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1) Amid kotés hidrolizise és szintézise

cél: az alifas karbonsav és alifds aminok kondenzacids reakcidjahoz hasonldan,
a peptidszintézis soran is egy mol viz eltavolitasa a cél, addicios eliminacio (Ady + E)
reakcidlépések soran.

@) O @) R’
® @® - H,O @ ©
H3N + H3N —_— H3N O
Og Og T
R R' R H @)

aminosav aminosav dipeptid

megjegyzés: valoban az oligo- ¢és polipeptidek
szintézise soran amid-kotésenként 1 mol vizet
vonunk el, am ennek megvaldsitasa nem
trivialis: ,,az 6rdog a részletekben rejlik™.
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//.O: /Q H®vagy OH@ :ﬁ: /Q
R—C\ + NH\ R—C—N + H,0
OH Q N

ahol R, Q, Q' lehet H vagy alkilcsoport

megfigyelés: A reakcié nem megy, ha szoba homérsékleten és pH ~7 —en probalkozunk,

ugyanis ilyen koriilmények kozott nem acilezés, hanem s0képzés megy csupan végbe:
oY

oS
\ N
@ H foleg
.0
| 0 ®

HiC—C—0: + NH,
kérdés: hol van a disszociabilis proton? - Vissza megy az Y2 negativ O-atomra, vagy
- a N-atom nem-koto elektronparjara megy?
valasz: kvazi kvantitativ mdédon a N-atomra megy a proton.

L 1o ? Q magyarazat: a nagyobb ,,e” vonzd oxigén
y ® | atomtorzs a sajat nemkoto 2 ,,e”-parjat jobban vonzza,
R=C . < H— :'T—H mint teszi azt a semleges N-atom. Viszont ekkor a N
O e Q mar nem nukleofil és ezért nem lesz A, reakcio, s

végeredményben nem lesz acilezés. (Kajtdr 384)



y,
H—C< T
el e
H H H H
2 120 1 \
R—C< T
0o H—-(l) ------ H——Cl): ------ H——(|) H—T@—H
120 H H | H
ovatosan hevitve
. 120 - 3H,0
P
R |
b R H—NC-D—H ammoOnium acetat ionkristaly
.o |
120 H
O ovatosan tovabb hevitve
/ * -H20
rR—c”
acetamid KIHZ
memol: tudjuk hogy sok "
fehérjeépitd aminosavnak 5<pl<6 *
koril van az Ip értéke, tehat ha 10
4,5<pH<6,5 kozott van a kozeg, 8
B pH
akkor az NH, csoportok zome 6 0

valdjaban NH;*, (,,22” szabaly) 4 \HJ\OH

tehat nincs nukleofil a e

rendszerben! o

0 0.5

;Z',}Ka1 =23

memo: vizes kozegben a sok proton csak egy
kicsit vandorol, s a kapott 0j ,,rendszer” (acetat
plusz onium s0) Osszessegeben nem csak a
protonnak, de az dsszes tovabbi
komponensnek (H,O) is kedvezé allapot,
nincs ,,hajtoereje” az amidképzésnek.
(Kajtar 397)

mMemo: persze ovatos hevités mellett
lehet ugyan amid-kotést 1étrehozni, de ez
nem egy szintetikusan jarhato ut!

kérdés: mert ,,j0” ez a
0 helyzet?

\HJ\‘T valasz: mert ,,tiszta”
vizes oldatban (5,5<pH<
7,5), de sejtes
korilmények kozott
(pH~7) az aminosavak
nem fognak spontzin4
kondenzalodni!

1.0 1.5 2.0

Equivalents of HO™ .



A kondenzaci6 mellett a vizkilépés (hidrolizis) sem spontan folyamat fizioldgias
koriilmények kozott (pH ~7), tehat a peptidek (és fehérjék) stabil rendszerek lehetnek
sejtekben, vagy akar vizes oldatban.

Vizzel az amidok (pH ~7) alig hidrolizalnak:, sokkal lassabban mint a hasonl6 észterek

megfigyelés: Az -F-F-F-G- peptid esetében pl. a Gly 25°C—-on 7 éves
felezési idovel hidrolizal le. (3.10° s1). JACS, 1988, 110, 7530

Lehetséges mechanizmus amikor nincs (se H* se OH") katalizis:

i ©
R—C—NHQ (f|3 0 .
C R— (|3—I\1I)-IQ — R—C|3 + NH5Q
"O—H D0—H S
| e :

amid és viz karboxilat és onium



Amidok Itigos hidrolizise (kivaléan megy); vazlatos mechanizmus:

O CO@ o)
e [
R—C—NHQ R—Cc-L-NHQ R—C + NHQ
C b7 le
Q) ),
tO0—H
amid és hidroxidion karboxilat és amin

Amidok savas hidrolizise (kivaloan megy); vazlatos mechanizmus:

@ @
O Y H —H
[ H® G Hz0
R—C—NHQ > R—C—NHQ =—=
protona as aqadicio
,0:)
H
(|)H.. +H,0 (|) . C|)H..
R—CI:—NH—Q — R—(|3—NH—Q = R—CI;—NH—Q -
proton-transzfer
®OH, @ OH> OH |
tetraéderes .. J = ,
intermedier /O\ /O\ memao: tehat a
H H H H TSP ;
hidrolizis eredmenyes
H ha a pH nem neutralis!
@ H O
.O/ (" H
H/ ~ H
OH (= oY @ o NH:=Q
e - 1 5
== R—C—NH—Q =— R—Cll—NHz—Q R—C *



2) Amid kotés Kialakitasa: preparativ lehetosegek

aktivalt karbonil vegyiilet , . L, .
= Az eredményes szintézis nem a
Q aktivalas sj 5 ﬁ karbonsavon, hanem egy aktivalt
R—C—OH ——> R—C—X <=—= R—C + HX karbonil vegytleten keresztiil
C NHQ trténik, ahol X elektronszivé és jo
+ NH Q : 14 14 14 /4
Karbonsav 2 amid tavozo csoport! (cél: 6+ fokozasa)
2 1) savkloridok: aktivalt karbonil vegyiilet
@) O (@)
aktivalas | (\
C. \Ha
karbonsav + NHyQ amid
0 Ady 0 E P
red = r=d | = RO
S @0—H aP—H
% |/—\ |
) c—s—cl Cr—s ol
. r,r J4 CI/S@ <Q@ O
memo: a savklorid eldallitasanak o
vazlatos mechanizmusa (Ady + E): L) Ady © E L
R—C\“ —> R—CIZTJ?—SOCI — R—C\
o T 0
Ty -4
el ;ZJ o)
(SO, + HC)




2.2) savanhidridek:

aktivalt karbonil vegytilet

memo: A két

O O 0 0 _
aktivalas 8++|| e ﬁ& [ karbogllnak Ie:\g}/en
R—C—OH — /C_O— N <—— R—C + HOCOR' jelentOsen eltéro a
R R’ ILHQ pozitiv polarozottsaga
karbonsav + i\iH Q R'= elektron ,
2 Kiilds pl. ‘Bu amid
2.3) aktivészterek: aktivalt karbonil vegyiilet
O ) O
aktivalas || ('\ ”
R—C—OH ——> R—C—OR'" =—= R c|: + HOR'
C. AHa
karbonsav + NH,Q .
amid
. , @) O@ ®)
memo: a fentiekkel analog Q] ~ H,0 I
forditott reakcid az amidok e R_(|3_N"'Q R—C + NHQ
alkoxidin (MeO-, EtO") mint (e O—CHs ocH; on
bazison keresztiili hidrolizise, O—CHg
észter koztiterméken at. amid és alkoxid SEHCKT 68 EllT
o) :'(j% 0
N |~ |
R—C—O0OCH; = R—C|:—_OCH3 R—|C * HOCHj
% O5H o
O—H
) ) karboxilat és aq kohol
eszter es
hidroxidion




Minden szintézis termodinamikai ,,lejt-menet”:AG<0 Kkell legyen

reaktansok termek
o ~ A
AG <0 . AG >0
termék reaktansok
v
Termodinamikai szempontbol a Termodinamikai szempontbol a
szintézis ,,veégbemehet” szintézis nem mehet végbe

. B-eset, a reakci6 nem mehet végbe!

H;C—C—OH el - %

NH—CH, 9



Minden szintézis termodinamikai ,,lejt-menet”:AG<0 Kkell legyen

reaktansok termek
o ~ A
AG <0 . AG >0
termék reaktansok
v
Termodinamikai szempontbol a Termodinamikai szempontbol a
szintézis ,,veégbemehet” szintézis nem mehet végbe

: A-eset, a reakc10 végbemegy!

Cl Cl NH—CHj, 10



A termodinamikai ,,lejt-menet” sziikséges, de nem elégséges feltétele a reakcid
bekovetkeztének!

A reakciogat magassaga is fontos!

AG* alacsony AG* magas

Ha magas a gat, alklamas katalizator segitségével csokkenthetjiik azt!

AG* magas AG* alacsonyabb

katalizétor‘
(enzim) m

\ 11



3) Aminosavak osszekapcsolasa: egy eredményes, de rossz stratégia

cél: az -Ala-Gly- dipeptidet eldallitasa:

® © (1) socl
HN. _coo V%R N o
\|/ 2) HNY__COO"

H-Ala-OH H-Ala-Gly-OH

memo: ténylegesen a termeklista sokkal bovebb; az Ala-Gly dipeptid mellett tovabbi
peptideket kapunk még: H-Ala-Ala-OH, H-AIa-AIa-GIy-OH H-Ala-Ala-Ala-OH, stb..

