9. Eléadas

Peptidek,fehérjék



Peptidkémia

1901 E. Fischer : Gly-Gly

1932 Max Bergman és
Leonidas Zervas :
Benziloxi-karbonil csoport

1963 B. Merrifield :
Szilard fazisd peptid
szintézis

1988 A. Furka:
Kombinatorkus peptid
szintézis

El6zmények

v

Analitikai kémia

1923
Fritz Pregl :
Mikroanalitika

1969 Cs. Horvath:
Analitika/preparativ
HPLC

Elektroforézis

Rontgen (X-ray)
krisztallografia

NMR

Tomeg
spektrometria

Protein kémia

1945 F. Sanger :
.Sanger reagens”
(M-tremindlis)

1948
W.Stein és S. Moore :

Aminosav 0sszetétel
(ninhidrin)

1950 P. Edman :
Protein szekvendlds

1952 F. Sanger :
Inzulin primer
szerkezete

1962

M. Perutz, A. Kendrew
Mioglobin térszerkezet



A peptid kotés: amid kotés
(E. Fischer, 1902)
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N-termindlis H Fe C-terminalis

Dipeptid: 2  Oligopeptid: 2-15 Polipeptid:  >15

.AZ aminosavakat 6sszekapcsolé kétés a fehérjékben:
karbonsav amid k6tés." ¢ Fischer, chem. Z. 26: 939 (1902)

(peptid: a gorog nentidia, .emészthetd")

Nobel dij (1902) "in recognition of the extraordinary services he
has rendered by his work on sugar and purine syntheses".



Peptid szintézis: a probléma
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H,N - CH - COOH + H,N - CH - COOH 20,
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Keverék, alacsony konverzio, oldallancok



Megoldas
A koncepcid: véddécsoportok és aktivadlds
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Ql—NH-|CH-C\ + H,N-CH-CO0OQ? —
| - HX
. X
0
/
— Ql-NH-|CH-C-NH-(TH—COOQ2 —
R
0
/

- H-NH-CIH-C -NH-(T‘H—COOH

R

Egyféle termék, magas konverzio

Kovetelmények

1. Védécsoportok - egyszer( beépités, egyszer( eltdvolitas
2. