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Aminokiseline

Kisela, moze
otpustiti proton
COOH
Bazi¢na, moze
primiti proton HN H
R

e L-aminokiseline su prirodne aminokiseline koje grade peptide i proteine

Fischerova projekcija

unutarnja sol,
zwitterion

¢ D-aminokiseline nadene kod nekih bakterija

¢ aminokiseline razlikujemo po R skupinama koje imaju — za svaku

aminokiselinu moZzemo redi je li:

- polarnaili nepolarna

- kisela, neutralna ili bazi¢na

- negativno, pozitivno nabijena ili neutralna

- alifatska ili aromatska

Prikaz klinastim formulama

'CHO
HO=2C —H
”(A?H._.()H
L-gliceraldehid
(_'( )O
H,N— c —H
CH,
L-alanin

CHO
HeC —OH
(;THZ()H
D-gliceraldehid
(.'( )O
He— (: —-NH;
Dp-alanin

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

Kao Sto im govori ime, aminokiseline u svojoj strukturi sadrze amino i karboksilnu
skupinu. 1z osnovne organske kemije znamo da amino skupina ima bazi¢na svojstva (pK
oko 10), a karboksilna kisela svojstva (pK oko 4.5). Iz tog razloga u neutralnoj molekuli
aminokiseline ove skupine nece biti prisutne kao R-NH, i R-COOH, ve¢ karboksilna
kiselina disocira, dajuci svoj proton amino skupini, koja je iz tog razloga protonirana. U
zelenom kvadratu prikazana je jedna takva struktura, koju jo$ nazivamo i unutarnja sol ili
zwitterion. Zbog tog svojstva aminokiseline mogu tvoriti vrlo jake interakcije u krutom
stanju (+ i — se privlace) pa su njihova talista izuzetno visoka, 200-300 °C. 20 standardnih
aminokiselina su pri sobnoj temperaturi i normalnim uvjetima bijele do blago Zuckaste

kristalinicne krutine.

Aminokiseline koje tvore Zivi svijet su lijeve, L-aminokiseline. L u nazivu oznacava
relativnu konfiguraciju prema gliceraldehidu. Korelacija strukture jednostavne
aminokiseline — alanina, sa strukturom L i D-gliceraldehida pokazana je na slajdu.
Aminokiseline koje tvore peptide/proteine su alfa-aminokiseline. Ugljikov atom koji je
susjedni do karbonilne skupine (iz COOH) nazivamo alfa-C-atom. Sljedeci bi bio beta itd.




H H H HE% HH H Polarne, nenabijene R skupine
Standardne aminokiseline i njihove troslovne kratice » nenablj P
COO COO COO
H,N—C—H H,;N—C—H HN—C—H
CH,0H H—C—OH CH,
Aromatske R skupine CH, SH
CO0 Ccoo COO Serin Treonin Cistein
kL A o, Ser
" " } N N—( Cys
Nepolarne, alifatske R skupine L HN=0=H HN - Thr 4
Coo Co0 C00 [&676) CHy [‘“’ Ha . :
H P A C=CH COO COO
N—C N—C C N—C—H
H H HiN H H.N CH B | I NH HN—C—H  H;N—C—H
H CH | CH {
. X - ik [ CH. CH,
. _ Ha CHy CH, CH, OH B i
gng aI:Inaln Prolin Valin * fenilalanin s Tirozin Y ; 0 (Ha
\ Pro Val Phe Tyr triptofan sk A
C00 Co0 C00 Trp asparagin HN 0O
H,N—C—H H,N—C—H H,N—C—H Asn glutamin
| GIn
CH, H—C—CH CH, Pozitivno nabijene R skupine
CH CH, CH, C00™ %00’ $00’
! : | ; ;
CH, CH, CH, S Hfo(‘)fH H»;N—(“,—H H‘;N—(‘?—H Negativno nabijene R skupine
leucin * izoleucin CH,4 (‘)HZ (‘JHZ (‘ZHA coo CO0
Leu lle metionin (‘:Hg CH, ch\H H;N—C—H HsN—C—H
|
Met CH, CH, | em CH, CH,
| | C—N
CH, ITIH H Co0 CH,
* *NH, c‘:I(IH2 €00
= esencijalne aminokiseline i NH, Histidin aspartat  glutamat
lys k3 arginin His K Asp Glu
Arg

Standardne aminokiseline su one koje nalazimo u proteinima i peptidima prirodno
prisutnim u Zivom svijetu. Kao $to éemo vidjeti kasnije, postoje i primjeri nestandardnih
aminokiselina.

/ 20 standardnih aminokiselina trebate znati nacrtati.

Na slajdu je prikazano 20 standardnih aminokiselina podijeljenih po skupinama, ovisno o
tome Sto je skupina R. Zvjezdicom su oznacene esencijalne aminokiseline, njih moramo
uzimati hranom jer nas metabolizam ne moze provesti njihovu biosintezu.

Nepolarne aminokiseline imaju u bo¢nom lancu alkilne skupine. Metionin u lancu sadrzi
i atom sumpora.

Aromatske aminokiseline u R skupini sadrze aromatski dio — benzenski, fenolni prsten ili
indol.

Polarne, nenabijene R skupine — u bo¢nom lancu sadrze heteroatome ili skupine koje su
polarne (OH, SH, amid). Ove skupine pri fizioloSkom pH nisu disocirane.

Pozitivno nabijene R skupine — ove aminokiseline u bo¢nom lancu sadrze dusikove
atome koji se mogu protonirati, zbog ¢ega ¢e imati pozitivan naboj.

Negativno nabijene R skupine —aminokiseline sadrze karboksilnu skupinu u bo¢nom
lancu, koja disocijacijom daje negativno nabijeni karboksilatni anion.

Bocni ogranci aminokiselina izuzetno su vazni pri ostvarivanju interakcija u peptidnim
lancima ili proteinima (npr. vodikove veze, solni mostovi, Van der Waalsove interakcije).




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).

e Kemijska struktura aminokiselina utjece na trodimenzionalnu strukturu proteina

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

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

(npr. GABA - neurotransmiter)

Gradivne jedinice peptida i proteina su aminokiseline. One se mogu povezati peptidnom
vezom tvoreci lance razli¢ite duljine. Ovisno o broju aminokiselina u tim lancima
razlikujemo peptide, oligopeptide, polipeptide i proteine. Biosintezom se lanac
produljuje pa iz aminokiselina — gradivnih blokova mozZemo stiéi sve do proteina. Mogu¢é
je i obrnut put — razgradnja proteina, npr. pomocu probavnih enzima (pepsin, tripsin,
kimotripsin). Naravno, hidrolizu proteina mogude je provesti i u laboratorijskim uvjetima,
npr. kuhanjem proteina u jakoj kiselini. Amidna veza je prili¢no stabilna veza. Cesto za
hidrolizu amida u laboratoriju moramo koristiti prilicno Zestoke uvjete (vrlo visoke
temperature, dugo vrijeme trajanja reakcije). Enzimi to sve obavljaju pri vrlo blagim,
fizioloskim uvjetima. Enzimi su biokatalizatori, sjetite se da djeluju tako da snizavaju
energiju aktivacije za odredenu reakciju i na taj nacin je znatno ubrzavaju.




Nestandardne aminokiseline

OH u kolagenu

II—.LL—:\‘
/s A-COOH
AN ‘,,/'ﬂ/
T H

H
4-hidroksiprolin

OH

5-hidroksilizin

H,N—C} lz—('ll—('lij—(‘I{J—(l‘ll—('()()H

NH,

COOH COOH
H——NH, H——NH, ("I-l:—(‘l-lz—("l-{z—('()()l-{ (‘“H:—(‘H:—('()()H

CH,CH,COOH CH,OH  NH, NH,

D-glutamic acid D-serine y-aminobutyric acid B-alanine
stani¢na stijenka zemljani neurotransmiter u pantotenskoj
mnogih bakterija crvi kiselini

(vitamin B5)

Osim standardnih aminokiselina, pokazano je da u Zivom svijetu postoji cijeli niz rjedih,
nestandardnih, od kojih su neke pokazane na slajdu. Hidroksiprolin i hidroksilizin su
aminokiseline koje nastaju posttranslacijskom modifikacijom (nakon sto je protein ve¢
sintetiziran. Npr. protein sadrzi prolinske jedinice koje su tek naknadno oksidirane u
hidroksiproline). Ova dva primjera hidroksiliranih aminokiselina izuzetno su vazna za
strukturu i funkciju kolagena.