1) SOCI
HaN® COO- (1) 2 N )
COO_ COO_
2 H3N COO~

A

% ) v oo % H( e

magyarazat: az ac1lezoszer a H-Ala-Cl , nem csak a Gly-t de onmagat is acilezi, és
igy megjelenik az oldatban a H-Ala-Ala-Cl acilezdszer ami tovabb acilez és igy.....
megoldas: a C-terminalis aktivalasa ¢és az N-terminalis védeleme.
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cél: elvben az -Ala- és a -Gly- 6sszekapcsolasa 4 di- és 8 tripeptidet eredményezhet

memo: ha ,,egy listben” aktivaljuk SOCIl,-vel mind az

Ala mind a Gly komponenseket akkor még tobb a
lehetséges termekek szama:
memo: N-term.: @™ ¢sf™  valamint

aktivalt C-term.: O és O

A lehetséges dipeptidek szama: 2°= 4:

A lehetséges tripeptidek szama: 23= 8:



4) Polipeptidek elvi szintézismenete: a -C-B-A- tripeptid szintézismenete:

Jelmagyariza S K

:= N-terminalis véddcsoport

l kapcsolas

™  :=szabad N-terminalis N-term.
hasitas

:= C-terminalis véddcsoport

O := szabad C-terminalis

l kapcsolas

N-terml majd C-term. hasitas

g c la o = ’



4.1) N- és C-terminalis védécsoportok

4.1.1) Az N-terminalis (az aminocsoport) védelme:

O

P

O Cl

7-Cl

benziloxikarbonil-klorid

régies neve:
klorhangyasav-benzil-észter

W

~o

Boc,0
di-terc-butil-dikarbonéat

A

Boc-Nj

terc-butoxi-karbonil-azid

Fmoc-Cl

9-fluorenil-metil-oxikarbonil-klorid

15



4.1.1) Az N-terminalis (az aminocsoport) védelme:

A Boc-védocsoport kialakitasa:

(|:H3 O CH3 (T /
HoC—C—0—C—Ns + HN— — HeC—G—0—C—N
CHj H CHs H

+ HN3

pH ~8-10

16



Memao.
-Boc-Cl, nem igazan j6 mert bomlik
- Boc-Njigen jol hasznalhat6 4m robbanékony
- Boc,0 (Boc-anhidrid) bar dragabb és ,,pazarld” mégis igen kedvelt.

VLY
/\ )J\ )J\ /\ + Hzl\] R OH7 )k / /\ + C02
@) @) @) 25°C OH

Boc,O H
di-terc-butil-dikarbonéat aminosav Boc-csoporttal
terc-butil-oxi-karbonil-csoporttal
veédett aminosav

véddcsoport eltavolitasa l HCI vagy CF;COOH / ecetsav, 25°C

:< + CO, + H,N—R

A Boc-védocsoport eltavolitasa:

- savas hidrolizissel
- H,-nek (Pd/C) ellenall (tehat a Z- védelemre ortogonalis)

- bazisoknak is ellenall (tehat a Fmoc- védelemre ortogonalis) o



A Boc-védocsoport eltavolitasanak (a hasitasanak) mechanizmusa:
(savval-kivaltott (vagy elektrofil) eliminacio)

H
l+H@ . peptid

| |
H3C—C—®—C—T—

H—/EIJHZ Fli
i + bazis
CHj,
| H,
H3C_C O=C=—=0 + N—

\\CHZ H

18



Az Fmoc-védocsoport kialakitasa:

Az Fmoc-védocsoport eltavolitasa:
- 20% piperidin (szerves sec. aminok) /DMF eltavolithato

- savas kozegben stabil, tehat a Fmoc- ¢s a Boc- védelem ,,ortogonalisak”

19



Osszefoglalas: az Fmos-véddcsoport bevitele és eltavolitasa:

O Cl
O O
@ (1) Na,CO; / dioxan
OH

oldallancon védve

= O - =
: (2) H;0* :
R R
Fmoc-Cl aminosav 1x
; . o, . véddcsoport
9-fluorenil-metil- sziikség esetén eltavolitasa \ < :NH
, DMF

oxikarbionil-klorid
(@)

HsN

+ CO,

00)

@
+ )¢
O
O]



Az Fmoc-védocsoport hasitasanak mechanizmusa:
(bazissal- (nukleofillal) kivaltott eliminacio):

. peptid

memo: a hajtoerd oka,
hogy a kialakul6 anion
esetében az aromacitas
kiterjed a mol. egészere



A Z-védocsoport kialakitasa:

@) @)
)L )L R
L) - -~
o Cl piN—R 2L, 0 N
25°C | -
n . H + ClI
aminosav
) ) Z-Cl _ ) Z-csoporttal
benzil-oxi-karbonil-klorid benzil-oxi-karbonil-csoporttal
védett aminosav
A Z-védocsoport eltavolitasa: 1 A
védocsoport | eltavolitasa
lHBr / (hideg) ecetsav le / Pd
Br
+ C02 + H2N—R + C02 + HQN_R

22



4.1.2) A C-terminalis (a karboxilcsoport) védelme:

Metil- etilészter kialakitasa és hasznalata:
- reakc10 sdsavas metanollal (etanollal),
s kapjuk az aminosav metil(etil) €észter hidroklorid sojat
(tipikusan kristalyos vegyiilet)
- SOCI, + alkohol j6 alternativa
Eltavolitas: - nem hasitja: HBr/AcOH, TFA, katalitikus hidrogénezg¢s, ...
- eltavolitas elszappanositassal (veszelye a racemizacio)

Benzilészter kialakitasa és hasznalata:

- Tos-OH (para-toluolszulfonsav) és benzilalkohol
eltavolitas: -HBr/AcOH vagy HF, TEMSA (trifluor-meténszulfonsav) vVagy
katalitikus hidrogeénezes O

