").
Kiselo-bazna svojstva aminokiselina
Titracijska krivulja glicina 1ZOELEKTRIENA TOCKA
12 0.5 1 1.5 2 0 X i A
g _ | » pH pri kojem je
< H,N I ( .
‘ “1 ukupan naboj molekule
0 i pH 9.¢ . .. ..
: jednak nuli, tj . u otopini
pk'::‘),h je prisutna jednaka
8 sy, .
koli¢ina jednostruko
(8] . ..
e " I pozitivno i jednostruko
H 6 soclectric J H.N—CH,— C—0O . .
p point=60 [ '3 -2 negativno nabijenog
zwilterionic near the .
isoclectric point oblika. Prevladava
4 zwitterionski oblik.
2 n 0
K, =23 . I 1
:- B H,N— CH,— C—OH pl = §(pK1 + pKy)
0 / cationic below pH 2.3
: 05 1 15 2

Equivalents of ~OH added

1.4.2020.



Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

pKa values
Abbreviation/ PpKy Ky PKr Hydropathy ~ Occurrence in
Amino acid symbol M, (—COOH) (—NH3) (R group) pl index* proteins (%)
Nonpolar, aliphatic
R groups
Glycine Gly G 75 2.34 9.60 5.97 —0.4 72
Alanine Ala A 89 234 9.69 6.01 18 7.8
Proline Pro P 115 1.99 10.96 6.48 1.6 &2
Valine Val vV 117 232 9.62 5.97 4.2 6.6
Leucine Leu L 131 2.36 9.60 5.98 38
Isoleucine le | 131 2.36 9.68 6.02 4.5 &3
Methionine Met M 149 228 9.21 5.74 1.9 2.3
Aromatic R groups
Phenylalanine Phe F 165 1.83 9.13 5.48 2.8 39
Tyrosine Tyr Y 181 2.20 9.11 10.07 5.66 =i.3 3.2
Tryptophan T W 204 2.38 9.39 5.89 -09
Polar, uncharged
R groups
Serine Ser S 105 221 9.15 5.68 —0.8 6.8
Threonine Thr T 119 2.1 9.62 5.87 -0.7 5.9
Cysteine Cys C 121 1.96 10.28 8.18 5.07 25 1.9
Asparagine Asn N 132 2.02 8.80 5.41 =& 43
Glutamine Gin Q 146 217 9.13 5.65 =85 4.2
Positively charged
R groups
Lysine lys K 146 2.18 8.95 10.53 9.74 -39 59
Histidine His H 155 1.82 9.17 6.00 7.59 2 23
Arginine Arg R 174 217 9.04 12.48 —45 5.1
Negatively charged
R groups
Aspartate Asp D 133 1.88 9.60 3.65 =85 5%3]
Glutamate Glu E 147 2.19 9.67 4.25 3.22 —35 6.3

9
Kiselo-bazna svojstva aminokiselina, izoelektri¢na tocka
Primjena u odvajanju aminokiselina, peptida i proteina - ELEKTROFOREZA
pl (Lys) =9.74
Beginning c_athode ol (Ala) = 6.01
pl (Asp) =2.77
wet with pH 6 t;uffeE'S'elution
streak containing Ala, Lys, Asp
End cathode
P N
£ ‘ Asp™ moves toward the positive charge
/ Ala does not move
Lys™ moves toward the negative charge
10
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Kiselo-bazna svojstva aminokiselina - ZADATAK

Napisite jednadibu postupne disocijacije glutaminske kiseline od potpuno
protoniranog oblika do potpuno deprotoniranog oblika te izraCunajte njezinu
izoelektricnu tocku. Skicirajte titracijsku krivulju i oznacite koje su vrste

prisutne u kojem podrucju.

