Preambulum az ¢let hajnala és a viz

Szilard kéreg és Osatmoszféra
(>4,5 milliard éve ): forrosag, CO,, vizgdz
folyadék fazisu viz megjelenésének ‘)

szamos elofeltétele van:
- optimalis Nap - Fold tavolsag (hdingadozas: -35 +50)

- Fold szogsebessége ,\
- Hold (arapaly) s
- Vizek aramlasa as korforgasa: gradiens 9 r
(vizpara, eso, patak, folyd, t6, 6cean,..) d
- f61don a viz 90% sos (6ceanok), de a desztillacid miatt van édesviz is.

- szelek miatt az édesviz kvazi homogénen oszlik el.

- kelléen magas forras- €s fagyaspontja van,

- igen j6 oldoszer (sok mindent tud szallitani),

- feliileti fesziiltség (a gravitacioval ellentétesen,
felfelé is tud folyni a viz pl. novényekben),

- ajeg stirlisége kisebb mint a vize (a viz felilrdl fagy

be)



Az elso onreprodukciora, onfenntartasra és onszabalyozasra keépes
anyagi rendszerek kialakulasa mintegy 4 milliard évvel ezeldttre tehetd.

(;\ atmeroje archeak (Archaea vagy
% 0,1-15um

W kozott valtozik

Archaebacteria), (gorog
apyoaia, ,,0s1 eredetlick™)
vagy osbaktériumok
sejtmag nelkiili, azaz
prokariota szervezetek.
Akar tobb milliard évesek?

archeak extremofilek: extrém helyeken is megélnek és szaporodnak:
- magas homérséklet (>100 °C), gejzirekben,

- nagy nyomas (6cean fenekén talalhatd hoforrasokban)

- rendkiviil hideg

- nagyon s0s, savas vagy lagos vizekben 1s megtalalhatoak

Felépitésiik:
- cirkularis kromoszoma, 0,5 E+6<...<5 E+6 bazis
- a legkisebb egyed (Nanoarchaeum equitans ) is >500 fehérjét kodolnak


http://hu.wikipedia.org/wiki/G%C3%B6r%C3%B6g_nyelv

Komplexitas-

informaciotartalom

Szovet, organizmus

Sejt

Szupramolekularis
komplexek és
nanorendszerek

Biomolekulak

A
biologia
Metaphase
chromosome ‘b"-':"-};-.-".’_,_w_i'
250 nm fibre ,UEWMW‘
g
" 30 nm fibre
—> Nucleosome
iy, 1 nm fibre
BlOléglal " :E nm fibre
, . y o Helix N
kémia; kemia NQNH;
a termeszetes 0 =
S eoviloth 10606400 -/ _ . [
ke 2013.02.11 /13.45
emidja . 5 %

Q=0OH adenozin-5"-monofoszfat

S 0 kaS a’g-S 0 kS Zl’n ZZS é g Q=H dezoxiadenozin-5'-monofoszfat

(kDa) 3



-a peptidek €s feherjek

- az oligo- és poliszacharidok

- a nukleinsavak




Kajtsr. tas

Kajtar Marton

Szer

emia

Szerves k

dition spgrads




Aminosavak: tartalomjegyzék

1) Kisszotar
2) Hires személyiségek
3) Bevezeteés
- Az amidkotes kotesrendje €s polaritasa
- Az amidkotés geometrial izomériaja
- Az aminosavak konfiguracioja
- Az aminosavak osztalyozasa
4) Fehérjealkoto aminosavak
5) Az aminosavak ikerionos szerkezete
- Aminosavak protonaltsagi allapotai
- Sav ¢s konjugalt bazisanak egyensulya
- Az elektroforézis
-A peptidek €s fehérjék toltésviszonyai
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- a modositott Gabriel-szintézis
- Strecker-szintézis
- DL-aminosavak rezolvalasa
- aszimmetrikus szintézis



1) Kisszétar: aminosav-, peptid- és fehérjekémia

Az aminosavak (amino-karbonsavak) olyan szerves vegyiiletek, amelyek molekuldjaban aminocsoport (-NH.,)
¢és karboxilcsoport (-COOH) egyarant eléfordul. Az a-aminosavak kiemelkedd jelentdségiiek az ¢16vilag szamara,
mivel a peptidek és fehérjemolekulak ¢épitékovei. Az a-aminosavak kozos szerkezeti jellemvonasa, hogy
molekulaikban egy aminocsoport és egy karboxilcsoport kapcsolodik ugyanahhoz a leggyakrabban kiralis

szénatomhoz.

aminosavsorrend, szekvencia, elsodleges szerkezet, primer struktira: az —aminosavak kapcsolodasi sor-rendje,
amely elsodlegesen meghatarozza a fehérjék szerkezetét. Minden egyes peptidnek és fehérjének pontosan
meghatarozott, egyedi ~je van (F. Hofmeister, 1902; E. Fischer, 1906). Az els6 fehérje, amelynek ~jét
meghataroztak, az 51 aminosavbol all6 inzulin volt (F. Sanger, 1953-55). A fehérjék ~je genetikailag kodolt, azaz az
¢lo sejt egy adott DNS szakasza (—genetikai kod) egy adott ~G fehérje bioszintézisét irja elo. A fehérjék ~je
meghatarozhatd kozvetleniil a fehérjelanc kémiai vizsgalataval (—Edman-lebontds, —szekvenciaanalizis) vagy
kozvetve, a fehérjét kodold DNS-szakasz —nukleotidsorrendjének atirasabol (—restrikcios enzim, —DNS-
szekvenalas), mindkét modszerhez megfelel6 késziilékek in. automata szekvenatorok allnak rendelkezésre.

enantiomer vegyiiletpar: <gor. enantiosz ‘ellentétes’, merosz ‘rész’>: az olyan sztereoizomer vegyiiletparok
gyljtoneve, melyek molekulainak térbeli szerkezete az egymassal fedésbe nem hozhato tiikkorképek viszonyaban all.
Az enantiomerek fizikai és kémiai tulajdonsagai azonosak, kivéve az optikai forgatoképesség iranyat (de az abszolut
értékek itt is azonosak), tovabba a kiralis reagensekkel szemben tanusitott viselkedést. Akiralis vegyiiletekbdl az ~ok
tagjai 1:1 aranyban keletkeznek és —rezolvdldssal valaszthatok szét. Az egyik enantiomer talsulyban csak
kiilonleges koriilmények kozott képzdodik (enantioszelektiv reakcio, aszimmetrias szintézis).

enzimek: a szervezetben lejatszodo folyamatok reakcidsebességét ndvelé molekulak; biokatalizatorok. Mint minden
katalizator, az enzimek is csak olyan folyamatok lejatszodasat segitik eld, amelyek egyébként is végbemennének, de a
reakcié lényegesen lassabban jatszodna le. Az enzimek a reakcié aktivalasi energiat csokkentik, igy az enzimeket

biokatalizatoroknak tekinthetjiik.
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fehérje, protein <gor. protosz ‘elsd, legfobb’>: alfa-aminosavakbol savamidkotéssel (peptidkotéssel) felépiild orids
molekulak (biopolimerek) gyijtoneve, melyek a sejtplazma szervesanyag-allomanyanak zomét alkotjak. EQy
~molekula egy Vv. tobb —polipeptidlancbol all (—peptid), a lancokat amidkotéssel (—peptidkotés) egymashoz
kapcsolodo —aminosavak épitik fel (E. Fischer, F. Hofmeister, 1902). A huszféle fehérjealkotd alfa-aminosav
tetszOleges szamban, minden lehetséges kombinacioban kapcsolodhat, ez biztositja a ~k végtelen valtozatossagat.
Egyetlen baktériumsejt tobbezer, az emberi szervezet tobb tizezer kiilonféle fehérjét tartalmaz. A ~k jelenlétét
novényekben mar régen igazoltak (C.W. Scheele, 1783, A.F. Fourcroy, 1789).