N O)J\R H, ! Pd N )T\
D T N

benzil-észter
Terc-butilészter kialakitasa és hasznalata:

reakcid izobutilén (cseppfolyésitva) savkatalizis (H,SO,) mellett 23
hasitas: TFA



4.1.3) Védett aminosavak aktivalasa: pl. X= p'nitmfeni|'é§2t€r
pentafluorfenil-észter

- aktivészterrel: pentaklorfenil-észter

O Q N-hidroxiszukcinimid-észter

Boc-Aaa—ONp Fmoc-Aaa—OPfp
7< Bodanszky M. o R FKisfaFludy L. (Schén L)
0 /[\ )_/<
© E o F
F F

© o észter

) R o
/[\ in situ
O N i aktiv
\ o)
H l
N

(GYOKI) N
Case Western Reserve Fmoc-Aaa-OBt Ny 24

- - - T '- . . , N
Uviversity, Columbus, OH N-hidroxi-benztriazolil észeter \



- karbonsavaziddal:

Boc-Aaa—N,

memo: metil- vagy etilészterbdl hidrazidon at
készitjiik a savazidot. Az elso 1épés tehat bazikus
koriilmények kozott megy, amely koriilmeények
kozott viszont nem stabil az Fmoc-véddcsoport, s
ezert hasznalunk Boc- védelmet az N-terminalison.
O R
/‘\ :: O
S0
H

memo: az azidcsoport 2 fontos hatatarszerkezete:

25



- karbodiimiddel:
vagy mas ,,vizelvono” szerrel:

DCC: Diciklohexil-

karbodiimid
N™ 8- IN>8—/
I I
C o++ C O++
l,\ll\éSX ll\,l>8\
DIC: Diizopropil-
karbodiimid

A peptidkapcsolas menete:

Fmoc-Aaal—OH

l Q-N=C=N-0Q

Fmoc-Aaal—O@ +

|

Fmoc-Aaa-0O

QO NH C=N-Q

®
0 NH=

:

H N-Aaa —-OR
2 2

Fmoc-Aaa;-Aaa,-OR

+ O-NH

| Q-NH-C=N-Q |

C=N-Q

®

—ﬁ—NH—Q
0

26



A DCC-s kapcsolas

¢s mellekreakcioja:

O-acil-urea
labilis, ezért
tovabbalakithato

H U
labilisabb \X

O-acil-urea
egy aminnal reagal

|

R—Z/N\X

N-acil-urea
stabillabb, ezért
inaktiv
(melléktermék)

27



4.2) Az oldatfazisu peptidszintezis:

- A karboxilcsoport aktivalasa majd ,,kapcsolas” vegyesanhidriden at,

o0 (1) (CoH9;N H o 0
| AN
N ) N )k
7~ 7~
Z OH )L Z o) OC,Hs
Cl OCyHs
N-terminalison R klérhangyasav- R hidrid
védett aminosav etilészter vegyes anhidri
O
H @) @) H @) R'
DS '
O‘R" 11
N _N OR
Z o) OC,Hs R Z NH
R R @)
N -terminalison védett, N- és C-terminalison védett
C-terminalison aktivalt dipeptid

aminosav

+ CO, + C,H50H
28



- A H-Ala-Leu-OH dipeptid oldatfazisa szintézise:

O
o
(1) (C,Hs)sN
OH", 25°C ) (2) CICOOC,H;
H-Ala-OH 7-Cl 7Z-Ala-OH
benzil-oxi-karbonil-klorid
O
)J\ O OC5H5
O H \H/ H-Leu-OH
O @)
7-Ala-vegyes anhidridje CO, + CszOH
T O
N
H,oN OH
H2 / Pd O
O
H-Ala-Leu-OH
Z-Ala-Leu-OH
+ + C02

memo: a modszer jO, a kapcsolasok szelektivek, de a total szint. lassu (2-3 nap).



Robert B. Merrifield
(Nobel-dij: 1984)
a szilardfazisu peptidszintezis
kidolgozoja (1963)

Boc—NH—?H—COO_ cs’ o+ ClCH2—®
Q1

l Coupling ll l
| Deblocking Ili Bocl NH—?H—CO—O_CH2_®

Q1

Coupling l l Boc- Re

lDeblocking Ill Boc— —NH—(ITH—CG O—CHz @
T\ )
Final cleavage 30
3,4, ....n

4.3) Az szilardfazisu peptidszinteézis:




- A Szilardfazisa peptidszintézis:

Jelmagyarazat:

:= N-terminalis véddcsoport

O := hordoz6 gyanta + linker

O .= szabad C-terminalis

™ :=szabad N-terminalis [

helyes szekvencia (j6 peptid)

2 o [ c‘-O~

2 - )- O
hasitas s o [
9 o [ — "o
a o

qQ
hibas ,
szekvencia BN O 31




- A Szilardfazisa peptidszintézis:

N-termindalis védocsoportok:

¥ )
Boc-stratégia H;C—C—O0—C—-+~N—C—C O
(Bzl-tipusu oldallanc védelemmel) (|3H | H ”
3

H @)
hasitas hasitas
TFA HF

— O R

HH, | |
. C —O—C—+N—C—C
Fmoc-stratégia | H
(terc-butil oldallanc - H O

védelemmel
) \ / hasitds DMF-ben hasitas

TFA
H-N )
20%

0

N-term. Boc védelme azért kellemetlen mert a hasitas soran 0jra meg Gjra keletkeznek
terc-butil-karbokationok, amik alkileznek itt is ott is, valamint a savas pH-ra az oxidabilis,
aminosavak (pl. Trp, Met) érz¢kenyek . Ezert alakitottak ki az alternativ Fmoc stratégiat.