11
Sinteza aminokiselina
1. Reduktivna aminacija
N—H NH,
” suvisak NH, H H, |
R—C—COOH —_— R—C—C00-+NH, ? R=—CH—CO0:
-H,0
a-ketokiselina 2 imin a-aminokiselina
¢ reduktivna aminacija je biomimeti¢ka metoda, jako nalikuje biosintezi aminokiselina:
0
o} Ve (" NH *NH i (”)
| ) ® enzyme | N (‘\1\'11
HOOC—CH,CH,—C—CO00"~ + °"NH, + | | ——=—> HOOC—CH,CH,—CH—CO00- + | 2
a-ketoglutaric acid N + H L-glutamic acid iV/ + HO
NADH NAD*
12
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Sinteza aminokiselina

1. Reduktivna aminacija in vivo

¢ biosinteza ostalih aminokiselina koristi L-glutaminsku kiselinu kao izvor amino skupine

3 4

i |
HOOC —CH,CH,—CH—COO- HOOC —CH,CH,—C—COO~
L-glutamic acid a-ketoglutaric acid
transaminaza
+ e S 3 +
| i
HOOC —CH,—C—COO- HOOC —CH,—CH— COO-

oxaloacetic acid J L L-aspartic acid

13
Sinteza aminokiselina
1. Reduktivna aminacija - ZADATAK
Napisite produkt(e) sljedece reakcije:
O
” NH;, H,
Ph—CH,—C—COOH  ——>
3-fenil-2-oksopropanska kiselina
14
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Sinteza aminokiselina

2. Aminacija a-halokiselina

iy
R—CH—C—OH

«-bromo acid

O (0]
I (1) Br,/PBr, I

(2) H,0

NH,
R—CH,—C—OH :

L (large excess)
carboxylic acid

« iskoristenja su obicno niska pa se vrlo rijetko primjenjuje

1
R—CH—C—0O-*NH,
(D.L)-a-amino acid
(ammonium salt)

15
Sinteza aminokiselina
3. Streckerova sinteza
NH, *NH,
| . ~ H)0 | H,0* |
CH,—C—H + NH, + HCN —— CH3—(|Z—H — CH3—(|I—H
acetaldehid C=N COOH
. O-aminopropionitril (D,1)-alanin
* puno koristena metoda
* mehanizam reakcije uklju¢uje nastanak imina (iz aldehida i amonijaka), koji
podlijeZe cijanhidrinskoj reakciji: o N—H
I H* I
R—C—H + :NH; &= R—C—H + H,0
Z H._ . H 4
N . N7 NH,
[ TRATY N
R—C—H = R—fC—H = R—C—H
imine ( ‘
\_ioN CN
16



Sinteza aminokiselina

4. Gabrielova malonesterska sinteza

Privremena esterska

skupina
0 0 COOEt
COOE B ‘ o
| TN I ;
N*(‘TH = | N*(‘I*C*O*hi
COOFt - \'( H U
(€] s) Zasticena kiselina
glycine

N-ftalimidomalonski ester

Zasti¢eni amin

Privremena esterska

skupina
COOEL COOEL o, 1
O (0] H O
(1)"OEt H,0", heat |
H—C‘T—C—OEI (2) RX H—C|T—C—OEI H— ‘4—(,‘—OH
H R R alkilirana
dietil malonat a-aminopropionitril octena kiselina

* N-ftalimidomalonski ester — molekula glicina s amino-skupinom zasticenom u obliku imida,
kako bi se sprijecilo da bude nukleofil

17
o o o
. ® ®
@[éN—R -~ @QN—R B /N—R (1)
.0: .0: Qo
I ©
O~ _OEt O-__OEt
COOEt COOEt
. E10 Y- m .
PhthHN—(II—H —_— PhthHN—Cliie - PhthHN—CI: ~—> PhthHN-C (2)
COOEt COOEt COOEt O “OEt
oj(;o o™ o o]
N — + C — >
HO o) HO™ ™ (..) HO (3)
R R R
Phth = ftalimid
18

1.4.2020.



Sinteza aminokiselina

4. Gabrielova malonesterska sinteza

0]
COOEt COOEt ]‘-]
(1) NaOEt : H.O* .
O N_C\‘H (2; C ?—(“H CH,SCH N—CH,CHSCH, th’ HN—C—CHEHACH,
COOEt T SC = | COOEt COOH
(D,L)-methionine
(50%)

» Sve prikazane kemijske sinteze aminokiselina daju racemi¢ne produkte. U vedini slucajeva, samo
su L-aminokiseline bioloski aktivne, dok b-aminokiseline mogu c¢ak biti i toksicne. Postoje metode
kojima mozemo odijeliti racemi¢nu smjesu aminokiselina na enantiomere.