U nekim bakterijama susre¢emo D-aminokiseline.

Gama-aminobutanska kiselina je izuzetno vazan neurotransmiter (GABA).

Primjetite kod beta-alanina da je molekulska formula identi¢na kao kod standardnog
alanina, jedina je razlika u tome Sto je amino skupina odmaknuta jedan atom dalje.
*Jesu li obje aminokiseline kiralne?

* Koliko kiralnih centara ima svaka od prikazanih aminokiselina?

/ Nije potrebno znati prikazati strukture nestandardnih aminokiselina.




Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

¢ Il_I H* I‘_I H* H .
potpuno potpuno
I a) .
protonirani R—C—COOH “i" R—C—COO “i" R—C—COO deprotonira
oblik | [ | ni oblik
*NH, *NH, NH,
Ukupni naboj: = +1 0 -1
pK, 2 4 [ 8 10 12
Methyl-substituted H H
carboxyl and y . y
amino groups CH,—COOH —— CH,—CO00 CHy;—NH; ——— CH;—NH,
H H
Acetic acid Methylamine
The normal pK, for a The normal pK,, for an
carboxyl group is abaut 4.8. amino group is about 10.6
Carboxyl and NH. H NH, H NH,
amino groups 7 | H ]
in glycine H—C—COOH —/—/—— H—C—CO00 =—= H—C—CO0O0
| |
H H H H H
a-Amino acid (glycine) a-Amino acid (glycine)
pK, = 234 pK, = 9,60

Elektronegativni kisikovi atomi
karboksilne skupine induktivno odvlace
elektrone s amino skupine, zbog ¢ega je
njezin pK, nizi nego kod alifatskih amina.

0Odbojne interakcije izmedu protonirane amino
skupine (NH;*) i protona (3+) na COOH snizava
pK, vrijednost za disocijaciju karboksilne
skupine. Nastali negativni naboj (RCOO") bit ¢e
stabiliziran pozitivnim nabojem amino-skupine
(vodikova veza izmedu skupina NH,* i COO").

Spomenuli smo bazi¢nost amino skupine i kiselost karboksilne skupine. Sad éemo se
malo detaljnije osvrnuti na ova svojstva, jer su od izuzetne vaznosti, npr. kod proteina.
Svaku aminokiselinu mogli bi napisati kao potpuno protonirani oblik (protoniramo sve
skupine koje se daju protonirati) i onda postupno disocirati jedan po jedan proton dok
ne dodemo do potpuno deprotoniranog oblika. Pitanje je kojim ¢e redoslijedom
disocirati protoni — hoce li prvo disocirati R-COOH ili ¢e se otpustiti H* s protonirane
amino skupine (R-NH;*). To je u potpunosti odredeno konstantama disocijacije za te
skupine. Kako se red velicina vrijednosti konstanti disocijacije proteze na puno redova
veli¢ine, nezgodno je baratati takvim brojevima i usporedivati ih (npr. usporedite 4.5x10"
8,7.2x10% i 8x1071°). Stoga koristimo logaritamsku skalu vrijednosti, gdje konstantu
disocijacije izraZavamo kao pK, = - log(K,). Na taj nacin dobivamo jednoznamenkaste i
male dvoznamenkaste brojeve koje je zgodno usporedivati. Upamtite: manja pK, = jaca
kiselina.

Prikazana je disocijacija octene kiseline, ¢ija je pK, = 4.8. Takoder je prikazana i
disocijacija najjednostavnijeg alifatskog amina — metilamina, ¢ija pK, iznosi 10.6. Ako
raspiSete Henderson-Hasselbalchovu jednadzbu, mozete uociti da vrijedi pK, = pH kad su
ravnotezne koncentracije kiseline i njezine konjugirane baze jednake (jer je log 1 =0). To
¢e nam biti vazno pri crtanju titracijskih krivulja.




Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

Titracijska krivulja glicina IZOELEKTRICNA TOCKA

0.5 1 15 2

‘ , > pH pri kojem je

12

/ ‘ > ukupan naboj molekule
10— / . . g ..
= jednak nuli, tj . u otopini

B I/pk'_;i:‘l 6 je prisutna jednaka

R koli¢ina jednostruko
I pozitivno i jednostruko

H 6 A Isoelectric .- H '::#LH —C—0 . .
P point=60 [T "3 “ta negativno nabijenog
- Zwilterionic near the .
isoelectric point oblika. Prevladava
2 y zwitterionski oblik.
N /-x"’// 0
2 N 1
K, =23 ‘ .
T P*"| H,N— CH,—C— OH pl :g(pKl + pKy)
ol LE _ onic b pH 23
05 | 1.5
Equivalents of “OH added

Kad se odreduje pK, vrijednost za neku skupinu, provodi se kiselo-bazna titracija. Na
slajdu je pokazana takva titracija glicina. PolaziSna tocka je otopina koja sadrzi potpuno
protonirani oblik glicina (glicin-hidroklorid, CI- H;N*—CH,—COOH). U malim alikvotima se
dodaje baza (npr. otopina NaOH) te se nakon svakog dodatka izmjeri pH. Krivulja koja se
pritom dobije prikazana je crvenom bojom (zapravo se dobiju tocke, koje se mogu spojiti
u ovakvu krivulju). Koli¢inu dodanog NaOH najzgodnije je prikazivati u ekvivalentima.
Potpuno protonirani glicin mozemo promatrati kao diprotonsku kiselinu (H,A), Sto bi
znacilo da trebamo dva ekvivalenta baze da bismo ju potpuno deprotonirali
(neutralizirali).

/ Trebate znati nacrtati titracijsku krivulju za bilo koju aminokiselinu i znati reéi koje vrste
prevladavaju u pojedinom podrucju pH. Vrijednosti pK, ¢e uvijek biti zadane.

Kako nacrtati titracijsku krivulju? Na ordinatu se prikazuje pH vrijednost (vrijednosti O-
14). Na apscisi se prikaZzu ekvivalenti dodane baze (ili kiseline, titracija moZze i¢i i obrnuto,
od potpuno deprotoniranog prema potpuno protoniranom obliku). Prikazu se i polovice
tih vrijednosti (0.5, 1.5, 2.5). U graf se ucrtaju pK, vrijednosti. Sjetimo se kad je pK, = pH,
tada su koncentracije protoniranog i deprotoniranog oblika jednake, a to je upravo na
mjestu gdje je dodano pola ekvivalenta baze (dakle, pola koli¢ine kiseline je
neutralizirano, tj. koncentracije preostale kiseline i njezine nastale soli su jednake). Na
graf treba ucrtati i pl, izoelektri¢nu tocku (objasnjeno na slajdu). Krivulja ima sigmoidalni




oblik. Kad smo u podrucju pH vrijednosti koje su sli¢ne vrijednosti pK, tada se dodatkom
baze pH sporo mijenja (pufersko podrucje). Velike promjene pH, tj. nagli skokovi dogadaju
se kad je neutralizirana gotovo sva kolic¢ina kiseline. /Podsjetite se pufera i njihovih
svojstava.

Ovakve krivulje moguce je prikazivati i za peptide / proteine.



Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

PK, values
Abbreviation/ PKy PKy PKg 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 7.2
Alanine Ala A 89 2.34 9.69 6.01 1.8 7.8
Proline Pro P 115 1.99 10.96 6.48 1.6 5.2
Valine Val vV 117 2.32 9.62 5.97 42 6.6
Leucine Leu L 131 2.36 9.60 5.98 38
Isoleucine lle | 131 2.36 9.68 6.02 4.5 5]
Methionine Met M 149 2.28 9.21 5.74 1.9 2.3
Aromatic R groups
Phenylalanine Phe F 165 1.83 9.13 5.48 2.8 3.9
Tyrosine Tyr Y 181 220 9.11 10.07 5.66 =18 82
Tryptophan Tp W 204 2.38 9.39 5.89 09
Polar, uncharged
R groups
Serine Ser S 105 221 9.15 5.68 -038 6.8
Threonine Thr T 119 2.11 9.62 5.87 =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 =349 4.3
Glutamine GIn Q 146 217 9.13 5.65 =35 4.2
Positively charged
R groups
Lysine lys K 146 2.18 8.95 10.53 9.74 =39 B
Histidine His H 155 1.82 9.17 6.00 7.59 =32 23
Arginine Arg R 174 217 9.04 1248 —4.5 5.1
Negatively charged
R groups
Aspartate AspD 133 188 960  3.65 -35 53
Glutamate Glu E 147 2.19 9.67 4.25 3.22 =3B 6.3

U tablici su prikazane su pK, vrijednosti za 20 standardnih aminokiselina. Na proSlom
slajdu imali smo glicin kao primjer. Neke aminokiseline imaju u bo¢nom lancu skupine
koje mogu disocirati pa i to treba uzeti u obzir. Prikazane su i pl vrijednosti za pojedinu
aminokiselinu. pl vrijednosti zapravo odrazavaju ukupnu kiselost/bazi¢nost odredene
aminokiseline. Tako je npr. asparaginska kiselina najkiselija s pl = 2.77, a arginin
najbazi¢nija aminokislina, s pl = 10.76.

Tablica takoder sadrzi i podatak o zastupljenosti pojedinih aminokiselina u humanim
proteinima. Najmanje je zastupljen triptofan, a najzastupljeniji je leucin.




Kiselo-bazna svojstva aminokiselina, izoelektricna tocka
Primjena u odvajanju aminokiselina, peptida i proteina - ELEKTROFOREZA

supply
/ - ol (Lys) = 9.74
thode anode
xi{ £ m{’}i pl (Ala) = 6.01

Beginning

3 pl (Asp) =2.77

wel with pH 65uffef selution

streak containing Ala, Lys, Asp

power

supply

End cathode anode
K I L
Asp~ moves toward the positive charge
_/ Ala does not move
Lys*™ moves toward the negative charge

pl vrijednost aminokiselina/peptida/proteina je izuzetno vazan podatak. To je pH pri
kojem je ukupni naboj molekule jednak nulii pri tom pH je aminokiselina najmanje
topljiva u vodi. Svojstvo da su razli¢ite aminokiseline razli¢ito nabijene pri istoj pH
vrijednosti koristi se u svrhu njihovog odvajanja.

Na slajdu je prikazan primjer smjese 3 aminokiseline — lizina, alanina i asparaginske
kiseline. Pri pH = 6 su razli¢ito nabijene — lizin pozitivno, alanin nenabijen, a asparaginska
kiselina negativno. Ukoliko ovu smjesu stavimo u gel za elektroforezu, na koji onda
primijenimo elektri¢no polje, nabijene aminokiseline ¢e se poceti gibati prema elektrodi
suprotnoga naboja. Na ovaj nacin smo pocetnu smjesu odlijelili na njezine komponente.
Takva odvajanja su od izuzetno velike koristi kod procis¢avanja ili analize proteina.




Kiselo-bazna svojstva aminokiselina - ZADATAK

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

prisutne u kojem podrucju.
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Sinteza aminokiselina

1. Reduktivna aminacija

0 N—H NH,
” suvisak NH, H, |
R—C—COOH —_— B—C —COO~+NH, —>P[; R—CH—COO-
a-ketokiselina "0 imin a-aminokiselina

* reduktivna aminacija je biomimeti¢ka metoda, jako nalikuje biosintezi aminokiselina:

i o
C—NE, enzyme } N ("\\JH
HOOC—CH,CH,—C—COO" + ‘NH, + | S5 HOOC—CH,CH,—CH—COO~ + | :
a-ketoglutaric acid N + H L-glutamic acid f;T/ + HO
NADH NAD*

Razmotriti ¢emo najvaznije metode kemijske sinteze aminokiselina.

1. Reduktivna aminacija je reakcija u kojoj aldehide ili ketone prevodimo u amine. U
prvom koraku nastaje imin (uz izlazak vode), a potom se dvostruka veza C=N reducira,
npr. katalitickim hidrogeniranjem. Metoda je biomimeticka, ima slicnosti s reakcijom
koja se inaCe dogada u metabolizmu.

12



Sinteza aminokiselina

1. Reduktivna aminacija in vivo

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

3 1

i |
HOOC — CH,CH,— CH — COO- HOOC — CH,CH,—C —COO-
L-glutamic acid a-ketoglutaric acid
transaminaza
+ r > 3 +
|| s
HOOC —CH,—C—COO- HOOC —CH,—CH—COO-

oxaloacetic acid J L L-aspartic acid

Na prethodnom slajdu vidjeli smo kako u metabolizmu nastaje glutaminska kiselina.
Upravo nju metabolizam koristi u sintezi ostalih aminokiselina, gdje sluzi kao prijenosnik
amino skupine. Naravno, to je u metabolizmu katalizirano enzimom, transaminazom.
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Sinteza aminokiselina

1. Reduktivna aminacija - ZADATAK

Napisite produkt(e) sljedece reakcije:

i
Ph —CH,—C — COOH

3-fenil-2-oksopropanska kiselina

NH,, H,
—_—
Pd

14



Sinteza aminokiselina

2. Aminacija a-halokiselina

O Br O
| (1) Br,/PBr, | [ NH,
R—CH,—C—OH — R—CH—C—OH —m—
= (2) H,0 ) (large excess)
carboxylic acid a-bromo acid

* iskoristenja su obi¢no niska pa se vrlo rijetko primjenjuje

e
R—CH—C—0O *NH

(D,L)-a-amino acid
(ammonium salt)

4

Karboksilne kiseline mogu se na alfa-ugljikovom atomu halogenirati, tj. vodik se moze
zamijeniti s halogenom, obi¢no Br. Tako dobivamo alfa-halogenokiseline. U reakciji s
amonijakom dolazi do zamjene halogenida amino-skupinom (nukleofilna supstitucija na

zasiéenom ugljikovom atomu).
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Sinteza aminokiselina

3. Streckerova sinteza

0 NH, *NH,
. H,0 | H,0* |
CH,—C—H + NH, + HCN —— CHE—(|T—H — CHS_(lj_H
acetaldehid C=N COOH
a-aminopropionitril (o,L)-alanin

* puno koristena metoda

* mehanizam reakcije ukljucuje nastanak imina (iz aldehida i amonijaka), koji

podlijeZe cijanhidrinskoj reakciji: &
[ H* I

R—C—H + :NH, <= R—C—H + H,0

\ : NH,
[ H--CN | |
R—C—H - — R—C—H

\_ICN CN

Streckerova sinteza aminokiselina vazna je metoda njihove priprave. Na slajdu je
prikazan njezin mehanizam. Radi se o reakciji koja je vrlo slicha obi¢noj cijanhidrinskoj
reakciji na karbonilnim spojevima.
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Sinteza aminokiselina

4. Gabrielova malonesterska sinteza

Privremena esterska
skupina

COOEt

&)

COOE!

(0]

N—cH = |[( )] N—C
COOEt H

(6]

glycine

Zastic¢ena kiselina
N-ftalimidomalonski ester

Zasticeni amin

Privremena esterska
skupina
N

COOEt COOEt co, 1
0 0O H O
(1) OEt ‘ H,0", heat |
H—C—C—0Et .@rRx B —C—C—O0Et H—C—C—OH
H i‘-: ]|< alkilirana
dietil malonat O-aminopropionitril octena kiselina

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

Jos jedna vazna metoda sinteze aminokiselina je Gabrielova malonesterska sinteza. Ona
krece iz N-ftalimidomalonskih estera. U takvim esterima amino-skupina je zasticena
prevodenjem u ftalimid — to vrlo efikasno suzbija nukleofilnost amina (rezonancijske
strukture koje to objasnjavaju prikazane su na sljedec¢em slajdu pod 1). Prisutnost dviju
karboksilnih skupina omoguduje relativno laku deprotonaciju sredisSnjeg ugljikovog
atoma, pri ¢emu nastaje karbanion, koji se moze rezonancijski stabilizirati
delokalizacijom u obje karboksilne skupine (sljededi slajd pod 2). Nastali karbanion moze
sudjelovati u kemijskoj reakciji, gdje ¢e napadom na alkil-halogenid (npr. CH;l) dodi do
nukleofilne supstitucije. Upravo zbog ove reakcije dusik je zasti¢en u obliku ftalimida —
kako ne bi vrsio nukleofilni napad na alkil-halogenid R-X. Nakon toga treba ukloniti jednu
karboksilnu skupinu, a to se postize vrlo lako — zagrijavanjem u kiselini. Najprije dolazi do
hidrolize estera, potom do dekarboksilacije. Mehanizam dekarboksilacije prikazan je na
sliede¢em slajdu pod 3.