fehérjék szerkezet: Egyetlen polipeptidlanc téralkatat zommel az alfa-hélix, a béta-szerkezet, a
kanyarok, stb. és a rendezetlen, un. random konforméacioji szakaszok kombinacioja alakitja Ki, ezt
nevezziik harmadlagos szerkezetnek, melyet masodlagos kotoerdk és diszulfidhidak stabilizalnak. Két
V. tobb polipeptidlanc teljes térszerkezetét a negyedleges szerkezet fejezi ki. A harmadlagos és
negyedleges szerkezet egyiittes kisérleti meghatarozasa rontgendiffrakcios és NMR-es modszerrel
torténik; igy eloszor a —mioglobin térszerkezetét allapitottak meg (J. C. Kendrew és M. F. Perutz,
1961).

glicin, glikokoll <gor. gliikiisz ‘édes’ és kolla ‘enyv’ szavakbol>, Gly, G, H2NCH2COOH: az ecetsav o-
aminoszarmazéka, a huszféle fehérjealkotdé — aminosav kozott a legegyszeriibb és az egyetlen akiralis. Szintelen,
édes iz, kristalyos anyag, 233 °C-on bomlik. Vizben jol, alkoholban, éterben nem oldodik. Szinte minden fehérjében
megtalalhato, legnagyobb mennyiségben a selyemfibroin és a zselatin tartalmazza. Az enyv savas hidrolizatumabol
kiilonitette el eloszor H. Braconnot (1820). A ~ volt az elsdé mesterségesen eldallitott aminosav, a brom-ecetsav és
ammonia reakcidjaval nyerte W.H. Perkin (1858). A formaldehid (CH20), hidrogén-cianid (HCN) és ammonia
(NH3) reakciodjaval eldallitott amino-acetonitril (HZNCH2CN) hidrolizise utjan gyartjak. Az él6 szervezetben a
glikolsav-ciklus tagjaként jatszik fontos szerepet. Bar nem esszencialis aminosav, emberi és allati taplalékok
kiegészitoje lehet, a nitrogénsziikségletet fedezi. Az intravénas infuzios folyadékok egyik f6 komponense.



ikerion, zwitterion: pozitiv és negativ tdltést egyarant hordozé molekuldk gyiijtdneve. A savas és bazisos

csoportot egyarant tartalmaz6 molekulak vizes oldatara jellemzo az a pH érték, amelyen az ~o0s szerkezet fellépése
folytan az ellentétes toltések szama megegyezik, azaz a molekula kifelé semleges (—izoelektromos pont) (pl):. Vizes
oldatban az ilyen anyagok —amfoter elektrolitként viselkednek. Az —aminosavak ~0s természetét P. Pfeiffer (1922)
ismerte fel. Jellegzetes ~ok a —betainok, az aminoszulfonsavak (—taurin, —szulfanilsav), az aminofoszfatok
(—szfingomielin) és az —amin-oxidok (—piridin-N-oxid).

inzulin <lat. insula “sziget>: a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek A-sejtjeiben képzodo, a vércukorszintet
csOkkento, hormonhatasu polipeptid. Az emberi ~t hasnyalmirigybdl F. G. Banting ¢s C.H. Best (1922) kiilonitette el
eloszor. Emlosokben az ~molekula két polipeptidlancbol all: az A-lanc 21, a B-lanc pedig 30 aminosavat tartalmaz,
melyek kapcsolddasi sorrendje fajonként néhany aminosavrészben tér el egymastol. A két lancot két par diszulfidhid
kapcsolja ossze, a harmadik diszulfidhid az A-lancon beliil talalhato. Az A-lanc szekvenciaja: Gly-1le-Val-Glu-Gln-
Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn; a B-lancé: Phe-Val-Asn-GlIn-His-Leu-Cys-
Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala. Az ~ volt az
elso fehérje, amelynek aminosavsorrendjét meghataroztak (F. Sanger, 1953-55), ill. mesterséges eloallitasat tobb
munkacsoport egyidoben megvalositotta (1963). Az €16 szervezetben el6szor a 89 aminosavrészbol allo preproinzulin
képzodik, amelybol az ~ proinzulinon at tobb 1épésben keletkezik. Az ~ a vérbol kikeriilve (elsdsorban a majban)
gyorsan lebomlik. Az ~ antagonistaja a glukagon. Az ~t cukorbetegség kezelésére hasznaljak. A normalis vérben
literenként kb. 1 pg ~ talalhato.

kinetikus rezolvalas: mikor egy reakcio sebessége az egyik enantiomer esetében lényegesen eltéro a
masik enantiomerétdl, és ezért az eqyik sztereoizomer talsulyat kapjuk

oxitocin <gor. OKkiitokosz: ‘gyorsan és kdnnyen sziilo’> az agyalapi mirigy hatsé lebenyébdl (neurohipofizis)
1952-ben elkiilonitett peptidhormon. Molekulatomege 1007, aminosavsorrendje Cys-Tyr-1le-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-
Gly-NH2, a két ciszteinrészt diszulfidhid kapcsolja 6ssze. Szerkezetének meghatarozasa és mesterséges eloallitasa V.
du Vigneaud (1953-54) nevéhez fizodik. A simaizmok 6sszehuzodasat valtja ki, ezaltal pl. a sziilés megindulasat éﬁa
tejelvalasztast szabalyozza. Az ~ ¢s a rokon szerkezetli vazopresszin élettani szerepében szamos hasonlosag van.