- A Szilardfazisa peptidszintézis:

Gyantara kotott ,,linker”

@O @JOH

I
N
HO ~Fmoc

R

diizopropilkarbodiimid 1. lepes
+ dimetilamino-piridin;DMAP (10%)

Y 0 T
( ) \O N 2. lépés
C O)K( Fmoc

R

l piperidin / DMF 3. lépés

O

@)

T
N
HO ~Fmoc

R

. . N 5. lépés
diizopropilkarbodiimid
+ HOBt

C-terminalis (Fmoc-csoporttal védett)
aminosav kapcsolasa a gyantahoz

Mosas

Véddcsoport eltavolitasa

Mosas

A kovetkezd (védett) aminosav kapcsolasa

33



@ ‘Q—\ )‘ﬁ/ \H)\N/Fmoc 6. lépés Mosas

I_

p1per1d1n / DMF 7. lépés Védocsoport eltavolitasa
4-7. lepés ismetlese Tovabbi aminosavak kapcsolasa
l trifluor-ecetsav Utolso lépés A polipeptid hasitasa a gyantarol
@) R' O
HO N
o | e
- dn

memo: a modszer j0O, a kapcsolas szelektiv, az eljaras gyors (2 ora /ciklus).

34



- A Szilardfazisa peptidszintézis: Osszefoglalas

Fmoc-A;-COOH + gyanta

l DIC+DMAP

i
Fmoc-A4-C-O-gyanta

l piperidines hasitas

i
NH»>-A4-C-O-gyanta

lf Fmoc-A,-OBt

O

Il
Fmoc-A,-A4-C-O-gyanta+ HOBt

l piperidines hasitds --

7
NH»>-A»-A4-C-O-gyanta

:0:

.. ro
Fmoc-A,~C— \ aktiv észter

Memao.

In situ

HOBt
N -hidroxi-benztriazol

\
OH

A szinteézis
befejezo 1épéset:

Y hasitas a gyantarol

/ védocsoport eltavolitas
¢/ kromatografias tisztitas
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- A Szilardfazisa peptidszintézis elonyei és hatranyai:

Makroporusu gélmatrix
Heterogén fazisa reakcio elvben lassu

Nagy reagens felesleg (3—7x) miatt draga, de
vegiil 1s gyorsabb mint az oldatfazisu

Konnyt feldolgozas

Automata szintetizalo kesziilék
Ribonukleaz (124)
20-25 1épés/ aminosavankent, hozam: 17%
HPLC
Kitermelés (>99,9%)
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- A Szilardfazisu peptidszintézis elonyei eés hatranyai:

Kitermelés (%)
egy- egy lépés esetén

Elméleti hozamok egymast kovetd reakciolépések utan:

1 2

3

,,kapcsoldsok™ szama

4 S

6 [ 8 9 10

99,9 100 100 100 100 99 99 99 99 99,0
99,0 98,0 97,0 96 95

95,0 90
90,0 81,0
85,0 72
80,0 64,0
75,0 56
70,0 49,0
65,0 42
60,0 36,0
55,0 30
50,0 25,0

86
/3
61
51
42
34
28
22
17
13

82 77
66 59,0
52 44
41,0 33
32 24
24,0 17

949 93 92 91 90
/4 70 66 63,0 60
53 48 43,0 39 35
38 32,0 27 23 20
26 21,0 17 13 11
18 13 10,0 7,51 5,63
12 8,23 5,76 4,03 2,82

18 12 7,54 4,90 3,19 2,07 1,35
13,0 7,80 4,70 2,80 1,70 1,10 0,60
9,20 5,00 2,80 1,50 0,8 0,5 0,3
6,30 3,10 1,50 0,78 0,4 0,20 0,10

20
98,0
81,2
35,8
12,1
3,88
1,15
0,32
0,08
0,02

30
97,0
74,0
21,5
4,23
0,76
0,12
0,02



4.4) A peptidszintézis biotechnologiai atja:

Az E.coli sejtben
torténo fehérje-
kifejezés attekintése:

IPTG: Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

[ @& O],

felszaporitas minimal taptalajon 0,8 OD -ig
(NH,CI és D-Glu) kb. 8 6ra
Indukélas IPTG-vel, beindul a
klonozott gén 36ra PTG

CH2 OH CHy
0 I
HOC S— CHCH3

oH

OH

centrifugalas, sejtfeltaras

(fagyasztas, ultrahang, reagensek)

Lizozim,
Streptomycin-
szulfat
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Az E.coli sejtben

torténo fehérje-
kifejezes attekintése:

His-tag alapon tisztitas (Ni2* oszlop,
majd imidazol)

l dializalas

= d UBK-Te5b UBK-Te5b
Dializis zacské gk o
N -m-y~ ' mlo._—. ~YUH
Koncentrdlt oldar |~ . :

lacsony ionerejis
puffer

§

Tc6B —— Absorbance at 280nm
1 "
dete  Dializis equilibrium

1 hasités
J HPLC tisztitas o
ol Ul , . J

) e

ADsoroance

s\

ZIEI

12004
LN W]
- 10004 e UBI i
il
h 1
[N
S— 1} |
e il YUl |
= I N

1IE- ' ZIE-
Elution time (min)

39
memo: az eljarassal hosszabb peptideket és fehérjéket is gyorsan el tudunk allitani (3-5 nap).