> Kemijske metode odvajanja enantiomera — npr. tvorbom soli s kiralnim kiselinama (vinska
kiselina) ili aminima (strihnin, brucin) = odvajanje kristalizacijom ili kromatografskim metodama.

» Enzimska rezolucija

19
Rezolucija racemi¢ne smjese aminokiselina
Enzimska rezolucija
COOH (“) COOH COOH
H,N—C—H CH;—C—NH—C—H H,N—C—H
| / N ‘ Acilaza iz ‘
O
R ( Il R svinjskih R
L-amino acid \CH;C+50 bubrega L is deacylated
- -
COOH COOH (0] ili COOH (0}
I | | karboksipeptidaza
H—C—NH, H—?,—NH—C—CH3 H—C—NH—C—CH;,
R R R
D-amino acid D is unaffected
racemic amino acid acylated (easily separated mixture)
e enzim prepoznaje samo ester aminokiseline L-konfiguracije (dobro sjeda u njegovo aktivno mjesto)
pa ga hidrolizira
 ester aminokiseline b-konfiguracije hidrolizira puno sporije ili ne hidrolizira jer lose sjeda u aktivno
mjesto enzima
20

1.4.2020.

10



Reakcija aminokiselina s ninhidrinom

¢ ninhidrin je reagens koji nam sluZi za vizualizaciju mrlja ili vrpci
aminokiselina odvojenih kromatografijom ili elektroforezom

=

OH o S =N\ T
mN—EH—CmM{+ 2 X pyadie, HC ) == [ )+ cop

R 1 ~ |+ R—CHO

O O O
ninhidrin

Ruhemannovo purpurno

Sve aminokiseline daju ovaj
produkt, bez obzira na to kakav
im je bocni lanac.

21

Povezivanje aminokiselina — peptidi
peptidna
veza

T . W ol & ¥

+ § T §
H:N C + ¢ H,N o4l S o
R W /N -H,0 TR N e
g 5N 3 C N C—O-

e [ A

Y o R b

DIPEPTID

* parcijalni karakter dvostruke veze
izmedu Ci N - oteZana rotacija

22

1.4.2020.
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Peptidi - nomenklatura C-terminus

0
I

H,N ?H—C-—-NH—CH c—o-

CH, CH,OH

N-terminus ’ alanil serin
alanilserin
Ala-Ser
ili
H-Ala-Ser(OH)-OH

Bradikinin: arginilprolilprolilglicilfenilalanilserilprolilfenilalanilarginin [ - vrlo nezgrapno

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg| "o
RPPGFSPFR

jednooslovne
kratice

23

Peptidi - povezivanje

e osim peptidnom vezom, aminokiseline se u peptidnom lancu mogu povezivati i disulfidnim vezama (iako
peptidnom vezom u pravom smislu te rije¢i nazivamo samo amidnu vezu izmedu dvije aminokiseline)

Najjednostavniji peptid s disulfidnom
vezom — dimer aminokiseline cisteina

[ 1
peptide (“’ (")‘ HN COOH
cha
~ A NH—CH—C A NH—CH— C N
i | H NH,
CH, CH =
| ~ 0] | ~ = s
SH (oxidize) S W
.3 \ +H,0 \S/ N COOH
SH [H] S
‘ (reduce) ‘ . e
(“H_, (“H_\ cistin
et NH— CH — C -~ -~ NH—CH— C—rmmmr . . . _—
peptide I I * Kosa i nokti sadrze 10-15% cistina
chain O (8] v L, . . .
—_— . * moze se nadiiurogovimai
dva cisteinska cistinski kopitima Zivotinja
ostatka disulfidni most

* moze biti sastojak bubreznih
kamenaca

24

1.4.2020.
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Povezivanje - umrezenje peptidnih lanaca disulfinim mostovima

F~

NWATV\NMANWWWV\MM%IV‘MWNW\WM

\ s
N g I
p S
- o /22 WWWWWMMWW\JMW
S
AN S
S S S S
s MWW
kovrcava kosa ravna kosa