17



?OO Et
PhthH N—(IZ—H
COOEt

Phth = ftalimid

.

o

.0O:

.

EtO"

(O o

®

oo O e L] o
Rel Qi

? OEt S
T

O\I(OEt (I:OOEt
—_— PhthHN—(|33@ -— PhthHN—(IZ ~—> PhthHN-C (2)
COOEt COOEt 0" okt
o) o’H

(S o} o}
&) —_— + o
HO o) HO™ ™ i HO

@]

(3)
R
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Sinteza aminokiselina

4. Gabrielova malonesterska sinteza

O 0]
(|“00El COOEt [|—l
(1) NaOEt H,0* +
O N—(H "J L\a— H,CH,SCH Q N—C—ﬁ,\[-i;'.fH £ Hy TIH HFN*C*"-.H,(--H;\" H,
{ | (2) CH,CH,5C0H, ‘ heat | 7
\0 COOEt 5 COOEt COOH
N (D,L)-methionine

(50%)

» Sve prikazane kemijske sinteze aminokiselina daju racemi¢ne produkte. U veéini slu¢ajeva, samo
su L-aminokiseline bioloski aktivne, dok b-aminokiseline mogu ¢ak biti i toksi¢ne. 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

Enantiomeri su jednaki po svim svojim fizikalno-kemijskim svojstvima. Prema tome,
topljivost u nekom otapalu im je jednaka. Da bismo tome doskocili provodimo
kristalizaciju uz dodatak nekog spoja definirane kiralnosti (npr. vinske kiseline). Tako
¢emo dobiti parove S-enantiomer-L-vinska kiselina i R-enantiomer-L-vinska kiselina, koji
su zapravo dijastereomeri, pa ¢e se razlikovati u fizikalno-kemijskim svojstvima, npr.
topljivosti u nekom otapalu, na temelju ¢ega ih mozemo razdvojiti.
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Rezolucija racemicne smjese aminokiselina

Enzimska rezolucija

COOH (ﬁ (|"(') OH COOH
H,N—C—H CH;—C—NH—C—H H,N—C—H
| 0 | Acilaza iz |
R I R svinjskih R
L-amino acid CH,C+ 0O bubrega L is deacylated
—_— _—
COOH COOH O ili COOH O
| || karboksipeptidaza | ”
H—C—NH, H—(l‘,—NH—C—CHg H—C—NH—C—CH;4
I |
R R R
D-amino acid D is unaffected
racemic amino acid acylated (easily separated mixture)

 enzim prepoznaje samo ester aminokiseline L-konfiguracije (dobro sjeda u njegovo aktivno mjesto)
pa ga hidrolizira

* ester aminokiseline pD-konfiguracije hidrolizira puno sporije ili ne hidrolizira jer lose sjeda u aktivno
mjesto enzima
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Reakcija aminokiselina s ninhidrinom

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

OH
H_\N—Cl‘H—C()(,)H + 2 :

"OH

R
0

ninhidrin

pyridine
_

0] 0O

Ruhemannovo purpurno

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

+ COs
+ R—CHO
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Povezivanje aminokiselina — peptidi

peptidna
veza

, 3 oy
o mo B
2 i:’ s ‘I s

H:N C + i H,N |
L " o ' -H,0 g - ;
A0 BN e—o—— o W t—o
i ) )
DIPEPTID
(|)| :EIS:_
Co. . R Cels R
R/ \I\ll/ R/ \I\ll/
H H

* parcijalni karakter dvostruke veze
izmedu Ci N - oteZana rotacija

Vedé smo spomenuli da se aminokiseline mogu medusobno povezivati tvoredi kraée lance
(peptide) ili lance koji mogu biti dugi i po 20-30 tisu¢a aminokiselinskih jedinica
(proteini). Amidna veza nastaje povezivanjem karboksilne i amino skupine. lako vezu
izmedu dusika i ugljika u amidima crtamo kao jednostruku vezu, ona zapravo ima
parcijalni karakter dvostruke veze, Sto se moze objasniti prikazanim rezonancijskim
strukturama. Iz tog razloga rotacija oko amidne C-N veze je oteZana (nije nemoguda,
samo je otezana).
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Peptidi - nomenklatura

CH,

0 O

C-terminus

.
H;N (le—C-—-NH—?H C—0O

CH,OH

N-terminus J alanil

serin
alanilserin
Ala-Ser
ili
H-Ala-Ser(OH)-OH

Bradikinin: arginilprolilprolilglicilfenilalanilserilprolilfenilalanilarginin | - vrlo nezgrapno

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg|

jednooslovne

RPPGFSPFR | iscrees

troslovne
kratice

Nesto kratko o nomenklaturi peptida. Zgodna nomenklatura je troslovna, gdje se na
pocetak i kraj kratice mogu dodati skupine vezane za dusik, odnosno karboksilnu

skupinu. Tako u H-Ala-Ser(OH)-OH, H na pocetku znaci da je amino skupina slobodna, tj.

u NH, obliku. Kad bi na taj dusik bila vezana acetatna skupina (AcNH-, Sto znaci
CH5C(O)NH-) to bismo u imenu biljeZili kao Ac-Ala-...
OH na kraju znaci da je karboksilna skupina u obliku COOH. Kad bismo imali metilni

ester, tada bismo pisali Ser(OH)-OMe.

Ako aminokiselina ima boc¢ni ogranak, kao sto u spomenutom primjeru serin ima OH
skupinu, tada tu skupinu biljeZimo u zagrade odmah do kratice aminokiseline, Ser(OH).
Kod asparaginske kiseline to bi pisali ovako: Asp(COOH)-OH.
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Peptidi - povezivanje

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

peptide o
chain . I
NH—CH—Ci—
CH,
I
SH
SH
|
CH

smemrcmcmonit N e ((H =—C e
peptide [
chain 0

dva cisteinska
ostatka

0
Il
—~~~NH—CH—C
CH,
(0] |~
(oxidize) S
— P, |
[H] S
(reduce) |
CH,
—~~~NH—CH—C
[
0
cistinski

disulfidni most

+ H,0

Najjednostavniji peptid s disulfidnom
vezom — dimer aminokiseline cisteina

H,N COOH
\E/ NH,
2 S \“k
\s/ SN Ncoop
cistin

e Kosa i nokti sadrze 10-15% cistina

* moZe se naciiurogovimai
kopitima Zivotinja

* moze biti sastojak bubreznih

kamenaca
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Povezivanje - umrezenje peptidnih lanaca disulfinim mostovima

MWW

—_

WWWWWWWWWWWW J\’\/\J\/‘J\’\.‘\N\/\f\/\l“v“J WWA
S

S

| |
S S

J5k e NWVW\) 'v‘v"vi\fv‘v"-/\/ V‘J\"’V‘»’\N\f‘\’\.-’\/\j‘N\"\;‘}W‘\N\f\fv\."\/\f\/\/\f\!" ‘.v’\/\T\/\f\/\
S

y
L—wn

s I | |
A, !
/\/‘\N\/\MzW\/W\/\/W\/\N\I‘rN\/\/\/V\/\AW\.’\N\’\/WM\N\NVW\M
kovrcava kosa ravna kosa

¢ disulfidni mostovi preZive istezanje ostatka proteina i nakon toga ga vraéaju u prvotni
oblik - elasti¢nost i ¢vrstoéa kose