5) Peptid analitika

5.1) az aminosavosszetétel meghatarozasa: .9
HsN O@
. 0 2 hidrolizis L e
P| H3N H NH O@ ’ NH3 atin LH?
O o)
((:Hz))4 0 c00® g .
NHY | oszlop- wpaagisa
lizil-valil-aszparaginsav , COO
H-Lys-Val-Asp-OH kromatografia
O
HsN o
A peptid hidrolizisét (6N HCI/24 éra) O s0C lzin
kovetden az aminosavakat kationcserélo Hﬁ/<CHz>4
gyantat tartalmazo oszlopon folyatjuk at. o
Az aminosavak itt a bazikus karakteriik O % 6
szerint k6todnek meg (adszorbealédnak). e, valin
A legbizikusabbak tartozkodnak  az O o2 0©
oszlopon a legtovabb, azaz érkeznek le a © .
legkésObb. ®
(pl. Dovex-50 gyanta) O 505 s o
aszparaginsav

coo” 40



Egy kationcserélo abszorbensen az oszlopozas utan az aminosavak elucios profilja:

Asp (pK_,= 3.9 és pK ;= 9,8)

ezért pH=7-nél sok anionos, Lys (pKy= 9,0 pKp= 10,5) ezért
sOt mar kevés dianion forma PH=7-nél Z(_)mmel a kationos
is jelen van az oldatban forma van jelen az oldatban
(H&H szabaly) \ (H&H szabaly)
4
! 4
- a2 »
£ * :
ke

A
WiEL
= 3

ARG

J'(i—\pnu
—

] [ 1 i L L ] L I
0.0 10.0 0 3.0 400 500 EBOLO 0.0 BOO 850,00 100,
Hinutes

Val (pK,;= 2,3 pK,,= 9,6) ezért
pPH=7-n¢l zommel az ikerionos, s
egy csipetnyi anionos forma van
jelen az oldatban (H&H szabaly)

az aminosavak elvalnak egymastol, a savasak a legkordbban, a neutralisak 41
kozeépen, mig a bazikusak a legvégén ,,jonnek le” az oszloprol.



Kationcserélo abszorbensen novekvo Na* konc. mellett elualodd Asp, Ser és Lys*

Sample S— —
containing [
several 1
amino acxds
o [ <
Elution | — > >
column The elution process
conaining f separates amino acils
canon- into discrete bands
exchange
resin beads Fluant emerging
from the column
is collected
5 :
e N v B e ¥ anse W - o B P 4 €3 4T3
1]
)
LSI=I=r=1=1 B il ol Bl
\ v J Lys
Some lractions
do not contain
aming acds

(a) (b} (c) Asp, the Jeast
pposas 'd’.d". sed
amino acid, is
eluted first




Az aminosavak szetvalasa egy anioncserélo gyantan: s a savasak késobb, a
neutralisak kozeépen, mig a bazikusak ,,jonnek le”” az oszloprol a legkorabban.

Amino Acids by Anion Exchange Using The AminoPac® PA1 Column
Detection: OPA
3 Flow Rate: 1.0 mLmin
3 Eluent Conditions: E1: 28 mM NaOH /
= 8 mM NayB40;
< = £2: 70 mM NaOH /
" £ 20 mM Na28,07
£ E3: 160 mM NaOAc
E4: 320 mM NaOAc
& Regenerant: 0.56 M NaOH /
=, 0.64 M Boric Acid
< = =
o B8 =
&
5 £
g =
= o F
E |
= - B
ia 3 $
o (=8
of %
LMY VW
I I I I
= B e o
I | 1 1 | I 1 I |
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Minutes
18883




@) @)
+ H,0 OH
. O = -
- H0 OH
(@) O

indan-1,2,3-trion ninhidrin hidrat

@)
Amax = S570nm
memo: Pro és Hyp maskeént reagal a ninhidrinnel; a kapott termék mashol abszorbeal:
0 O
N+
2 © — 2H,0 C
+ H2N+ + CO,
O COO~ ©
44

O sarga, mint a gyanta



5.2) az aminosavsorrend meghatarozasa: a szekvenalas

cél: a peptidekben az aminosavak sorrendjének meghatarozasa.

memo: mar egy dipeptid 2 aminosavja is kétféle sorrendben szerepelhet;
pl. a Gly és a Val alkothatjak a Gly-Val ¢és a Val-Gly variaciokat.