peptid <gor. peptikosz ‘emészthetd’ szobol>: két v. tobb aminosavrészbol —peptidkotéssel felépiilo vegyiiletek
gyljtoneve. A kapcsolodd aminosavrészek szama szerint: a néhany (2-10) aminosavrészbol levezethetd ~eket (di~,
tri~, tetra~) —oligopeptidnek, a 10-nél tobb aminosavrészt tartalmazo peptideket —polipeptidnek nevezik. A ~ek
acilaminosavaknak tekinthetok. Elnevezésiikkor a peptidkotésben Kkarboxilcsoportjaval résztvevd mindegyik
aminosavrész -il végzodést kap, egyediil a szabad karboxilcsoporttal rendelkezd lancvégi aminosav tartja meg
trivialis nevét, pl. alanil-szeril-cisztein: H,NCH(CH3;)CO-NHCH(CH,OH)CO-NHCH(CH,SH)COOH. Ugyanez a
szerkezet az —aminosavak harombetls kodjaval roviditve: H-Ala-Ser-Cys-OH. A szabad alfa-aminocsoporttal
rendelkez6 lancvég az N-terminalis; a Sszabad alfa-karboxilcsoportot tartalmazo lancvég pedig a C-terminalis
aminosav. A gyuris szerkezet ciklopeptidek esetében a CO—NH acilezési kapcsolatok iranyat nyilak jelzik. A
~ekben az aminosavak kapcsolodasi sorrendjét (szekvenciajat), amely meghatarozza konstiticiojukat, elsddleges
(primer) szerkezetnek nevezik (—aminosavsorrend). Az osszetett ~ekben a aminosavrészek ~kotésben nem szerepld
funkcios csoportjaik (pl. NH,, COOH, OH) révén mas vegyiiletekhez (pl. szacharidok, lipidek, foszfatok)
kapcsolodhatnak, ezeket nevezik gliko-, lipo-, ill. foszfo~eknek. A ~ek az aminosavaknal nagyobb, de a fehérjéknél
kisebb méretiek, altalanos tulajdonsagaik is koztesek. Szilard anyagok, olvadas- ill. bomlaspontjuk magas. lonizald
csoportjaik révén vizben oldodnak, de az oldékonysagot a hidrofob oldallancok jelentosen mérsékelhetik. Szabad
amino- ill. karboxilcsoportjaik révén az aminosavakra, fehérjékre jellemzo kémiai reakciokat is adjak (pl.
—ninhidrin-proba, —Edman-lebontds). Aminosav-osszetételiik és primer szerkezetiilk meghatarozasa megegyezik a
fehérjékre alkalmazott modszerekkel (—aminosavanalizis, —»szekvenciaanalizis). A fehérjéknél joval hajlékonyabb
térszerkezetiikk (konformacidjuk) kialakitasaban szintén az —alfa-helix, béta-szerkezet, kanyarszerkezet jatszanak
szerepet. llyen iranya vizsgalatukra fizikai modszerek (spektroszkopia, rontgendiffrakcio) alkalmasak. A ~ek az ¢16
szervezetben rendkiviil elterjedtek, bar koncentraciojuk Kkicsi. Egyes ~eknek erds bioldgiai hatasa van
(—peptidantibiotikum,—peptidhormon) A ~ek tisztitasa, dusitasa, egymastol valo elkiilonitése specialisan hatékony
és szelektiv (1944-54 kozott kidolgozott) modszerekkel torténik (extrakcio, ultraszdrés, kromatografia,
elektroforézis). Az 1970-es évektol igen kis (ng, pg) mennyiségiik kimutatasa is lehetové valt radioimmunologiai
modszerekkel. Egyes bioaktiv ~ek fehérjékbol jonnek 1étre fehérjebontd enzimek hatasara (erre utal a ~ név). Mas
esetekben a rovidebb lancu ~ek nem fehérjealkotdo aminosavrészeket is tartalmaznak (pl. B-alanin, y-aminovajsav, d-
aminosavak), tovabba gyiras, ill. elagazé szerkezetliek lehetnek, ami meggatolja gyors lebomlasukat a szervezetben.
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rezolvalas <lat. resolvere, 'feloldani’>: (kém) a —racemdtok, azaz az enantiomerek elegyének szétvalasztisa
optikailag aktiv komponensekre. A kémiai ~ soran a sav V. bazis jellegli vegyiilet racematjat valamely optikailag
aktiv bazissal (pl. Kinin, cinkonin, brucin, sztrichnin) ill. savval (pl. borkdsav, kamforszulfonsav,
bromkamforszulfonsav) diasztereomer soparra egyesitik, ezeket eltéro fizikai tulajdonsagaik (pl. oldékonysaguk)
alapjan szétvalasztjak, majd az egyes enantiomereket soikbol regeneraljak. Ezt a moédszert L.Pasteur (1848) a
sz0l6sav elvalasztasra dolgozta ki. A ~ ujabb (1942) modszere a kiralis oszlopon kivitelezett folyadékkromatografia,
valamint a karbamiddal torténo diasztereomer —zarvanyvegyiilet-képzés (W. Schlenk, 1952). Optikailag aktiv
enantiomerhez vezethet a biologiai elvalasztas is, amely szerint a racemat-oldatban az egyik enantiomert megfeleld
mikroorganizmus kivalasztasaval elemésztik (L. Pasteur, 1856).

sav. olyan vegyiilet (H-A) amely vizes oldatban S.A. Arrhenius (1887) klasszikus megfogalmazasa szerint
hidrogénkationokra (H*) és savmaradék-anionokra (A-) disszocial: H-A <: H+ + A— (savi —disszocidcio). A ~ak
vizes oldataban a pozitiv hidrogénionok koncentracidja meghaladja a negativ hidroxidionokét (OH-), az ilyen
oldatok savas kémhatastiak A ~ak jellemzo tulajdonsaga, hogy —bazisokkal sokat alkotnak, pl. a sésav (HCI) és a
natrium-hidroxid (NaOH) reakcioja soran konyhas6 (NaCl) és viz (H,0) keletkezik: HCI + NaOH = NaCl + H,O. A
savak erosségét (—aciditas) a vizzel valo6 HA +H,0 < H;0* + A~ megfordithato reakcio egyensulyi allandoja (K,)
reakcio résztvevoinek koncentracidadataibol lehet kiszamitani: Ka = [H;0%] [A7] / [HA]. Az erds savak (pl. kénsav,
sosav, salétromsav; pK, = —10, -7, ill. —1.4) normal vizes oldataban a disszociacio kb. 20-100%-0s, a mérsékelten
eros savaké (pl. foszforsav, hidrogén-fluorid; pK, = 1,96, ill. 3,17 ) 1-20%-o0s, a gyenge savaké (pl. karbonsavak;
ecetsav pKa = 4,76) 1% alatti. A két- és tobbazisu ~ak tobb (aszparaginsav, glutaminsav) 1épésben disszocialnak
egyre gyengébb savként viselkedve (pl. kénsav: pK, = -10, pK,, = 1,7). Ismertek még a rendkiviil erds
—szupersavak is (pK, értékiik —20 koriili). A karbonsavaknal joval gyengébbek a fenolok és az alkoholok (O-H
savak), az amidok és aminok (N-H savak) és egyes, un. lazitott H-atomot tartalamazd oxovegyiiletek, észterek,
szénhidrogének (C—H savak). A ~ altalanosabb fogalmat a —sav-bazis elméletek adjak meg.

Savassag (pKa):. az —aciditis (savassag, H+-ion leadasi készség) mértéke, amelyet a savi disszociacios
exponens, az un. —»pKa-érték jellemez.
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vazopresszin, <lat. vas 'edény', pressus 'nyomas' szavakbol> —antidiuretikus hormon, ADH: a rokon szerkezetii
—oxitocinhoz hasonléan, az agyalapi mirigy hatsé lebenyébdl (neurohipofizis) elkiilonitett peptidhormon. Valtozatai:
a szarvasmarhabol izolalt 8-arginin-~ (aminosavsorrendje Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,, (MW: 1084)
és a sertésbol izolalt 8-lizin-~ (aminosavsorrendje Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,, MW: 1056); mindkét
~ben a két ciszteinrészt diszulfidhid kapcsolja 6ssze. Szerkezetének meghatarozasa és mesterséges eldallitasa V. Du
Vigneaud (1953-54) nevéhez fiizodik. Elsddlegesen a vese tubulusaiban fejt ki vizelettermelést csokkento hatast
(—antidiuretikum), emellett jelentosen ndveli a vérnyomast is. A legerdsebb élettani aktivitassal rendelkezo anyagok
egyike, emberben mar 2 nanogram ~ képes jelentosen csokkenteni a vizelettermelést. A ~ szerepet jatszik még a
tanulasi és memoriatevékenységben, az agy kialakulasaban, a termoregulacioban, valamint a gyogyszer- és
alkoholfiiggdség kialakuladsaban.
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2) Hires személyiségek:

Frederick Grant  John James
Banting Richard Macleod

1923 Nobel-dij az inzulin felfedezéséért

A monomer formaban aktiv inzulint
szervezetiink  hexamerként  tarolja:
6 His imidazol gytiriije koordinalodik a
Zn-ion koré, harom-fogast szimmetr.

memo: Banting sértének ¢és igazsagtalannak
talalta, hogy asszisztensét Charles Best-et
mellozték, s ezeért a dijat és az elismerest
megosztotta vele. Ennek hatasara Macleod is
megosztotta az elismerést James Collip-pal. Az
inzulinra vonatkoz6 szabadalmukat pedig - 1
dollar ellenében - atadtadk a Torontoi
Egyetemnek.