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

Disulfidni mostovi mogu nastati medu vrlo udaljenim dijelovima proteina = na taj nacin
¢e ih dovesti prostorno blizu u nekakvoj konacnoj strukturi proteina




Neki specificni linearni i ciklicki peptidi
CH; O t|)

P T _CH,CH,C — NH,
CH C-+NH—CH
P e W )
CH,CH, CH \ 7 . .
g G Struktura humanog oksitocina
be \
0=c¢ NH 0 (hormon)
—\ Il
n()f\/g:_}/\f('u;("u (]'n—('n_.f('fxn_\
NH C=0
0=C NH 0
\ \
njx—(n—('u;-—s%-s—('itj—t'n—(u'—ﬁ-—(‘l'n—("'—xn—tl'u— (“' - NH ("ll—w — NH,
< 0 \/ 0 CH, O H -
terminus | - C terminus
('!l (amide form)
cistinski disulfidni most q e
Ile >Gi|_1
f ¥

T_\.'r Asn
f \
Cys—S8—S—Cys— Pro— Leu— Gly- NH,

N terminus C terminus | (u amidnoj formi)

Oksitocin je zapravo ciklicki peptid jer udaljene dijelove povezuje disulfidna veza. Na
slajdu su pokazana dva nacina kako se moze prikazati oksitocin. U oba slucaja struktura
je nedvojbeno prikazana (naravno, sve aminokiseline su L-konfiguracije).

GlysNH, zn&i da na kraju imamo karboksilnu skupinu prevedenu u amid (prikazano na

vecoj strukturi). Strelice u donjoj strukturi oztevaju smjer od N-kraja prema C-kraju.
Svaki peptidni lanac ima svoj N-kraj (prvu aminokiselinu u lancu) i ¢{kadnju
aminokiselinu u lancu). Bmi ogranci mogu imati amino ili karboksilne skupine, ali njih
ne zovemo N ili C kraj. Dakle, N ili C kraj mogu biti samo amindarboksilna skupina
vezana za alfa-ugljikov atom aminokiseline.
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Neki specificni linearni i ciklicki peptidi

o)
OW‘\ OCH,
N
O NH; 00O

aspartam

H-Asp-Phe-OCH,

Aspartam je Cesto koristeni zasladivac, nalazi se u brojnim pi¢ima i drugim proizvodima.

Oko 200 puta je sladi od saharoze. Po strukturi je dipeptid.

* Gdje je N, a gdje C kraj u aspartamu?
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Inzulin

30 25
B-lanac

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

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

Jedan od najpoznatijih proteina je inzulin. On se sastoji od dva polipeptidna lanca (A i B),
koji su medusobno povezani s dvije disulfidne veze. Unutar samog A-lanca postoji
disulfidna veza izmedu cisteina 6 i 11. Disulfidne veze vrlo su vazne za prostornu
strukturu inzulina, a na taj nacin i za njegovu funkciju. Na strukturi na sredini pokazana je
3D struktura monomera inzulina te su naznaceni N i C krajevi polipeptidnih lanaca koji ga
Cine.

Inzulin se u organizmu skladisti u obliku heksamera (prikazan na slajdu), jer je to stabilniji
oblik. Medutim, aktivni oblik ovog vaznog hormona je monomer. Uloga inzulina u
organizmu je regulacija metabolizma — prvenstveno metabolizma ugljikohidrata, ali i
masti i proteina.
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Neki specificni linearni i ci

klicki peptidi i proteini
(0]
I

L-Val
P/ \ gng + /C\ _
L-Pro L-Orn = L-ornitin H3NCHZCH2CH2C|H (0)
/ \ *NH,3
L-Phe L-Leu
) ornitin

omin}—on urd

L-Val
gramicidin S

ANTIBIOTIK

PEPTIDI KOJE TIJELO SINTETIZIRA
ZA KONTROLU BOLI

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
leucinski enkefalin

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
metioninski enkefalin

PEPTIDNI HORMONI

bradikinin Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

vazopresin |S |S

oksitocin ?ys—Tyr—Ile—Gln—Asn—Clys—Pro—Leu—G1y—NH2
S————F——S

e bradikinin —inhibira upalu tkiva
e vazopresin — regulira zadrZavanje vode u organizmu; otpusta se pri stresu

* oksitocin — inducira trudove i stimulira laktaciju

Gramicidin S je antibiotik kojeg

proizvodi bakterija Bacillus brevis. Radi se o

ciklodekapeptidu, koji u svojoj strukturi sadrzi nestandardnu aminokiselinu ornitin

(struktura prikazana na slajdu).

Dvije aminokiseline su D-konfiguracije. Djeluje protiv

gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija i protiv odredenih vrsta gljivica. Njegovo

biolosko djelovanje temelji se n

a ugradivanju u membranu, ¢ime ona postaje

permeabilna (gramicidin djeluje kao kanal kojim se tvari iz stanice mogu izmjenjivati s
okolnim tvarima obi¢nom difuzijom).
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Razine strukture u peptidima i proteinima

primarna sekundarna tercijarna
struktura struktura struktura
} gy \\‘\\
-+ r g
;s ® ~
18
L 1
-,AH
- & [*S ‘
L -7
- T
r(.edoljlljelc.i strukturni svi aspekti trodimenzijske
aminokiselina motivi strukture polipeptida

kvaterna
struktura

prostorna orijentacija
dvaju ili vise
polipeptidnih lanaca

Vidjeli smo kod inzulina da za aktivnost vazna prostorna struktura, tj. kako se lanci
orijentiraju u prostoru i kako su povezani. Razli¢ite razine uredenosti strukture kod
peptida i proteina nazivamo primarna, sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura.

Primarna struktura je slijed aminokiselina u lancu.

Sekundarna struktura su strukturni motivi koje lanci poprimaju na dijelu proteina.

Najcesci su alfa-zavojnica i beta-ploca.

Tercijarna struktura je nacin na koji su strukturni motivi medusobno orijentirani u

prostoru.

Kvaternu strukturu imaju samo oni proteini koji se sastoje od polipeptidnih lanaca /
proteina Ciji lanci medusobno nisu povezani kemijskom vezom, ve¢ se medusobno
udruzuju zbog ostvarivanja povoljnih medumolekulskih interakcija. Drugim rije¢ima,

kvaterna struktura nam govori na koji je nacin vise tercijarnih struktura udruzeno u jednu

cjelinu.
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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

0 Q
, \
4, \Y
4<‘@ M92+ G>17
\ 4
o) o’

Vodikove veze izmedu slobodnih
karboksilatnih i amino skupina

Dva aspartatna ili glutamatna ostatka u
interakciji preko magnezijevog kationa

Aannnnnn' nnnnnn.

Na slajdu su prikazane neke od interakcija koje su vrlo vazne za stabilnost tercijarne i
kvaterne strukture. To su najcesée solni mostovi i vodikove veze. Zbog ovih interakcija
udaljeni dijelovi polipeptidnog lanca medusobno se pribliZe, te to dovodi do smatanja
proteina u odgovarajudu, nativnu strukturu. Vrijedi i obrnuto, ukoliko ove interakcije na
neki nacin poremetimo, poremetit ée se struktura proteina, a time i njegova funkcija.
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Strukturni motivi u peptidima i proteinima
(sekundarna struktura)

(-zavojnica

Amino terminus

Carboxyl terminus

@ R group

@ Carbon
(O Hydrogen
@ Oxygen
@ Nitrogen

54 A
(3.6 residues)

B-nabrana ploca

(a) Antiparallel

S

(b) Parallel

Sekundarna struktura proteina.
Prikazana je alfa-zavojnica. To je desna zavojnica, sadrzi 3.6 aminokiseline po okretu, a
visina jednog okreta iznosi 5.4 A. Prikazane su i vodikove veze izmedu aminokiselina u
zavojnici. Ove aminokiseline u primarnoj strukturi nisu susjedne, ali u alfa zavojnici
ostvaruju interakcije koje su presudne za postojanje alfa-zavojnice kao stabilnog oblika.
Beta-ploce ili beta-nabrane ploce nastaju interakcijom izmedu lanaca koji s obzirom na N
i C-krajeve mogu iéi u istom ili razli¢itom smjeru, pa razlikujemo paralelne, odnosno
antiparalelne beta-ploce. Ove strukture izgledaju kao ploce s cik-cak naborima pa im od

tuda dolazi i ime.
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B-nabrane ploce — amiloidni plakovi

A

(]

i

ey YA
fi2h

1y
bl

4

U\

‘fl"

RN RN

Vlaknasta struktura
amiloida-B(1-42), kljuénog
patoloskog ¢cimbenika

Alzheimerove bolesti.