« disulfidni mostovi preZive istezanje ostatka proteina i nakon toga ga vracaju u prvotni
oblik - elasti¢nost i ¢vrstoca kose

¢ stupanj umreZenja (broj disulfidnih veza) je puno vedi u proteinima koji tvore nokte,
pandze, kopita i papke pa su oni ¢vrsée strukture od kose

25
Neki specificni linearni i ciklicki peptldl
CH; O S ”. A
, i _CH,CH,C — NH,
(‘”(‘H/(u\(_ﬁ( -{—.\!lf(ll\ o
R t‘\ Struktura humanog oksitocina
u:(‘-/ N 0 (hormon)
un@(‘n;—(“n (I‘}l—(‘1|:—(‘—.\'||3
NH C=0
== ==
n:(" NH (”)
H,N—CH—CH,—$-+S—CH, —(n—(l 1 x-—(‘n—("‘-}—xn—(l‘n—("'+xuf(l'n~('fxu:
\
N terminus 2 (1”" 9 H C terminus
CH (amide form)
cistinski disulfidni most uc cH.
Ile — G]l’ll
A\
Tyr Asn
Cy:.—S S— Cys—-—Pro—-—L«.u—-— Gly- NH,
N terminus C terminus | (u amidnoj formi)
26

1.4.2020.
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Neki specificni linearni i ciklicki peptidi

0
OW‘\ OCH,
N
O NH; T 0O

aspartam

H-Asp-Phe-OCH;,

27

Inzulin

Struktura humanog inzulina. Zuto su
prikazani disulfidni mostovi (-S-S-)

Monomeri se pomoc¢u medumolekulskih interakcija
udruzuju u heksamer. U sredini je ion cinka (Zn?*).

28

1.4.2020.
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Neki specificni linearni i ciklicki peptidi i proteini

0
L-Val
T P/ \ oe + /C\ -
-Pro L-Orn = L-ornitin H;NCH,CH,CH,CH (0)
/ \ A
L-Phe L-Leu e

) ornitin
e oo —{ i
-——-D-ornitin = D-Orn L-Pro
\L-Val/
oo PEPTIDNI HORMONI
gramicidin S
ANTIBIOTIK bradikinin Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-(llys-Pro-Arg-Gly-NHz
vazopresin S S
PEPTIDI KOJE TIJELO SINTETIZIRA
7A KONTROLU BOLI oksitocin Clys-Tyr—Ile—Gln-Asn-Clys-Pro-Leu-Gly-NH2
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu S———S

leucinski enkefalin e bradikinin —inhibira upalu tkiva

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met .

vazopresin — regulira zadrZavanje vode u organizmu; otpusta se pri stresu
metioninski enkefalin

e oksitocin —inducira trudove i stimulira laktaciju

29

Razine strukture u peptidima i proteinima

primarna sekundarna tercijarna

kvaterna
struktura struktura struktura struktura
r = -

J & ‘:...9
{53

4 4

dosliied prostorna orijentacija
redoslijec strukturni svi aspekti trodimenzijske dvaju ili vise
aminokiselina L . : . -
motivi strukture polipeptida polipeptidnih lanaca

30

1.4.2020.
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Proteini

e Struktura peptida i proteina odredena je kemijskom

strukturom i kemijskim (kovalentnim) vezama, ali veliki

utjecaj na strukturu imaju i medumolekulske
interakcije, u prvom redu vodikove veze

* solni mostovi — interakcije izmedu nabijenih udaljenih

dijelova peptidnog lanca

Aannnnnn' nnnnnn.

Vodikove veze izmedu slobodnih
karboksilatnih i amino skupina

Dva aspartatna ili glutamatna ostatka u
interakciji preko magnezijevog kationa

31
[B-nabrana ploca
Strukturni motivi u peptidima i proteinima —
(sekundarna struktura) JL &K 4
a-zavojnica — : ;
@ Carbon Top view f 8 U Y 8§ U "
i o= O Hydroge i WS 8 |:
Amino llt]f!’]l]nl.l.-. 00;}‘;‘9:‘" ol B "\','!.!'. At ./,\":
@ Nitrogen 5 TS “ _ i—
@R group e L ——
-8,
Side view o 2 Qg§~a'°* ;egs,
dy . g !'! g g%ﬁg% S
(b) Parallel
ol
: : 1
Tp\m\° ;_:_v‘,,: g_.
ol & Al & AR &
» o8O,
Sida viow §§§§§§§§g§:
Carboxyl terminus
32

1.4.2020.
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[3-nabrane ploce — amiloidni plakovi

A

Vlaknasta struktura
amiloida-B(1-42), klju¢nog
patoloskog cimbenika
Alzheimerove bolesti.