Charles Best James Collip
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- Az aminosavak peptidek és fehérjék koronazott és koronazatlan Kkiralyai:

Otto Heinrich

Warburg James Batcheller John Howard Wendell Meredith ~ Linus Pauling
Sumner Northrop Stanley 1954 Nobel-dij

1931_N0'be|-dij: 1946 Nobel-dij: 1946 Nobel-dij fehérje szerkezet

forhis discovery of az enzimek Enzim és virusfehérjék alapjainak

the nature and mode kristalyosithatoak izolalasa és tisztitisa lerakasacrt

of action of the
respiratory enzyme
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- Az aminosavak peptidek és fehérjék koronazott és koronazatlan Kkiralyai:

\‘\‘ |
A e v /
Vincent du Vigneaud  Axel Hugo Theodor ~ Frederick Sanger  Sir John ~ Ferdinand
Theorell .. Cowdery Max Perutz
. 1958 Nobel-
1955 Nobel-dij 1955 Nobel-dij for N A Kendrew
Biologiailag aktiv his discoveries 2 INzUiin
kénvegyiletek €s concerning the szekvendldsa 1962 Nobel-dij
pollpe!othl horrfnon()k nature and mode of Oxigén-transzport fehérjék
szinteziseert action of oxidation szerkezet-meghatarozasa
enzymes
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- Az aminosavak peptidek és fehérjék koronazott és koronazatlan kiralyai:

"

' \ : tﬁ ' \ n
3 Y| 2 \ ’ ‘
- =

g TR '._..J 15

\ _Sﬁh Y, . /
L y;
Robert W.  Har Gobind Marshall W.
Holley Khorana Nirenberg

1968 Nobel-dij for their interpretation of the genetic
code and its function in protein synthesis

Christian B. Anfinsen
1972 Nobel-dij

Ribonukleaz feltekeredése

/\\ ha Ty Ie
}\th he\lx

%*}

Gopalasamudram Narayanatlyer
Ramachandran (1922 —2001)

Robert Brainard Corey
(1897 —-1971)
Az o-hélix €s a B-redo
felfedezdje



- Az aminosavak peptidek és fehérjék koronazott és koronazatlan Kkiralyai:

Gerald M. Edelman  Rodney R. Porter Roger Guillemin ~ Andrew V. Rosalyn Yalow

1972 Nobel-dij for their Schally
discoveries concerning the 1977 Nobel-dij agyi peptid hormonok

chemical structure of antibodies

Bruce R.
Merrifield

1984 Nobel-dij
A szilardfazisu
peptidszintézis
felfedezése

1986 Nobel-dij:
for their
discoveries of
growth factors

17
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- Az aminosavak peptidek és fehérjék koronazott és koronazatlan Kkiralyai:

e b
L ok o

< 3
Alfred G. Gilman  Martin Ro(dbell

1994 Nobel-dij for their
discovery of G-proteins
and the role of these
proteins in signal
transduction in cells

Stanley B. Prusiner Giinter Blobel

1997 Nobel-djj for his 1999 Nobel-dij
discovery of Prions - a for the discovery that proteins have
new biological principle intrinsic signals that govern their
of infection transport and localization in the cell

18



John B. Fenn

, N
: Aaron Avram Irwin
Peter Agre Eﬂoa(ii:ﬁl:lon Ciechanover Hershko  Rose
Kurt
Wiithrich Nobel-dij 2003 Nobel-dij 2004
Koichi Tanaka membran csatornak Az ubiquitin megjeldli
Nobel-dij 2002 mélyebb megértése azokat a fehérjeket,

makromolekulak szerkezet- amelyeket a proteoszoma

vizsgalati modszerek: NMR, MS meg fog emeszteni.

| . Y . HEEE ’
o : ‘- |
. LR . u
) . L
2977 ¥ : H . a __
3 5 —
73] -y = % 9
sask = T LT 2]
3 A e
< 1
’I
2 o

Osamu Martin  Roger
Shimomura Chalfie Y. Tsien

Whustration: Typoform

Nobel-dij 2008 GFP-fehérjék



3) Bevezetés: a fehérjék sokrétii biopolimerek

- katalizalo6 €s szabalyozo funkci6 (enzimek és hormonok)

- jelz0 és jelatviteli funkcio

- szerkezeti funkcidk (aktin, tubulin, kollagén, elasztin, keratin, stb.)

- szallito fehérjék (pl. hemoglobin [oxigén], kazein [Ca?*], ioncsatornék, stb.)
- motorfehérjek (miozin, kinezin, dinein, stb.)

Minden sokrétliségiik ellenére a fehérjek kémiailag igen konzervativ molekulak;
,,csupan” linearis polimerek!

R5 T O R3 T O R1
N )\”/N\HJ\N )\H/N\HJ\N elagazasmentes poliamidok
|

egy fehérjeszakasz sematikus rajza

Re H 0 Rs H o R, tipikus o
| | epitéelem  H__ OH
N N N N
N N)\n/ N |
| | | H O

o-aminosav

20



3.1) Az amidkotés kotésrendje és polaritasa:

kérdés: az amidcsoport hany atomja van egy sikban szobahomeérsekleten?

hatdrszerkezetek (rezonancia szerkezetek).

W

hatdrszerkezetek (rezonancia szerkezetek):

:0: o@
g Cyml | il
NTTNTN T NS\
aw l \\\\\\“" ,
e I H I H
v L
S
S |
A
§ B H H
|
C C.-nlll\ .
TSNNSO

\\‘C

\\\\\\\‘l

Az amidko6tésnek jelentds: - polaritasa van; jelentds dipol ~3.5 Debye;

- kettoskotés jellege van a C-N kotés mentén.

Ya42uUloIND]

O
‘0:
| |
/C\N/C
l
H

21
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3.2) Az amidkotés geometriai izomériaja:

kérdés: az amidcsoport esetében a CiSz vagy a transz a stabilabb forma?
‘0O:-

AN C/

v

\\\\\\\\I

C

ll““\‘

.. _C
NN

Trans

:(ﬁ:
. C .. _H
\\vlc/ \ITI/
w
/\\:C\
és cisz § izomerek

Cis



3.3) Az aminosavak konfiguracioja:

A fehérjealkoto (proteinogenic) 20 as. kozott
a Gly kivételével mind a 19 optikailag aktiv
vegyllet: van tiikorképi parja (enantiomerje).

A fehérjeépitd a-aminosavak az
L-glicerinaldehiddel azonos térszerkezetiiek;

ezért tartoznak az L-sorozatba.

O

R HOCH,
OH

@)
H

H,N HO (}/ /,()
COOH CHO 2 1 1 2
* * HOOC/ NH2 H2N \\COOH
H,N H HO H //< S
R CH,OH H 4 3CHj HsC 3 H 4
H R H ,CH,OH D-alanin L-alanin
A A (R) ()
HoN COOH HO CHO
az L-aminosavak L-glicerinaldehid
tobbnyire (S) 23

(S)-konfiguracidjuak



kérdés: Mennyire konzervativ a fehérjealkoté aminosavak konfiguracioja?