(egy aminosav-sorrend képez egy variaciot)

valil-glicin
VG

r y 4 ryr ey e gy , Itl: '! Itl:
n elem k-ad osztalyt ismétléses variacidinak szama: 1; T =1
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- Az Edman-lebontas:

Rl
L) OH_
N—C—=S H2N etc. ———
+ T pH 9
fenil-izotiocianat @)
T |
savas
N\C/ N N etc. hasitas
. )
| F|| ! Pehr Victor
Edman
jelolt polipeptid @)
i} ) (1916 - 1977)
H H
| | ho R
[\] N C/N N R atrendezodés N\
\ C—NH
| /
S
e} feniltiohidantoin (PTH)
— bl i = HPLC-vel azonosithato
1nstabil intermedier
+ tautomerek
R’ :N=C—O0O—H = H—N=—/—=C=—7=0
HaN* etc. ciansav izociansav
(@] :N=C S H e H—N=—=C=—=S
egy aminosavval . er . e e
révidebb polipeptid tiociansav izotiociansav
memo: akar egy 60-as peptidet is ezt Syl ma,
, LS4 . 0 o oo , . de so61 form4jaban
meg lehet igy szekvenalni, izotiocidnsav-észterek  R—N=C=S il vegyillo
. . alkil- és arilizotiocianatok
fragmensein keresztiil. (mustérolajok) R=Me, Et, Ph




Az Edman-lebontas javasolt kémiai mechanizmusa:

@ @C:S @ savas H Hl O R
. ) 0 R' (.N_(l::S o R’ hasitas ,L IL

HQN etc. H(LNGD etc. : Q\C/ N
fenil- T OH- : T (g R IL
izotiocianat R H O pH 9 R H o

'
etc.
0]
I hatarszerkezetek

T T H H H H
L R N N R D eer q | | R
N \(|3 szfe N N R e g\o/N
®
H
é P ° OH | o: é: o)
© OH S 3 5 A
® | ’ @ HN HN
el +H HN '
' -~ R' R
R R
O O o)
etc. o etc.
ste. etc.
_ H@
H _
H H
2l w L e 0
e N’\C N - .
\ m ho N
S S atrendezodés \ .
o) S->N acil-transzfer /C NH
C) S O 74
o) NH; _

S
feniltiohidantoin (PTH)
H,0 HPLC-vel azonosithato
: R’

Tovabbi részletek a

47
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Standard PTH-aminosavak; azonositas RP-HPLC

Procise™ cLC

500 fmol PTH Standard

E
I Q W K L
-1.40 s T A F
G dptu
|

-1.60
dmptu

-1.80

-2.00 \J

6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

pmtc

2.1 mm Column Technology

| 500 fmol PTH Standard

-0.20
-0.40

-0.60

-0.80

4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

RP-HPLC: reverse phase high performance liquid chromatography



- A Sanger-féle ,,szekvenalas”: NO2
az N-terminalis as. meghatarozasa F o HN
+
R
O,N
2,4-dinitro-
fluorbenzol
NO, ||4
N

/ k 02N
& y
Frederick Sanger

1958 Nobel-djj
Az inzulin szekvenalasa

NO, T o)
N
OH +
R
O,N

jeldlt N-terminalis aminosav
elkiilonithetd, majd azonosithato

memo: Sy2 aromas

o-komplexek

jelolt polipeptid

O R'
. OH
N HCO,
_—
| — HF
_H o], 3
polipeptid SnAr reakeid
of R ]
LOH
N H;0"
| R
H o) 24h / 6N HCl
- -n
— - -
&,
® o)
HsN
O
- -n

az 0sszes tobbi
aminosav keveréke
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1.48

[ [ r BG3
6) Peptidek NMR jellemzése: ﬂ HBC\ a7 H
C -
"“x__ﬁ\ f,,.-"
1.84M3C |\|l Y CH33 05
Egy diamid becsiilt B o
1H
¢S J“l
13C kémiaieltolodas-értéke: M
A
g'é'ﬁ‘é‘épémd’é’
29.2
28.0 1??3|| Eﬂﬁ(‘; ainl 29.2
S~ “a
w403 29 2
28.0" l [
28.0 H

" 180 160 140 120 100 @ 80 e @ 40 2o T 0

PPM



Egy tripeptid jellegzetes H kémiaieltolodas-értéke:

3.65 Via Hp,
o I1_.|48C %'.19?’ /OH eIbentt
3 4.71 H2C 4.62 8,03 Szeptett
IR \ g H 6 db. Hy
: N miatt
HsC ITI
1.84
H 3 db. Ala
A 3 NH, elvben 8.03 Hp, rendre
kiilonbozniiik dublett a
kellene \ Hao miatt
s
6 db. Val
“U Hy, rendre
dublett a
Houtk nem-csatotnak az 7 / lill = HIp miatt
NH-:val, ezért kvartett, / /{ h 5.
triplet és dublett a jel N |
8 7 6 4 3 2 1 0
PPM
Ser CH, dublett Ser-OH
dublettje (Ha ¢€s vélhetdleg 51
OH-k miatt

lecserél



Egy tripeptid jellegzetes 13C kémiaieltolodas-értéke:

17.9 61.4 OH
O Hj C H2C
H H
\\
17070\ /C 171.7 N 2.0 \\1720 I
H3C N 710 592 “CH
529 311 3
26.2
CH
H C fhs
180 160 140 120 100 80 60 40 20