33

Proteini

e >50 aminokiselina

¢ 1ili viSe peptidnih lanaca

¢ nekad sadrze i neproteinske skupine, npr. hem
u hemoglobinu. Takve skupine se nazivaju
prosteticke skupine

* hemoglobin sadrZi po dvije a i 3 podjedinice
(ukupno 4 polipeptidna lanca) i 4 hem skupine

Struktura hema i vezanje kisika

Struktura hemoglobina (PDB: 1GZX)

34

1.4.2020.
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Odredivanje strukture peptida i proteina = "
NH—CH —( NH—CH—(
reduction ‘l“ ) CHy e
RS—SR — 2R—SH ' [ ‘
. . ¥ S H—C—OO0H SO;H
a disulfide a thiol | —
S (peroksimravlja SO.H
l kiselina) | cisteinska
c “: cl‘H—‘ kiselina
e prvi korak u odredivanju Wm—m_(“- NH—('H—("‘WMMW
strukture proteina je najcesce 0 0
cijepanje svih disulfidnih veza.
Npr. kod inzulina se tako SO.H
dobivaju dva individualna - SO;H
peptidna lanca koja se mogu t”)
odijeliti i dalje svaki zasebno H—C— OOH
analizirati.

Odredivanje strukture peptida i proteina

e peptidne veze u proteinu mogu se potpuno razoriti kuhanjem 24h u 6M HCI

 rezultat je smjesa aminokiselina, koja se moze analizirati > nema informacije o redoslijedu
njihovog povezivanja, ve¢ samo o sastavu proteina

¢ ako nas zanima redoslijed kojim su povezane aminokiseline u peptidnom lancu, koristimo
metode postupne odgradnje gdje se lanac skracuje za jednu po jednu aminokiselinu
(sekvenciranje; Edmanova ili Sangerova metoda)

standard

|u hydrolysate

{— ion-exchange resin

ninhydrin
solution

| | | different amino acids
i+ move at different Ll

i | speeds

absorption

recorder

18



Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje

* najcesce koristena metoda je Edmanova odgradnja
e odgradnja od N-kraja prema C-kraju, jedna po jedna aminokiselina

h— N=( g 1.¢
ol 5 Ph—N= { i ‘-H—-l
H,Q—(l'H—(“'—\H = I—;:N'—ti'li—?l‘—x}{ = r{,\;—(l'ri—(l'—xla
R' O R' O R' O
I a phenylthiourea
s NHPI NHP NHPh
: 5 4 o
W = Wy = o % = g
\gl‘H—T"‘—NH—\-Epndc H_f_{I‘_NH_ﬂ“dt [-l—C—(l_‘—_NH\—\pcplldc H—cl‘—(‘\ + H,N—fpeptide
¢ LIR® 5 0 T e
R' =0'\H R' OH R’=Q‘\H R' + HO'
w
protonated phenylthiourea H,0:~ a thiazolinone
NHP i
Ha HN/I N4 ¢ kromatografija: usporedba dobivenog
r \ fenilhidantoina s fenilhidantioinima
H*(" Y standardnih aminokiselina
R o) Rl O
thiazolinone a phenylthiohydantoin
37
Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje
¢ rjede koristena metoda je Sangerova metoda
* moze se odrediti koja je aminokiselina na N kraju peptida/proteina
~ 1
//—\\‘\‘ o
0 .\'ﬂ\:{\ /,.‘;:ﬂ-' " H:N—(l“l-i—(“—NH —
Nt
\ R!
NO, peptide
2.4-dinitrofluorobenzene
(Sanger reagent)
/7 \\ 6 M HCI, heat /7 \
o { \ . e OMAC], heat o N Ay ey
ON—(_))—NH (IH C—NH ON—(_ ) NH (|H COOH
=\ R —\ R!
NG, derivative NO + amino acids
2.4-dinitrophenyl derivative
38
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Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje

Analiza C-terminusa
¢ Enzimatsko cijepanje pomocu enzima karboksipeptidaze

0]

I I
NH—(I‘H—C—\II—tl'[i—l —OH

Ru I

Cijepanje peptida na manje fragmente

0] 0O 0]
carboxypeptidase Il |
H.O peptideT—=NH—CH—C—OH + H \~(‘ H—C—OH
R R"! R
\ free amino acid
(further cleavage)

¢ enzimatski pomodu enzima: tripsin, kimotripsin

Cijepanje na

Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly - NH,

fragmente:

Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn
lle-GlIn-Asn-Cys
Gln-Asn-Cys-Pro
Cys-Pro-Leu-Gly
Pro-Leu-Gly - NH,

39
Alkoxide
Kataliticka trijada c L clor
L0,
N gy Sy BTN LN D R\N-/';"\.N’"' N
L= —_— = o
. . - . [+] = o
¢ npr. kod enzima kimotripsina %’l
Oxyanion hole
0,
Yy =
Ran g~ % R Q
\NH Ry Ry "/g‘n‘ N ?c‘m
e A D A O Ot N R O
N AR SN H N — /\C:O HayZ N —_— /\q; ~n7 SN
S ® - @ ¥ -
Tetrahedral Acyl-enzyme
intermediate
o Ry—N,
RI\N/Q\R J@ @F‘ 2 |’{\H
H d Q
?c‘R‘
0 Hay SN NS N
L ‘*
i Oxyanion Acyl-enzyme
& N0t . hole HO
‘ ® ®
g 9 Q
Hoo C~p onzgm H /s\n
) ¥ o/i R
e Hoy SO Q P H\N/;\u"'"(_"\/ @ P e ol o_-
5" z—_—J k5 — ) oy
Tetrahedral Acyl-enzyme
intermediate
40
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Kemijske sinteze peptida
C”) (0]
_ I
H—?HCO CH;—CHCO™
+
*NH; *NH,
Gly Ala
reagensi,
reakcijski
uvjeti
P 9 P i i i i
H;‘I:JCHJC*NH(‘“HCO' H;NCHC —NHCHCO" H;NCH,C—NHCH,CO™ H;&({HC—NHCH;CO‘
CH; CH; CH; CH;
Gly-Ala Ala-Ala Gly-Gly Ala-Gly
» Rezultat je smjesa 4 razli¢ita dipeptida

41
Kemijske sinteze peptida
 za reakciju nastanka amidne veze, karboksilna skupina koja reagira treba biti
aktivirana, a aminoskupina koja reagira slobodna
(")
BE—C—X + HN—KR —p R—C—NH—R" + H—X
¢ amino-skupina i karboksilna skupina koje ne trebaju stupiti u reakciju moraju biti
zasticene = zastitne skupine
» skupine iz bo€nog lanca mogu takoder stupati u reakciju = i njih treba zastititi
Zastitna skupina — skupina kojom se derivatizira neka funkcionalna skupina, kako bi se
onemogudila njezina kemijska transformacija u uvjetima reakcije koju treba provesti.
Nakon sto je reakcija provedena, zastitna skupina se uklanja.
Na ovaj nacin smanjuje se broj nastalih nusprodukata, a time povecava iskoristenje i
smanjuje potreba za procis¢avanjem.
42
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Kemijske sinteze peptida

Zastitne skupine za amino skupinu — karbamati Stabilnost ;i 7a
pri uvjetima S
uklanjanje
kiselo bazno jani
R =
>kjs Boc +  CF,COOH
(o]
. ¥
o N—Peptid—COOH O/\ cbz,z t + H,/Pd-C
+ -
SRk N
H
43
Kemijske sinteze peptida
Zastitne skupine za karboksilnu skupinu — esteri
Stabilnost Uvjeti za
pri uvjetima uklanjanje
B kiselo bazno
R= tBu
- + CF,COOH
0
HN—npeptid HoC % Ve + _ OH-/ HZO
OR
+ + H, / Pd-C
Bn
44
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o