L-aminosav ’ 2
g 1 NH,, COOH COOH
/< 1 NH24'7H 4
4 Q
3 Q
3

valasz: a glicin kivételével mind kiralis, s a Cys kivételével aminek R-, mind
aminosav S-abszolut konfiguracioji!

kivételek: ( A
H,N-CH,—COOH
glicin
akiralis
L-cisztein
memo: tehat 19 homokiralis "R"

24



- Két kiralitascentrummal rendelkez6 fehérjealkotd aminosavak:

Thr

COOH

D-treonin
(2R,3S)

COOH

H——NH,

H—1—OH

CHs

allo-D-treonin
(2R,3R)

L-treonin

(2S,3R)

COOH
HZN—S—H
HO_S_H

CHs;

allo-L-treonin

(2S,3S)

(2X,3Y)-2-amino-3-hidroxibutansav

COOH
H——NH,

H——CH;

CoHs

D-izoleucin
(2R,3R)

COOH

H—4— NH,

CHs——H

C,Hs

COOH

HN—1—H

CHy——H

CoHs

L-izoleucin

(2S,3S)

COOH

HoN——H

H—R—CH3

C,Hs

allo-p-izoleucin gllo-L-izoleucin

(2R,3S)

(2X,3Y)-2-amino-3-metilpentansav 25

(2S,3R)




- A Konfiguracio jelentosége:

L-aminosavak
- L-Phe (phenylketonuria, PKU) genetikailag 6rokléd6 anyagcserezavar
(fenilalanin-hidroxilaz enzim hianya— nem lesz az oldallanc hidroxilalva —
nem képzodik L-para-Tyr — a Phe tehat nem bontodik le — mindez
idegrendszeri karosodast eredményez)

- L-Glu (Monosodium glutamate,
MSG [E621]) izfokozo, (1-2 millé tonna/év)
- Ne-ftalil-

(Contergan, thalidomide)

Racém aminosavak:

ftalimido rész glutarimid rész

- szIntézis

- rezolvalas

- kormeghatarozas (sztereo szelektivitds
szignifikansan csokken az idovel, mumia)

thalidomid (contergan)

egyik enantiomer teratogén
kisérleteznek ma is vele, mint
AIDS, agydaganat stb. elleni szer

D-aminosavak a természetben:
)- }%,—\

- D-Glu (baktériumsejtfal, pl. 1épfene) . \O -

- D-Ser (fSldigiliszta) NS e A

- D-Pro (anyarozs) o j;lj/f% f( L

- D-Phe (antibiotikumok, pl. gramicidin) 400K i\J o /“é
- D-Cys (antibiotikumok, pl. penicillin) (S) vagy D-Cys % ~


http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Tirozin&action=edit&redlink=1

3.4) Az aminosavak osztalyozasa

o-aminosav (B—, y—, 6—) konstiticio
- szerkezet <

L —aminosav (D) konfiguracid
memo: a fehérjealkoto (proteinogenic) épitéelem mindig az a-L-aminosav

természetes (natural) a-L-aminosav >200

- elofordulasa . : :
tehérjealkoto (proteinogenic) o-L-aminosav

osszesen 22, ebbdl 20 az amelyik genetikailag kodolt,
(spec. a Hyp és cisztin), memo: szelenocisztein)

nélkiilozhetetlen (essential) aminosav

olyanok, amelyeket nem tud az organizmus de novo
eldallitani (human pl. Ile, Arg, Lys, Met,..)
Betegség: Kwashior-kor

nem-szokvanyos (uncommon, non—st%ndard)

aminosavak:
. HOJ\/\S/ﬁ)LOH
- fehérjékben (pl. Hyp)

.y e .. H NH
- fehérjéken kiviil (pl. lantionin, - ’
2-amino-izubutansav, dehidroalanin)

0
H,N
N0 HC AoH 27
A\ on NF,
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4) Fehérjealkoto aminosavak esszencialis aminosavak

Semleges oldallanccal rendelkezo apolaris, alifas aminosavak:
o etimologia: glikokoll <gor. gliikiisz ‘édes’ és kolla ‘enyv’ szavakbol>

szerkezeti jellemzo(k): az ecetsav a-aminoszarmazeka,
H,N \/“\ forras: fehérjében csak kis mennyiségben (kivéve a kollagén (P:O:G = 1:1:1),
OH

a selyemfibroin (G:A:S = 3:2:1) és a zselatin)

glicin eloallitas: el6szor (H. Braconnot 1820): enyv savas hidrolizise
Gly Az els6 mesterségesen szint. aminosav (W.H. Perkin 1858): brém-ecetsav + ammonia
G gyartas ma: formaldehid (CH,O) + hidrogén-cianid (HCN) + ammonia (NHj) ->
0 amino-acetonitril (H,NCH,CN), amit hidrolizalunk | nan
o) : 1 s
Szintelen, kristalyos, vizben S TE sk"agy(?k?r
OH 0ld6do vegyiilet, amelyet Emil oH s YOk?febO}
NH, Fischer (német, Nobel-dij 1901) ¥ | § ¥ |izolalhato
| kiilonitette el a selyemfibroin NH MI rlana amit
lanin pidrolizisét kivetden. valin 4 novénybol)
A val 8¢ | 1zolaltak,
Ala — 2-aminopropansav '4nen aneve
. O Sumpf-Baldrian, Valeriana dioeca.
O
OH
NH
2 NH,
izoleucin :
lle leucin 28

| Leu



Fehérjealkoto aminosavak: esszencialis aminosavak

Semleges oldallanccal rendelkez0 apolaris, aromas aminosavak:

O

OH
NH,
fenilalanin

Phe
F

L-Phe keserti, mig a D-Phe édes iz{i.

@)
\ OH
NH
N 2
H triptofan
Trp

w

OH
HoN

tirozin
Tyr
Y

29



Semleges oldallanccal rendelkez6 aminosavak:

esszencialis aminosavak

O
@
@]
‘\\\\\\ Hse
HO OH OH
HO OH HoN
NH, 2
NH> - szelenocisztein
_ treonin Sec
szerin Thr
Ser T
S
O O
/U\ (0]
@ OH HO Y OH
NH NH
prolin hidroxiprolin
Pro Hyp
P O
Q 0
NH,
1S OH HO s—8 OH
NH> HoN
o @)
cisztein cisztin
Cys Cys-Cys

C

30



Diszulfidkotés:

[O]_

R—S—H R—S

[H]

S—R

tiol diszulfid

HoN—CH—COOH  H,N—CH—COOH

CH,

SH

+

SH

CH,

[O]
[H]

CH,

S

S

CH,

H,N—CH—COOH  HN—CH—COOH

cisztein

cisztin




Semleges oldallanccal rendelkez6 aminosavak:

@)
S
~ OH
NH»
metionin
Met
M
@)
HoN
OH
O NH»
aszparagin
Asn
N
@) @)
H2N OH
NH,
glutamin
GIn

Q

esszencialis aminosavak

32



Savas oldallanccal rendelkez6 aminosavak:

@

HO
OH

O H,N

aszparaginsav
Asp
D

Bazikus oldallanccal rendelkez0 aminosavak:

HoN

lizin
Lys
/II\E O K
Hs>N NH OH

NH-

arginin
Arg
R

esszencialis aminosavak
0 0

HO OH
HoN

glutaminsav
Glu
E

OH

NH,

T

histidin
His
H 33



Szisztematikus nevezéktan: I[UPAC-1UB (Recommendations 1983)

Ala — 2-aminopropansav

Arg — 2-amino-5-guanidinopentansav

Asn — 2-amino-3-karbamoilpropansav

Glu — 2-aminopentandisav

His — 2-amino-3(1H-imidazol-4-il)propansav
Lys — 2,5-diaminohexansav

Met — 2-amino-4-(metilszulfanil)butansav
Trp — 2-amino-3(1H-indol-3-il)propansav
Tyr — 2-amino-3-(4-hidroxifenil)propansav
Val — 2-amino-3-metilbutansav

Kémiai tulajdonsagok és kovetkezményei:

savas €s bazisos jelleg (acidity, basicity)

polaritas (polarity)

aromacitas (aromaticity)

térkitoltés (bulkiness)

konformaciods flexibilitas (conformational flexibility)
keresztkotés-hajlam (ability to Xlink)