R LA
AN
A

4
S
4

A

-

Beta-ploce su prisutne u vecini proteina, no mozda su najpoznatiji primjer amiloidni
plakovi, koji nastaju u mozgu osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti. S obziom da su u
ovakvim proteinima beta-ploce naslagane vrlo blizu jedne drugima (zbog maksimizacije
broja interakcija), voda ne moZze prodrijeti u strukturu pa su ovakvi proteini netopljivi. Iz

tog razloga se taloZe u stanicama, Sto uzrokuje Alzheimerovu bolest. Postoji cijeli niz
ovakvih bolesti (npr. kravlje ludilo, ili kod ljudi Creutzfeldt—Jakobova boles). Patoloska
stanja i bolesti uzrokovane , neispravnim” proteinima nazivaju se proteinopatije.
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Proteini

>50 aminokiselina

1ili viSe peptidnih lanaca

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

hemoglobin sadrzi po dvije 0 i B podjedinice
(ukupno 4 polipeptidna lanca) i 4 hem skupine

Struktura hemoglobina (PDB: 1GZX)

Struktura hema i vezanje kisika

Na slajdu je prikazana struktura hemoglobina. Ono $to moZzemo odmah uociti je da
sadrzi puno alfa-zavojnica. Sastoji se od 4 podjedinice, od kojih su po dvije jednake.
Dakle, radi se o proteinu s kvaternom strukturom.

Vidimo da hemoglobin osim peptidnih lanaca, sadrzi i dodatne skupine koje su po
strukturi porfirini (oznacene zeleno u strukturi). Njih nazivamo hem i izuzetno su vazine
za funkciju hemoglobina, jer se na njima dogada vezanje kisika. Proteinski dio izuzetno je
vazan jer regulira vezanje i otpustanje kisika, ovisno o uvjetima u kojima se protein nade.
Proteinski dio takoder ima ulogu vezanja i prenosenja CO, (u obliku karbamata na N-
krajevima proteinskih lanaca, R-NH-COQO")

Skupine koje nisu peptidne strukture, ali tvore strukturu proteina, nazivaju se prosteticke
skupine. Kod hemoglobina je to hem, kod nekih drugih proteina nalazimo Fe-S centre, a
nekad struktura prosteticke skupine jako podsjeca na strukturu vitamina, iz ¢ega proizlazi
da bez unosa vitamina neki proteini ne bi mogli obavljati svoju normalnu funkciju.
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Odredivanje strukture peptida i proteina

NH CH ( NI Cl (
d ti 4.|!< Cl cisteinska
RS-—SR reauction ; 2 R—SH | (”) kiselina
& g . ] H—C—0O0H
a disulfide a thiol | —
S (peroksimravlja SOH
I kiselina) | .
. . cisteinska
C ”-: ¢ II3 kiselina
° prvi korak u odredivanju W\MW,\:[,|_(‘H—(”‘W W_\:”_('”_(”'W
strukture proteina je naj¢esée 0 0
cijepanje svih disulfidnih veza.
Npr. kod inzulina se tako SO.H
dobivaju  dva individualna SO;H

peptidna lanca koja se mogu
odijeliti i dalje svaki zasebno
analizirati.

Do sad smo raspravljali o strukturi proteina, sad éemo reci nesto o tome na koji nacin
odredujemo primarnu strukturu proteina (slijed aminokiselina).

Tiolne skupine, R-SH, nisu odviSe stabilne, lako se oksidiraju, ve¢ i s kisikom iz zraka.
Stoga je zgodnije tu oksidaciju napraviti kontrolirano i u potpunosti, npr. upotrebom
peroksimravlje kiseline kako je prikazano na slajdu.

35



Odredivanje strukture peptida i proteina

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

* rezultat je smjesa aminokiselina, koja se moze analizirati 2 nema informacije o redoslijedu
njihovog povezivanja, ve¢ samo o sastavu proteina

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

1 buffer |
solution standard

| jl hydrolysate
- ion-exchange resin
ninhydrin

solution
| | | different amino acids

| S AY &
| + move at different Ll < <

=3 | | speeds

X 2
= photocell

LA
i -
light ,/.' LL | ( )

_waste

Svaki protein hidrolizirati ¢e ako ga kuhamo 1 dan u 6M HCI. 6M HCI je koncentrirana
kiselina razrijedena na pola s vodom (otprilike).

Crtezom je shematski prikazano kako se provodi analiza smjese aminokiselina nastale
hidrolizom proteina. Sastojci smjese mogu se odvojiti na odgovarajucoj kromatografskoj
koloni uz eluiranje puferom. Po izlasku iz kolone, dodaje se ninhidrin, za kojeg znamo da
tvori obojeni produkt u reakciji s aminokiselinama. Obojeni produkt lakSe je analizirati
od samih aminokiselina, koje su bezbojne. Poznato je vrijeme zadrZavanja na koloni za
sve standardne aminokiseline (gornji graf) te se kromatogram dobiven analizom smjese
hidroliziranog peptida/proteina mozZe s njim usporediti. Pikovi istih aminokiselina uvijek
su na istom mjestu (pri istom retencijskom vremenu), a povrsina ispod pikova biti ¢e
proporcionalna koli¢ini odgovarajuce aminokiseline. Naravno, cijelu ovu analizu provodi
uredaj (HPLC), ne moramo raditi kolonsku kromatografiju, vec je kolona priklju¢ena na
uredaj te on sam mijesa i pumpa otapalo (pufer) kroz nju.

36



Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje
* najcesée koristena metoda je Edmanova odgradnja
* odgradnja od N-kraja prema C-kraju, jedna po jedna aminokiselina

1
i v

. h—NH—C?
! v |
H.\'H(I‘Hf('—\'ll . H,N—CH—C—NH = HN—CH—C—NH—{peptide
) | B | R
R! 0 R' O R' 0
X a phenylthiourea
NHPE NHPh NHPI NHI
| 3 « o - 2 2
L3400 = HN § = N § = =N §
HN ¥ ! \ — L — \ .
(“H—tﬁ'——NH——;pcpud;I H—(I'_("_NH—;E“',EE.‘ H—C—C—NH,—peptide | H—C—Cy__+ H,N—{peptidc]
f [ 0 o
R' :0¢ R' OH R':0 R' + H,0'
- b
protonated phenylthiourea H,0:- a thiazolinone
S
NHP
. ¢ el HN/‘ N—P * kromatografija: usporedba dobivenog
h JA Xl fenilhidantoina s fenilhidantioinima
A II_(_L\\ standardnih aminokiselina
R 0 Rl O
thiazolinone a phenylthiohydantoin

Odredivanje strukture proteina (ili DNA) jos nazivamo i sekvenciranje. Na slajdu je
prikazana metoda Edmanove odgradnje i njezin mehanizam. Provodi se u ciklusima dok

se ne odgrade sve aminokiseline iz lanca. Nakon svakog ciklusa provodi se analiza, kako
bi se utvrdilo koja se aminokiselina odgradila.




Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje

* rjede koristena metoda je Sangerova metoda

* moze se odrediti koja je aminokiselina na N kraju peptida/proteina

I
)—F + H,N—CH—C—NH —
!
NO ;
i : peptide
2 4-dinitrofluorobenzene
(Sanger reagent)
o TR - "_ - - 6 M HCl, heat < PN : . 5
0,.N—(( ;ﬁNH—?H—( —NH —————  0oN—( ))~NH—CH—COOH
T ) |
NO, N
derivative

. R!
NO, + amino acids
2 4-dinitrophenyl derivative

Sangerovom metodom obiljezZimo N-kraj pomoéu Sangerovog reagensa. Nakon potpune

hidrolize proteina, moze se utvrditi koja aminokiselina ima na N-kraju vezan Sangerov
reagens (fluorescira).
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Odredivanje strukture proteina - sekvenciranje

Analiza C-terminusa
* Enzimatsko cijepanje pomoéu enzima karboksipeptidaze

I I 1 I
I \ carboxypeptidase |
NH—(I‘H—('—\H—t"I%—('—1 ) ————— NH—CH—C—OH + H \--(lu—(-_. H
R R — R~ R
\ Iree amino aciq
.e . . . (further cleavage)
Cijepanje peptida na manje fragmente -

* enzimatski pomodu enzima: tripsin, kimotripsin

Cijepanje na Cys-Tyr-1le-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly - NH,

fragmente: Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn

[le-Gln-Asn-Cys
Gln-Asn-Cys-Pro
Cys-Pro-Leu-Gly
Pro-Leu-Gly « NH,

Analiza manjih fragmenata jednostavnija je od analize dugih polipeptidnih lanaca.
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Alkoxide

Katalitiéka trijada Asp 102 His 57 Ser195 giun
N e e A g P W

- — —3 & 5
¢ npr. kod enzima kimotripsina 4 <\ 2—/

Oxyanion hole

Tetrahedral Acyl-enzyme
intermediate
g ® @
Rz\N/C\R HH
H d Q
A Y

%
IRy
[J

A
° £
I Oxyanion Acyl-enzyme
R No M hole H0
; ®
1 ) Q

C C
Hio” g, @ H\OK/E‘R‘ @ Hyé\m
Ol SN S AN PR O L o SOHT N
& 2=—J & %_4 E o
Tetrahedral Acyl-enzyme
intermediate

Prikazan je mehanizam kojim dolazi do enzimskog cijepanja peptidne veze. Proteoliticki
enzimi sadrze tzv. kataliticku trijadu u svom aktivnom mjestu. Zbog serije vodikovih veza,
OH skupina serina postaje nukleofilnija (H kao da je odvucen s kisika pa kisik ima vedi
parcijalni negativni naboj). To je od presudne vaznosti za cijepanje peptidne veze, jer u
toj reakciji upravo OH skupina serina sluzi kao nukleofil.
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Kemijske sinteze peptida
0
H —CHQ‘O‘
N,
Gly

; | .
H;NCH;C—NH(IHCO* H3;NCHC —NHCHCO™

CH; CH; CH;
Gly-Ala Ala-Ala

» Rezultat je smjesa 4 razli¢ita dipeptida

i
CH;—CHCO™

+NH}
Ala

+

reagensi,
reakcijski
uvjeti

+ | [
H;NCH,C—NHCH,CO™

Gly-Gly

i

s
H;.\'C\HC—NHCH;CO*
Ci;

Ala-Gly

U laboratoriju peptide mozemo sintetizirati metodama organske kemije, a moguce je

sintetizirati cak i neke manje proteine.

Pogledajmo primjer na slajdu. Ako kombiniramo glicin i alanin, moZzemo dobiti 4 razlicita
produkta. Kad bismo kombinirali 3 aminokiseline, tada bi rezultat bio smjesa 9 razlicitih
dipeptida. U sintezi uvijek Zelimo izbjeéi nastanak smjese, zato jer to zahtijeva
prociséavanje kojim se komponente odvajaju. Odvajanje spojeva sli¢nih svojstava moze
biti prilicno zahtjevno, a takoder koSta materijala i vremena. Stoga nam je cilj postici

selektivnost u reagiranju, kako bi rezultat sinteze bio ¢im jednoznacniji.

Npr. recimo da nam je cilj dipeptid Ala-Gly. U tom slucaju, jedina poZeljna reakcija je ona
izmedu COOH skupine alanina i amino skupine glicina. Da bismo sprijecili preostale dvije
skupine da reagiraju (amino skupinu alanina i karboksilnu skupinu glicina), moramo ih na
neki nacin blokirati. U tu svrhu koristimo zastitne skupine. Ve¢ smo sreli neke od

zastitnih skupina kod kemije ugljikohidrata i nukleinskih kiselina.

41



Kemijske sinteze peptida

* za reakciju nastanka amidne veze, karboksilna skupina koja reagira treba biti
aktivirana, a aminoskupina koja reagira slobodna

O

R—C—X + HN—R — R—C—NH—R + H—X

e amino-skupina i karboksilna skupina koje ne trebaju stupiti u reakciju moraju biti
zasti¢ene - 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
onemogucila 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 poveéava iskoriStenje i
smanjuje potreba za prociséavanjem.

Amino skupina i karboksilna skupina neée lako izreagirati dajuéi amid. To je moguce u
nekim slu¢ajevima, ali uz grijanje na visoku temperaturu, sto kod aminokiselina ne dolazi
u obzir. Amino skupina je sama po sebi dosta dobar nukleofil. Nereaktivni dio je dakle
karboksilna skupina. Nju je na neki nacin potrebno aktivirati za sudjelovanje u reakciji. To
obi¢no radimo tako da je prevodimo u aktivirani ester. U aktiviranom esteru, R-COOR’, je
OR’ zapravo dobra izlazeéa skupina.
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Kemijske sinteze peptida

Zastitne skupine za amino skupinu — karbamati Stabilnost Uvjeti za
pri uvjetima uklanjanje
kiselo bazno

R=
>k;é Boc . + CF,COOH
o
e .
o N—peptid—COOH O/\ cbz,z T + H, / Pd-C

0
.
>

Na slajdu su pokazane neke od Cesto koriStenih zastitnih skupina za amino-skupinu,
njihova stabilnost pri razli¢itim uvjetima i uvjeti pri kojima se uklanjaju. Pri odabiru
zastitne skupine, moramo voditi racuna o tome da ta skupina bude stabilna u reakcijskim
uvjetima koji ¢e uslijediti u nekom od sljedecih stupnjeva. Takoder, moramo voditi
racuna da uvjeti za uklanjanje zastitne skupine ne interferiraju s nekom drugom
skupinom u molekuli (npr. ako smo u nekom koraku uveli dvostruku vezu u molekulu,
tada uvjeti koji koriste hidrogeniranje nisu primjenjivi).
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Kemijske sinteze peptida

Zastitne skupine za karboksilnu skupinu — esteri

Stabilnost Uvjeti za
pri uvjetima uklanjanje
_ kiselo bazno
R= tBu
- + CF,COOH
0
H,N—peptid
2 PRt Ho—$ me + - OH-/HO0
OR
+ + H, / Pd-C
Bn

Pokazane su najéesée koristenih zastitnih skupina za karboksilnu skupinu i uvjeti njihovog
uklanjanja.




O

Kemijske sinteze peptida )I\\ lo$a izlazeca skupina
R OH

Reagensi za tvorbu aktiviranog estera Aktivirani ester
(0] HN
DCC /I::]

EDC o o
Hc.e . )J\\O /l\N NN
N=C=N / |
—N /
N
' |
//N R)J\\ AN
N®

OG)

—

HBTU

dobra izlazeca skupina

DCC, EDC, HBTU, TATU, HATU, ... su reagensi koje ¢esto koristimo u sintetskom
organskom laboratoriju. Njihov cilj je prevodenje OH skupine iz karboksilne skupine u
dobru odlaze¢u skupinu.

*Ne bi li bilo puno jednostavnije karboksilnu kiselinu prevesti u kiselinski klorid u reakciji
sa SOCI,? Bi, ali je utvrdeno da u toj reakciji dolazi do racemizacije kiralnog srediSta na
alfa-C-atomu i do joS nekih nusreakcija pa ova metoda nije primjenjiva. Svejedno,
reakcija aktiviranog estera s amino skupinom druge aminokiseline je ekvivalentna
reakciji priprave amida u kojoj sudjeluju kiselinski klorid i amin. / Ponovite iz osnovne
organske kemije nukleofilnu supstituciju na nezasicenom ugljikovom atomu.