Kemijske sinteze peptida )I\\ lo3a izlazeca skupina
R OH

Reagensi za tvorbu aktiviranog estera Aktivirani ester
QNZC:N@ O
(] HN
DCC /‘O

\o
© dobra izlazeca skupina
45
Kemijske sinteze peptida C
|
CH; O 0 N proton CH; O (¢] N
\ [I Il transfer \ [ | ™|
CH;(lj—O—C—NHCHJCOH + (l_l‘ =———— CH;C—0—C—NHCH,CO" + LIT
CH; N CH; -.NH
N-protected amino acid O C
dicyclohexylcarbodiimide l
DCC C
|
o P
CHIC —0— C-—NHCH»CO C
prote(ted
activated
an imidate
46

1.4.2020.

23



Kemijske sinteze peptida Q

~HTB'
S s SO D G W B
CH;C" OCNHCH,C—0 cl* — CH;C -OCNHCHZC“ o‘-c‘“
A N
CH; NH CH; HB* ITIH NH
- ‘ CH;CH .
/ (‘:|) ‘
H,NCHCO™ Oﬁ
0
CH; tetrahedral intermediate
amino acid l C
|

|| |
CHiC—OCNHCH,C-NHCHCO™ + 0—C
|

CH; | CHs NH

-|.new peptide Iloond l - C

dicyclohexylurea
a diamide

CH; O ﬁ) o} NH

47

Kemijske sinteze peptida

CH; O 0 0 CH; O

0
I I 1.pcc N | I I
CH3(T"—OC—NHCHZC—NH(|:HCO — 5 CH3;C—OC—NHCH,C—NHCHC —NHCHCO

|
CHs CH; 2. HzNCHt!.10‘ CH; CH; R
|

N-zasticeni dipeptid R N-zasti¢eni tripeptid

¢ ako pretpostavimo da je iskoristenje svake reakcije dodavanja nove aminokiseline 80%, Sto
je prilicno dobro, ukupno iskoristenje ipak jako opada s porastom broja reakcija:

Broj aminokiselina 2 | 3 | e | s 6 | 7 | 8 | o

Ukupno iskoristenje 80% 64% 51% 41% 33% 26% 21% 17%

¢ sinteza u otopini obi¢no se koristi za peptide do 5 aminokiselina. Oduzima puno vremena i
zahtijeva procis¢avanje izmedu svakog koraka. Za peptide duljeg lanca koristimo metode
sinteze na ¢vrstom nosacu. Njima je moguce sintetizirati i manje proteine.

48
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Kemijske sinteze peptida - ZADATAK

Cesto se peptidi pripravljaju spajanjem dvaju kracih peptidnih lanaca, umjesto da se
struktura dograduje jednu po jednu jedinicu. Primjerice, heksapeptid se moze
sintetizirati prethodnom pripravom dvaju tripeptida da bi ih se zatim spojilo — to je
tzv. konvergentna sinteza. Pretpostavimo da se pojedinacne peptidne veze stvaraju s
iskoristenjem od 90%. lzraCunajte ukupna iskoristenja u primjeru kada se Sest
aminokiselina postupno dograduje, u usporedbi s iskoristenjem tvorbe istog

heksapeptida iz prethodno pripravljenih tripeptida.

49

protecting

Q2 220,

Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

CH.Cl1 CH,CI CH,CI

y > O s pol .
styrene J [L|l|l romethyl)styrene olymer abbreviation

Bruce Merrifield

(|'|) H H , (H) (1921.-2006.)
—NH—CH—C —() c—Qg — protecting J—NH—(‘H—(‘—(?‘)—( H cl Nobelova nagrada
group ‘ e - group | e T za kemiju

R R 1984. godine

p
sinteza od C prema N terminusu

nonapeptid bradikinin je na ovaj nacin sintetiziran u ukupnom iskoristenju od 85% u svega 27 sati
peptid od 100 aminokiselina moze se sintetizirati unutar par dana

proces se moZe potpuno automatizirati, postoje uredaji koji automatizirano vrse proces

50

1.4.2020.