H-kotés — akceptor/donor (ability to H-bond)

kémiai reaktivitas (chemical reactivity) 34



5) Az aminosavak ikerionos szerkezete (avagy onmaga soja): ~ Kajtar 823

Egy aminosavnak van mind bazikus (-NH,), mind savas (-COOH) csoportja, tehat amfoter.
- gazfazisban neutralis,

- szilard vizmentes kozegben dipolaris (iker- vagy zwitter-ionos),

- vizes oldatban a pH fiiggvényében az egyensulyi formak a jellemzdek:

a , az ikerionos vagy az formak.
o) 0O 0O
OH™ OH™
R ———~|R R
OH H;0" OC;) H;0" OG:)
HaN® HaN® HoN ¢
a savas oldatra ikerion a lugos oldatra
(pH~0) jellemzo (pH~14) jellemzd
kation anion
- ha erdsen savanyu a kozeg — foleg kation,
- ha erdsen bazikus a kozeg — fdleg anion formaban van jelen.
: ; o o : O OH- O
A két pH allapot kozott van az oH
. H,0" o) H;0" C)
zoelektromos pont, vagy pl, mikor OH oF 0:
1) az ikerionos forma konc. a maximalis, ¢€s HaN © HoN® H,N'
2) a kationos €s anionos formak egyensulyban  alanin kationja alanin ikerionja alanin anionja
vannak egymassal. (PKa1=2.3) (PKa2=9.7)
1) Az IER-ban a mglekula éss’ztérltése’zérc’)! pl =5 (pK 1 +pK_,)
2) A pl minden aminosavra mas és mas, igy az alanin izoelektromos pontj 8

a konstitacié fiiggvénye,
ami kihasznalhato a jellemzésiikre is.

% (2,3+9,7)=6,0



Tények, amelyek alatamasztjak az aminosavak dipolaris jellegét: - H - ﬂ.\v'“*w’

1) igen magas (op.> 200°C) olvadaspont (amit pl. CO, vesztés klseQ .
Ala— 297 °C, Ala.HC| — 204 °C :J- ( \

Glu— 248 °C Glu.HCIl — 214 °C -8 =W

’ ww" mf"
Gly— 233 °C, Gly.HCl — 182 °C o “t”./" &< &

Lys— 224 °C, Lys.HCl — 163 °C

HiF
2) Vizben jobban oldédnak (hidratacio), *M’ ﬂ*‘w
mint Et,0, CH,Cl, és mas szerves oldoszerekben (szolvatacio) ° ,/‘ e ¢
3) Akar egy nagysagrenddel nagyobb a dip6lus momentumuk, mint l
az egyszerii karbonsavake

vagy az alifas aminoke: \/U\ W/“\

HN® HoN:
propionsav glicin ikerion propilamin
(D=Debye) u=1.7D u=14.0D u=1.4D
folyadék kristaly folyadék

4) az ikerionos forma kevésbé savanyu, mint egy alifas karbonsav és
kevésbé bézikus, mint egy alkilamin'

Memo: az ikerion \/“\
nem O-, hanem N-sav ‘/\

és nem N-, hanem O-bazis! HsN® H,N':
propionsav ikerion propilamin
pK,=4.89 pK,=10 pKy=4 36

pKy=12



osszefoglalas: savak €s bazisok er0ssége: K, és pK,

A HCI vagy H,SO,-t0l eltérden a szerves karbonsavak gyenge savak
O O

Keq I © t=25°C csak
CH3—C\ + H,0: ——— CHs—c\ ot HO ~1%azAcO-
OH O:
az egyensulyi reakcid jellemzése: K, egyensulyi egyiitthato
© @ © @
IcHs—C00™ | [H30 | ICHs—C00 | [H30 |
Keq = (:> Ka = Keq[Hzo]:
| cHs—cooH| | Ho0] | CHs—COOH|

Mivel a viz koncentracidja kozel allando (55,5M),
ezért célszerl bevezetni K -t a savi egyensulyi egyiitthatot.
Pl: hangyasavra; K,HCO0H =1,77.10-4, ecetsavra; K ACH=176.10-
(memo: haK, értéke nagy, akkor ercs,

ha kicsi, akkor gyenge a sav
Praktikusabb a pK, = — IgK, = —10g,,(K,) értéket megadni gyenge a sav)

Néhany pK, érték: —1,4 (HNO,), 0,18(TFA), 3,7(H,CO,),
4,75(AcOH), 9,9(fenol), 38(NH,) és 50(etén)

pK, analog a pH definicidjaval >

novekvo savi erdsseg

CHy—CH,—OH CH;—COOH  CF;—COOH  HCI
pK = 16 < 4,75 < 0,2 < 7

memo:  +5 esetén csak minden szazezredik molekula deprotonalt 37
-7 esetén csak minden tizmilliomodik molekula protonalt.



Emlékezteto kérdések:

kérdés: mekkora a hidroxdniumion €s mekkora a HCOO~ koncentracio
a hangyasav 0,1M-os vizes oldataban (K, = 1,77.104)?
A hangyasav hany szazaléka ionizalt ekkor?

kérdés: mekkora a viz K,-ja, ha abban 25°C-on az [OH]=10-"?

kérdés: az egyik sav K, értéke 10-" a masiké pedig +5.

Melyik az erdsebb sav?

http://www.youtube.com/watch?v=hXLiubyd58Y

38
http://www.youtube.com/watch?v=VVcGOL6Uthmw



5.1) Aminosavak protonaltsagi allapotai

H* o
H-CH-COOH = — H-CH-COO:
mMemo: az ecetsav disszociacioja: OH"
H H
pK =4,8
© ©
® OH @ © OH ‘o [
H;N—CH—COOH —<—== H3;N—CH—COO: =—= H,N—CH—CO0O:
| ® | ®
R H R H R
pK.1 =24 pK,; = 9,6
PK,;= elsd savi disszociacios allando
pPK,,= masodik savi disszociacids allando
@ OH~
HaN—-CH-H - ~  H,N-CH-H
memo: a metilamin disszociacioja: H*
H H

pK = 10,6 39



Aminosav PK,1 PK,, PK,3 pl
a-COOH a-NH;* R-csoport
semlegesek
G Gly 2,3 9,6 6,0
A Ala 2,3 9,7 6,0
\/ Val 2,3 9,6 6,0
L Leu 2,4 9,6 6,0
I lle 2,4 9,7 6,1
F Phe 1,8 9,1 5,5
Y Tyr 2,2 9,1 10,1 5,7
W Trp 2,4 9,4 5,9
S Ser 2,2 9,2 5,7
T Thr 2,6 10,4 6,5
P Pro 2,0 10,6 6,3
O Hyp 1,9 9,7 5,8
C Cys 1,7 10,8 8,3 5,0
Cys-Cys 1,6; 2,3 7,9; 9,9 51
M Met 2,3 9,2 5,8
N Asn 2,0 8,8 5,4
Q Gln 2,2 9,1 5,7

40



Aminosav PK,1 PK,, PK,3 pl

a-COOH a-NH;* R-csoport

savasak

D Asp 2,1 9,8 3,9 3,0
E Glu 2,2 9,7 4,3 3,2
bazikusak protonalt R-csoport

K Lys 2,2 9,0 10,5 9,8
R Arg 2,2 9,0 12,5 10,8
H His 1,8 9,2 6,0 7,6

memo: egy a-aminosav (de nem az ikerion) a konjugacid miatt er0sebb sav, mint a
megfeleld alifas karbonsav:

