
NH3 CH C NH CH C

Q1

O O

NH CH CO

Q3Q2

.... NH CH

Qn

COO:

N-terminális C-terminális

Ikerionos szerkezet

Peptidkötés (amidkötés)

...–Tyr–Gly–Gly–Phe–Leu–...

... NH CH

CH2

C NH CH2 C

OH

NH CH2 C NH CH C NH CH O

O O O O O

CH2 CH2

CH

H3C CH3

YGGFL

aminosavsorrend, aminosav-szekvencia, szekvencia,
primer struktúra, elsödleges szerkezet

...

Variációs lehetôségek:   20n

Konstitúció



1. Izolálás (extrakció, HPLC, SPE, CE, PAGE)

2. Hidrolízis + Aminosav-analízis

3. Redukció és alkilezés

    N- és C-terminális meghatározás

5. Fragmentálás + elválasztás + szekvenálás

6. Adatelemzés (Data analysis)

4. Lépésenkénti lebontás (szekvenálás)

Szekvenciaanalízis

2. Hidrolízis + Aminosav-analízis

G V F E D T A C S EG G E A F G

A –  2
C – 1
D – 1
E –  3
F –  2

G – 4
S – 1
T – 1
V – 1

Aminosav-összetétel Probléma
Rokonszerkezet
Ionos jelleg
Oldékonyság
Eltérö arányok
Detektálás



6 N HCl, 110 ºC, 24 óra, vákuum

Spackman, D., Stein, W.H. & Moore, S., 1958 (Nd 1972)

20 fehérjealkotó (proteinogén) aminosav

Ioncsere-kromatográfia, IEC
Kationcserélö gyanta
150 x 2 cm
pH 3.25, pH 4.25 (0.2 N Na-citrát)
15 cm x 2 cm
pH 5.28 (0.35 N Na-citrát)

Mini reaktor: Ninhidrin-reakció

Detektálás: ninhidrin, 570  nm (Pro 440 nm)
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Ninhidrin-reakció

Ruhemann-bíbor, 1909



3. N- és C-terminális meghatározás

F

NO2

O2N

1-fluor-2,4-dinitrobenzol
FDNB (F. Sanger, 1945)

NH–CH–CO–NH–CH–CO–...

NO2

O2N

Q1 Q2

DNP-aminosav

2,4-dinitrofenil-aminosav

fehérje

SO2C l

N(CH3)2

fehérje NH–CH–CO–NH–CH–CO–...

Q1 Q2

SO2–

N(CH3)2
1-dimetilaminonaftalin-5-szulfoklorid
Dansyl, (B.S. Hartley, 1956) Dansyl-aminosav

4. Lépésenkénti lebontás

(szekvenálás)

Lépésenkénti lebontás (P. Edman, 1956)

Fenilizotiocianát, PITC

PTC-peptid

Feniltiokarbamoil-peptid
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4. Lépésenkénti lebontás (szekvenálás)

ATZ-aminosav
2-Anilino-3-...-tiazolin-5-on

2. lépés
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RP-HPLC

6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

-2.00

-1.80

-1.60

-1.40

D N

S

Q

T

G

E

H

A

R

Y
P

M V dptu

W

F

I

K
L

500 fmol PTH Standard

dmptu

pmtc

dpu

Procise™ cLC
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PTH Signal Comparison



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30

99.9 99.8 99.7 99.6 99.5 99.4 99.3 99.2 99.1 99.0 98.0 97.0

99.0 98.0 97.0 96.1 95.1 94.2 93.2 92.3 91.3 90.4 81.2 74.0

95.0 90.3 85.8 81.5 77.4 73.5 69.8 66.3 63.0 59.9 35.8 21.5

90.0 81.0 72.9 65.6 59.0 53.1 47.8 43.0 38.7 34.9 12.1 4.23

85.0 72.2 61.4 52.2 44.4 37.7 32.0 27.3 23.2 19.7 3.88 0.76

80.0 64.0 51.2 41.0 32.8 26.2 21.0 16.8 13.4 10.7 1.15 0.12

75.0 56.3 42.2 31.7 23.7 17.8 13.4 10.0 7.51 5.63 0.32 0.02

70.0 49.0 34.3 24.0 16.8 11.8 8.23 5.76 4.03 2.82 0.08

65.0 42.3 27.5 17.9 11.6 7.54 4.90 3.19 2.07 1.35 0.02

60.0 36.0 21.6 13.0 7.80 4.70 2.80 1.70 1.10 0.60

55.0 30.3 16.6 9.20 5.00 2.80 1.50 0.84 0.46 0.25

50.0 25.0 12.5 6.30 3.10 1.50 0.78 0.39 0.20 0.10



5. Fragmentálás + elválasztás + szekvenálás

Proteolitikus enzimek (endopeptidázok)

Tripszin —  Lys, Arg karboxilvégén
Kimotripszin  — Tyr, Phe, Trp, Ile
Lizilendopeptidáz — Lys
Pepsin — hidrofób

Kémiai hasítás

CNBr — Met

6. Adatelemzés (Data analysis)

Aminosav-összetétel (aminosav-analizis)

N-terminális felöli  lebontás (<100)

Fragmens-szekvenciák (Peptidtérkép)

Átfed! peptidek



N-terminális

— For
— Ac
— Glp
— Mirisztoil

Foszforilezés –OPO2OH
— Ser
— Thr
— Tyr

Glikozilezés

— Asn

— Ser
— Thr

N-glikozil

O-glikozil

Diszulfid-kötés — Cys —S—S—

Poszttranszlációs módosítások

Ion source

MS-1 He

MS-2

FAB

ES

Tömegspektrometria



Indirect fehérjeszekvencia

DNS-szekvenciából