25



Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

R
M/BO‘!:
H
o
;
\ WN"
A Y 2
= - a
y/ / cijepanje s N
// polimera
) Boc” OH

peptid ’

R (o]
Q LA
” BOC
o] R

R

1.) Coupling,
2.) pranje

51
Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu
Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe
1 0 i I
Me;C—O0—C{NH—CH—C—0- + CH,—Cl —> !\1c;,(‘—()—("—;\'H—(|‘H—("—()—n‘}|
Boc Ph—CH, Boc Ph—CH,
Boc-Phe P ch-Pllc@ >
0 o CF;COOH 0 CH,
I i I (TFA) + [ P
Me;C—O0—CH+NH—CH—C—0—CH, ————  H;N—CH—C—0—CH, + CH,=C + COs
Boc Ph—CH, Ph—CH, Chls
Buc—Phc—@ P Phc—@ P
52
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe

(0] (0] 0 (0]
Il . I pee [ |
NH—CH—C—0" + Hl_\'—(|'H—('—U—L H, —— NH -‘lu- (—NH—(l'H—(‘—()—t H, + DCU

(CH,),CH Ph—CH, (CH,),CH Ph—CH,

Boc-Val phe—(P) (P Boc-Val-Phe—(P) P

Step 1: Deprotection

0O 0 CF;COOH O (0} CH,
| I (TFA) | [ \
[Boc}-NH—CH—C—NH—CH—C—0—CH, ———— H \—t‘H—<‘—?\H—('H—(‘—(.)—l H, + CH,—C=CH,
(CH,),CH Ph—CH, (CH,),CH Ph—CH, + €O,

Bnc-\"u]-Phc—@ g \’ul-Phc—@ i

53
Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu
Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe
Step 2: Coupling
(")
= (l? \il—(‘ll—( —0 (”) & (")
| I
H;N—CH—C—NH—CH—C—0—CH, T((”' NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—0—CH, + DCU
| | ‘
CH3),CH Ph—CH, CH, (CHy),CH Ph—CH,
Val-Phe—(P) ' Boc-Ala-Val-Phe—(P) p
0O 0 O (0] 0 (0}
Il I HF + Il
Boc \il—(l'll—(‘——\ll—(‘lI—E'—‘\‘H—('H—C—()—('H —_— |l;\—('}I—('~—\}I—li'll-—-t —NH—CH—C—OH
CH (CHy),CH Ph—CH, CH; (CH4),CH Ph—CH,
Ala-Val-Phe
Boc-Ala-Val-Phe—(P) i fH
oc-Ala-Val-Phe )
+ €Oy + CH—C=CH, + (P CH,l
54
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Zadaci

1. Nacrtajte strukturu peptida Ciji je slijed aminokiselina: Ser-GIn-Met-NH,. Sve
aminokiseline su L-konfiguracije.
2. Sljededa struktura prikazana je na neuobicajen nacin.

i [ [
CH;CH,—CH— CH—NH—C —CH— CH,CH,—C—NH,
CONH, NH— CO— CH,NH,

(a)Oznacite N i C terminus.

(b)Oznacite peptidne veze.

(c) Odredite koje su aminokiseline prisutne.
(d)Napisite skra¢eno ime peptida.

55
Zadaci
3. Nacrtajte Fischerove projekcijske formule L-treonina i L-izoleucina te odredite
apsolutnu konfiguraciju svih kiralnih centara.
4. Ako je iskoriStenje svakog koraka u sintezi oktapeptida A-B-C-D-E-F-G-H 90%,
izracunajte iskoristenje najduljeg linearnog slijeda ako se sinteza provodi:
a) gradenjem lanca dodavanjem jedne po jedne aminokiseline
b) gradenjem fragmenata A-B, C-D, E-F, G-H i njihovim medusobnim
povezivanjem u A-B-C-D i E-F-G-H te povezivanjem nastalih dvaju tetrapeptida
u oktapeptid.
5. NapiSite kako bi kemijskim putem (sinteza u otopini) sintetizirali dipeptid
valilfenilalanin. Krenite iz odgovarajucih Boc i Bn zasti¢enih aminokiselina.
56
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