Q 0 0
\/H\ S
@
HaN HaN®
alanin kation propionsav (propansav) alanin ikerion
(PK,1=2,3) (pK,=4,89) pKp=9.7




5.2) Sav és konjugalt bazisanak egyensulya:

A H&H egyenlet levezetése:

K

a S) ® [H] [AT] ; [HA]
Ka: — —— [H]= T
HA A + H HA [H] =K AT
Henderson-Hasselbalch-egyenlet: ~log[H"] = ~logK, - |09%
[HA] [HA]

- FAL b - ok - g lHAL
pK, = pH + Ig([HAV[AT]) Pl = P00 gy P = P - oo

allitas: tehat a savi disszociacios allando értéke, a pK,, az a pH érték, ahol a sav félig
semlegesitett, avagy az anion ¢€s a protonalt forma koncentraciéja azonos: [HA]=[A].

indoklas (bizonyitas):
mivel pK,=pH
ezért 0 = log([HA)/[AT]),
azaz 1= [HA]/[A] s ez pont az amit allitottunk!

http://www.youtube.com/watch?v=hXLiubyd58Y 42



pK, = pH + Ig([HAJ/[A])

kérdés: mire j6 a Henderson-Hasselbalch _ B
o : e, 2 = Ig([HAV[A])

valasz: ha tudjuk egy ionizalhat6 csoport 100 = THATTA-

pK, értékét, akkor a H&H- egyenlet = [HAJIAT]

segitségével meg tudjuk hatarozni annak ot s

toltését, pontosabban a [HA]/[A-] értéket a i A

pH fﬁggVényében 9()6/( —Wcak acid Conjugate base —

gyakorlat: Allitsuk be pH-t a pK, ,,al4”
2 egyseggel: pH=pK -2,

ekkor a H&H szerint +2 = Ig[HA]/[AT]
azaz 100[A]=[HA], vagyis a funkcios
csoport ~99%-ban protonalt, s igy
annak kémiai jellege fliggvényében
toltése vagy 0, vagy +1.

Ha a pH=pK_,+2, akkor a H&H szerint

50%

-2 = Ig[HA]J/[A] azaz 0,01[A]=[HA], i

vagyis a funkcios csoport ~99%-ban &

deprotonalt, s igy a kémiai jellegének pK,2  pK,1 w sk Ene
fliggvényében toltése vagy -1, vagy 0.

Ha a pH=pK, akkor a H&H szerint A’ szabaly (K,=+2),
0 = Ig[HA]/[A] azaz [A]= [HA], vagyis a a protonaltsagi fokra ad jo 5

funkcioscsoport 50%-ban deprotonalt kvalitativ becslést.



A glicin titralasa, pl= (2,34 +9,6)/2=5,97

avagy a pH kontrolalt toltésallapotok: © 0

$ + @
NH, NH. NH. .
i_ & l"k-l l - p,\’... ] 4 (“\O H KLO.
CH, — (GH —_— CH,
COOH |, too- HN@® H3N ©

o | Y I N R
- Glycine 1 2 3 4 5 6 7

pH>11,5 akkor Iényegében mar csak
\ anion van jelen az oldatban.

pH=9,6 akkor az ikerionos forma 50%-a
mar az anionos formava alakult at.

2 pH=5,97 akkor az o6sszes kationos forma
atalakult, s csak az ikerionos forma van jelen.

pH=2,3 akkor a kationos forma 50%-a mar ikerion formava alakult at.

pH<1 akkor lényegében csak kation van jelen az oldatban. »
memo: pK, = pH + Ig([HAJ/[A])



Savas oldallanccal rendelkezo aminosavak

O O
HO OH" HO o OH™
OH H;0" o: H;0"
O HsN* O HsN*
aszparaginsav kationja aszparaginsav ikerionja
(pKalzza 1) (pI<a2:3 79)
O O
© B ©
o) o 2. o) o
O  HO O.
O  H3N* O HyN
aszparaginsav anionja aszparaginsav dianionja
(PK4379.8)

pl =" (pK,;+pK,,) igy az aszparaginsav izoelektromos pontja 2 (2,1+3,9) = 3,0

14.0

glutamic acid

I _’/ 12.0
- 3.7 4 10.0
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2.2

oo ns 1.0 1.5 20 25 3.0 35
Titrant Volume {eq) 00 1' 0 2' 0 310

0.5 1.5 25




Az aszparaginsav titralasi gorbéje: ———aSzparaginsay

0 equ. OH" — csak kationos forma  (pH<0,1
0,5 equ. OH- — 50% kat. és 50% iker. (pH=2,1
1 equ. OH — csak ikerionos forma. (pH=3,0
1,5 equ. OH — 50% iker. és 50% an. (pH=3,9
2 equ. OH-— csak anionos forma.  (pH=6,8%
2,5 equ. OH — 50% an. és 50% dian. (pH=9,8
3 equ. OH — csak dianionos forma  (pH>11,

. . O
ikerion |  ___----
HO -—0

_ 1.III| , 1.|5 z_lu
O HoN (OH- equivalents)
pl=(2,1+3,9/2=3,0

1 2 3 .-74
pKa1: 2,1 O//
HO

\

OH
O  H3N
@ ®
kation anion dianion

ﬂmss:—

(2,1 + 3,9)/2 (3,9 +9,8)/2



HsN

lizin dikation
LySZ+

ha pH<0,2

mivel pK;
ha pH=2,
50%Lys2

50%Lys

lizin ikerion
Lys
ha pH=pl =9.,8

HoN¢

pl =7 (pKa2+pKa3)

=12(9,0+10,5)=9,8

1.0 } 2.0
Fauivalentis of O™ added=—"
mivel pKas
ha pH=10;
50%Lys €8

H,N

lizin anion
Lys
ha pH>12,5




pl =72 (pK,+pK,3)

A Histidin titralasi gorbéje:
=1 (6,0+9,17) = 7,59

NN HN®

\ hisztidin diRation
\

mivel pKas
ha pH=9,1
50%His €s

\, hisztidin kation » /
His* 0, ! 1.0 2.0
[ OH™ (equivale ~

pH = (1,82+6,0)2 = 3,91//
7/
S
O. O.
"N H;N AT
\ y 3 N . N: 3
N \H Hisztidin ikerion """ hisztidin anion
His His™
pH = 9,17+15,0)2 = 12,09

ha pH = pl =7,59



10 A Histidin titralasi gorbéje:

pKy =
6.0

mivel pK,, = 15,0 ezért

ha pH=15,0 akkor
50%His- és 50% His2-

10 /N
OH (eq"~_’¢° hisztidin anion PN N

His N0
pH = 9,17+15,0)2 = 12,09

H,oN:

hisztidin anion
His2-
pH> 15



5.3) Az elektroforézis:

The distribution of charged species in a sample can be shown
experimentally by observing the movement of solute molecules in an
electric field, using the technique of electrophoresis.

Kisérleti kortiilmények:
For such experiments an ionic buffer solution is incorporated in a solid
matrix layer, composed of paper or a crosslinked gelatin-like substance.

A Kkisérlet kivitelezésének modja:

A small amount of the amino acid, peptide or protein sample is placed near
the center of the matrix strip and an electric potential is applied at the
ends of the strip. The solid structure of the matrix retards the diffusion of
the solute molecules, which will remain where they are inserted, unless
acted upon by the electrostatic potential.