7) Néhany érdekes oligo- és polipeptid:
7.1) A glutation (GSH):

H,N— CH— COOH

- tripeptid
- 1Zopeptidkotés T GSH
- redox rendszer: 2GSH «—GSSG T I
/C—NH—CH—C—NH—CHZ_COOH
H-Glu(Cys-Gly-OH)-OH © CH
uon °H - 2GSH: a
— Lu— s\,H redukalt forma
Cys—Gly—-OH . T
C___NH_CH—ﬁ—NH—CHZ—COOH
CH, O
CH,

H,N— CH— COOH

GSH
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H,N—CH—COOH

CH,
CH, c”)
O/C§NH—C|3H—C—NH—CH2—COOH
ki
S
| GSSG
S
I
[
0 . .
kc——NH— CH- C—NH—CH,— COOH Glutation reduktaz
T . Fiziologias szerep:
CH, - Aminosav-transzport
H,N— CH— COOH a sejtmembranon at
- scavenger/ gyokfogo
- Fe2*/hemoglobin
GSSG: az oxidalt forma - redukaloszer

A redox folyamatért a glutation reduktaz enzim felel
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A Glutation biologiai szerepe: a méregtelenité metabolizmus része

Az oxidalodott aflatoxin nukleofil szubsztitiicios reakcid soran kapcsolodik
a glutationhoz, s igy joval polarisabba valik az alapmolekula. A mar vizoldhato tioéter kitiriil a szervezetbdl.

coo © 0

ZT

®
glutation H3N N COO
(y-glutamil-ciszteinil-glicin) H

Sn

reakcio a glutation felnyitja
az epoxid gyarat

— COO@

O
N enzimes epoxidalas N
H OCHj ("aktivalas") HER f‘\N/\COOO
H
O
aflatoxin B1 O g o
@)

gOTb[ft;('jtl szarmazo aflatoxin B1-glutation adduktum
metaboli

HO//III:,. H




7.2) Két oligopeptid-hormon:

2.1) Az Oxytocin

gorog eredetll sz0, jelentése gyors sziilés

H—(,Zys Tyr lle

Gln

—Cys Asn

Pro—Leu—GIly-NH,

® méhizom-0sszehuzodas

- az agyalapi mirigy hatulso lebenyében tarolodo,
- a hipotalamuszbol érkez6é hormon.
- regulélja a simaizmok mukodését,

- felhasznalas: sziilés meginditasaban (ma is napi rutin).

2.2) Antidiuretikus hormon (ADH)
régi nevén\Vazopresszin

H—Cys—Tyr—Rh

| \

Gln

/

AsN

D

—Cys
|

Pro—Arg—GIly—NH,

© antidiuretikus hatas
viz-yjrafelvetel a vesébe

© vérerek 0sszehuzodas
vérnyomas-szabalyozas
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Az oxitocin és a vazopresszin elsodleges szerkezete:

H—Cys—Tyr——1Ile
| \ oxitocin
Gln
——Cys Asn leucin
Pro—lLeu—GIly-NH
Y NH
O HN o
>—/ o)
HoN
N
HoN O
O S—S NH o
NH o) NH,
(@)
O NH
HN HN
HO O
izoleucin NH2
O

H

HNY

NH,

fenilalanin

H—Cys—Tyr—Rhe

| \
Gin

—Cys Asn

Pro—Arg—Gly-NH,
vazopresszin
HN

arginin
ngﬂ ﬁzs
NH,
O
O
HN

NH,



Az oxitocin

)

& Hormone

1953 izolalta és Bioszintézis, szallitas és

szintetizalta az kapcslédas
OXitOCiI}_tf amiert 1?5 5 Az oxitocin inaktiv formaban
Nobel-dijjal ismertek el szintetizalodik az 6t szallitd
neurophisin I a OXT génrdl.
Az inaktiv prekurzor fehérje
tobb enzimatikus hasitas sordan
hidrolizalodik kisebb
darabbokra; igy az aktiv
oxitocin nonapetiddé. Az
oxitocin receptorhoz, amely
egy GPCR-hez (G-fehérje

kapcsolt receptorhoz) kotddve
A neurophisin I-hez kapcsolt fejti ki hatasat.

oxitocin ,,szallitas” kozben.




7.3) Az inzulin: - a hasnyalmirigy hormonja,
- a cukor metabolizmus szabalyozoja

Preproinzulin

33-peptid
Proinzulin

23-peptid

Sanger (1953) elsdnek (10 év munka)
a marha inzulint szekvenalta meg.

Inzulin:
ha inzalin: - A ¢s B lancok
a szarvasmarina imzulin. ,—\ ) AZ as. 6SSZCtétel
A-lanc HoN-GIVEQCCASVCSLYQLENYCN-COOH ¢s a hossz fajfliggd

B-lanc HoN-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA-COOH
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- Az Inzulin felfedezoi:

Frederick Grant  John James

Banting Richard Macleod
1923 megosztott orvosi Nobel-dij
az inzulin felfedezeseért

A monomer formaban aktiv inzulint
szervezetiink hexamerként tarolja. (6
His imidazol gytrije koordinalodik a
Zn-ion koré, harom-fogast
szimmetriaval.

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
60