Kemijske sinteze peptida

O
O

CH;4 O O proton CH; 0] O N
| [ transfer | Il l
CH;?*O*C*NHCH:COH + (o ————— CH3;C—O—C—NHCH,CO~ + ﬁ
[ =
CHj; N CHj; >+NH
N-protected amino acid |
@
dicyclohexylcarbodiimide
DCC

0O O

™ i
CHJC‘woﬁC~NHCH3C0ﬁC

CH; _/ /|
' ‘ protected | /|
. /|

adivétéd

Os

an imidate

Mehanizam aktivacije karboksilne skupine s DCC-om. Primijetite kako je zasti¢ena
amino-skupina! Ovu zasStitnu skupinu skraceno piSemo kao Boc pa je pocetna
aminokiselina: Boc-Gly-OH.
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Kemijske sinteze peptida

~H—B*
{ A
CH; O \_ O

CH;C—OCNHCH,C
A
CH;

0
H,NCHCO™

CH;4
amino acid

N i
1‘ CH; O O—H, N
C —— CHiC Oé‘XHCH:Cl“ o‘g
,\“H CH;, HB* NH NH
- \j CH;CH
N OoC K/
é)
tetrahedral intermediate A
| -
CH;y O o (0] I’LIH
CH;CHOCNHCH:CJNH?HCLO + O=(;“
CH; /] CH; NH

\
E/\‘
‘\//
dicyclohexylurea
a diamide

' new peptide bond ‘

Mehanizam reakcije aktiviranog estera s amino-skupinom druge aminokiseline pri ¢emu
nastaje dipeptid. Ako Zelimo pripraviti tripeptid, cijeli postupak trebamo ponoviti na
pripravljenom dipeptidu (aktivacija karboksilne skupine, reakcija). Dicikloheksilurea nam
vrlo Cesto zadaje probleme jer ju je teSko u potpunosti ukloniti iz smjese. Stoga se sve
viSe koriste drugi reagensi, koje je puno lakSe ukloniti nakon Sto je provedena reakcija.
Npr. ureu nastalu iz EDC je moguce ukloniti jednostavnom ekstrakcijom, iz razloga Sto
sadrzi amino skupinu, koju je moguce protonirati i tako nastalu ureu prevesti u vodeni
sloj (zastiéeni peptid od interesa ostane nam u organskom sloju).
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Kemijske sinteze peptida

CH; O 0 0 CH; O
I 1. DCC |~ | I |
CH3;C—OC—NHCH,C—NHCHCO™ — CH;C—OC—NHCH,C—NHCHC—NHCHCO™
CH; CH; 2. HZNCHtl“.IO“ CH;3 CH; R
N-zasticeni dipeptid 'lt 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 | 4 | s | 6 | 7 ]| 8 | 9

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 mogude sintetizirati i manje proteine.
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Kemijske sinteze peptida - ZADATAK

Cesto se peptidi pripravljaju spajanjem dvaju kraéih 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.
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

CH,ClI CH,CI CH.CI
@ + @ = @ @ @
H H
('*('/ ("—(“/ CH—CH,—CH—CH,—CH—CH
\ / \ 2 2 2
H H H H
styrene p-(chloromethyl)styrene polymer abbrevidtion
Bruce Merrifield
| (”) H H (HJ (1921.-2006.)
protecting | o o eai protecting | . or 4 & oo - Nobelova n?grada
group ‘ { - 2 group | * za kemiju
R R 1984. godine

p
e sinteza od C prema N terminusu

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

e proces se moze potpuno automatizirati, postoje uredaji koji automatizirano vrse proces

Sinteza peptida na krutom nosacu otvorila je brojne moguénosti i uvelike olaksala
sintezu peptida duljih od 5 aminokiselina. Kao kruti nosac koristi se modificirani
polistiren, koji ima benzenske prstenove modificirane klorometilnim skupinama. To
omogucuje vezanje aminokiselina reakcijom nukleofilne supstitucije (prikazano na
slajdu). Na taj nacin rastuci lanac je imobiliziran, dok su sve ostale komponente koje
dodajemo (reagensi) u otopini, pa ¢emo ih modi isprati nakon provedene reakcije. Na taj
nacin izbjegavamo korak procis¢avanja.

Bruce Merrifield je za ovo otkriée, koje je naslo izuzetno veliku primjenu, dobio
Nobelovu nagradu.
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

R
.

N/

H

o
polimer 3
|
. l NH;
&7 { cijepanje s I "
/7/') \ polimera :\)\
J deprotekcija Boc” oOH
R
peptid ‘
aminokiselina
R o 1.) Coupling, aktivacija
! 2.) pranje
N “Boc

Ciklus sinteze peptida na ¢vrstom nosacu. U prvom koraku ukloni se zastitna skupina s N-
kraja aminokiseline kako bi se mogla provesti reakcija s aktiviranim esterom kojeg ¢emo
dodati. Naj¢eSce dodajemo aminokiselinu sa zasticenom amino skupinom i slobodnom
karboksilnom skupinom, te reagens koji ¢e u reakciji s karboksilnom skupinom in situ
stvoriti aktivirani ester (npr. EDC). Taj se korak naziva aktivacija. Nakon toga slijedi
spajanje amino i karboksilne skupine u amid, nakon ¢ega se visak svih reagensa te
nusprodukti isperu s polimera. Ciklus se moZe ponavljati dok se ne dobije peptid
Zeljenog sastava i duljine, nakon ¢ega se cijepa s polimera dodatkom odgovarajuéeg
reagensa (obi¢no HF).
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe

O O

I |
Me;C—O—C+—NH—CH—C—O0- + CH,—Cl —>

O

I
Me;C—0—C{—NH—CH—C—0—CH

Boc Ph—CH, Boc Ph—CH,
Boc-Phe P Bnc-Phc—@
o o CF;COOH 0
o I (TFA) + [
Me,C—O—Ct+—NH—CH—C—0—CH, ————  H;N—CH—C—0—CH, + (‘H:Z(‘\

Boc Ph—CH, Ph—CH,

Buc—Phc@ IV’

Phc@

CHj;
+ COst
CH;
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu
Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe

) O O
|

O

(
I .o I DCC | I i
[Boc}-NH—CH—C—0 + H{N—(l‘H—(‘—o—( H, —— ﬂ\[l—(lH—('—NH—('H—(‘—O—l H, + DCU

|
(CH,),CH Ph—CH, (CH;),CH

Ph—CH,

Boc-Val Phc@ P Buc-VnI»Phc—@

Step 1: Deprotection

O

CH,

O O CF;COOH 0O
I I (TFA) I I I
\ll—t"![—t'—NH—(iH—(‘—O—t H, ——— HN—CH—C—NH—CH—C—0—CH, + CH,—C=CH,
\ \
(CH,),CH Ph—CH, (CH,),CH Ph—CH,

Bm‘-\"nl-Phc—@ P \";;I-Pht—@

+1CO;
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Kemijske sinteze peptida — sinteza na krutom nosacu

Primjer: Sinteza tripeptida Ala-Val-Phe

Step 2: Coupling

(8]
[
a (“) \H—llH—l —0 (‘J - (")
[ CH, I |
HsN—CH- t—.\'H—(I‘H—(*—()—c H, T \n—("n—(' -NH—CH—( -.\'H—(|"H—("—()—c H, + DCU
i , | ,
CH3),CH Ph—CH, CH; (CH3)-CH Ph—CH,

\':1]-Phc—® P Bm‘-Alu-\":lI-Pht—@ .

O 0 0 (®) 0 (0]
I [ l HF - | | [
Boc \‘II—-L[’II—"('*\H*{IE*( —NH—CH—C—0—CH, — H;\—(|’H—('*\|!*l H—C—NH—CH—C—OH
|
CH, CH,),CH Ph—CH, CH,4 (CH;),CH Ph—CH,
Ala-Val-Phe
CH;
Bm‘-AI:I-VuI-Phc—® p
+ CO, + CHy—C=CH, + (P CH,

54



Zadaci

1. Nacrtajte strukturu peptida ciji je slijed aminokiselina: Ser-Gln-Met-NH,. Sve
aminokiseline su L-konfiguracije.

2. Sljedeca struktura prikazana je na neuobicajen nacin.
CH, 0 0
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 skraceno ime peptida.
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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 odgovarajuéih Boc i Bn zasti¢enih aminokiselina.
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