Példa:
In the example shown here, four different amino acids are examined
simultaneously in a pH= 6.00 buffered medium.
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OC Power Supply Fredominant Species at pH=6.0
il
jIji[ MNH2
@ @ @ @ 02 o

HaM r?JH MH=z 0 &
(CHzﬁsH@ H3h—H

H O CHa
arginine pl=10.77 alanine pl=6.01

20 @

Q:.< MH= O
E =
B 5
H O
Cathode Lonic Matrix Anods ; ; , ;
Buffer Buffer aspartic acid pl=2.20 isaleucine pl=6.02

DC Power Supply

O J1[i]

: . Anode
= Tonic Matriy =
H=6.0 pH=6.0 Buffer

Cathode
Buffer P

Note that the colors in the display are only a convenient reference, since these amino

i 51
acids are colorless.



Megfigyelés:

1) At pH 6.00 Ala (alanine) and lle (isoleucine) exist on average as neutral
zwitterionic molecules and are not influenced by the electric field.

2) Arg (arginine) is a basic amino acid. Both base functions exist as "onium"
conjugate acids in the pH 6.00 matrix. The solute molecules of arginine
therefore carry an excess positive charge, and they move toward the
cathode.

3) The two carboxyl functions in Asp (aspartic acid) are both ionized at pH
6.00, and the negatively charged solute molecules move toward the anode in
the electric field.

Megfigyelés és kovetkeztetések:

It should be clear that the result of this experiment is critically dependent on the pH
of the matrix buffer.

1) If we were to repeat the electrophoresis of these compounds at a pH of 3.00, the
aspartic acid would remain at its point of origin, and the other amino acids would
move toward the cathode.

2) lIgnoring differences in molecular size and shape, the arginine would move twice
as fast as the alanine and isoleucine because its solute molecules on average would
carry a double positive charge.
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AN u =mozgekonysag
2/3 z = toltés
M M = molekulatomeg
k = koefficiens

Offord-féle szabaly:

Offord-féle szabaly gyakorlati alkalmazasa:

2/3
HA  ZA (MBj

Hrel :/u_B — Zn MA
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5.4) A peptidek és fehérjék toltésviszonyai:

PKas PKas PKas PKas
3.86 8.33 6.0 10.53
9.62 2.18
H2N—(|3H—CO—NH—(|3H—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—COOH
CH CH, (|3H2 ):\ ((|3H2)4
HiC' CHy (|)OOH | ‘N :NH |
SH SN NH,




The solubility of a peptides and proteins depend on the net charge on the surface of a protein.
The net charge depends on the pH of the solvent and the number and identities of the amino
acids that make up the protein.

The isoelectric point of a protein occurs at a specific pH when the positive and negative charges
balance each other out and the net charge is zero. At this isoelectric point a protein is least
soluble. For most proteins this occurs in the pH range of 5.5 to 8. A protein gets more soluble if
there is a net charge at the protein surface, since it prefers to interact with water, rather than with
other protein molecules. Without a charge at the surface proteins are likely precipitate and
aggregate.

There are many ways to transform protein aggregate into the proper solubilized state.
Depending on the state of the aggregated protein material and the sought after utility of the
solubilized protein material the solubilization conditions will likely require screening different
solubilization reagents (additives) and solubilization techniques. Appropriate analytical tools
are required to assess the progress of such an optimization trial.

Alternatively there are protein solubility optimization kits available now to help determine
optimal conditions for different proteins.

A helpful online tool to predict Protein Solubility starting from amino acid sequence has been
developed by the Univ. Oklahoma, School of Chemical Engineering and Materials Science.:

Prediction of Protein Solubility Recombinant Protein Solubility prediction from . It's very simple
to use.

http://www.biotech.ou.edu/
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6) Az aminosavak kémiai szintézise: a-aminosavak el6allitasa (pl.:

6.1) a modositott Gabriel-szintézis

O
COOCZH5
© ®  BrCH(COOC,H,) . NaOC,Hs
N K (82-85%) o~ SCHs
COOCzH5 (96-98%)
O

dietil-a-brom-malonat

ftalimid-kalium ftahmld malonészter o
o O CcOO
COOC,Hs
NaOH NH SCHj,
N SCHy;, —— COO
o o
COOC,Hs COO
O
COO@ COOH
@ )\/\ e
HaN SCH;
COOH

DL-metionin

Met)

HCl

—_—
(82-85%)
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memo: aminok eloallitasa R-X + 2NH; — R-NH, + NH,X ahol X=F, CI, Br

alkil-halogenid alkil-amin
Bruckner I/1 407. o.
gond: keveréket kapunk (R-NH,, R,NH, R;N és R,NX)
,Jfulalkilezodés™ primer szek. terc. kvat.
1. Primer aminok eldallitasa:
(Gabriel-féle szint. 1887) O 0 0
OH
N-@ + Br—R ﬁ N-RZHZO ftalsav
K@ OH
O 9] O
ftalimid-kalium N-alkilftalimid + R-NH,
2. Szekunder aminok el6allitasa: o
@)
// /
HaC—C , H3C—C cc. HClI CH3-COOH
\ + RBr ———» —_—
,l\l_R Il\I—R fozés R'R-NH
Rl
H szekunder amin
primer savamid szekunder savamid

3. Tercier aminok elodallitasa:

szekunder aminok reakcioja alkil-halogenidekkel. =



6.2) Strecker-szintézis

©
o) CN COO
HCN | H;0" | ®
)L NH, ; R NH2 H>0O, ho R NH3
R H H 4
o-amino-nitril DL-o-aminosav

A Strecker-szintézis mechanizmusa:



6.3) DL-aminosavak rezolvalasa

COO~ COOH
(CH5CO),0 deacilaz enzim
R > R
*NH, NH
racém elegy
@)

N-acil-aminosav

memo: a legtobb enzim ,,zsebe” enantio-
specifikus felismerd képességgel

rendelkezik. CH'R,A,L RQUNDUP




6.4) aszimmetrikus szintézis:

CH30 COOH
= X
H, ‘
N NHCOCH;  [(Rh(RR)-DiPAMP)cod] 'BF,~
CH3COO katalizator
H30"
—_—
100% kitermelas L-DOPA
95% enantioszelektivitas (S)-3,4-dihidroxifenilalanin

(R,R)-DiPAMP
(R,R)-1,2-bisz[(2-metoxi-fenil)-fenil-foszfino]etan cod
rédium kiralis liganduma 1,5-ciklooktadién 60



COOH
\

NHCOCH;

katalitikus
aszimmetrikus hidrogénezés
83% enantioszelektivitas

(1) H, / (R,R)-PNNP-Rh(I)

97% enantioszelektivitas
atkristalyositas utan HOOC

H,N  H

COOCH,;

(2) CH;OH, H" . A-

aszpartam

S-fenilalanin-metilészter L-aszparaginsav

N
@/@ @@

(R,R)-PNNP
N,N'-bisz(difenil-foszfino)-bisz[(R)-1-fenil-etil]etiléndiamin
rodium kirdlis liganduma

Y



Y

[Rh(nbd),]CIO, [Rh( )(nbd)]CIO, + nbd

kiralis rodium-komplex

H3C,

\
\\\\\\

(CgHs)oP P(CeHs)2 5

nbd
2,5-norbornadién

(R)-1,2-bisz(difenil-foszfino)-propan

COOH COOH COO™
Y H, - \‘/ (1) OH", H,0, h3 \‘/
[R( )(H)2(CoHsOH),I* (2) Hy0" j

NHCOCHS, NH, "NH3

2-acetilamino-propénsav N-acetil-L-alanin L-alanin
90% enanetioszelektivitas

COOH COO™
R X (1) H, / [R( )(H),(oldészer),]* Y

(2) OH", H,0, hd -

NHCOCHS; X *NHa
(3) H30
(2)-3-szubsztitualt L-aminosav
2-acetilamino-propénsav 87-93% enanetioszelektivitas
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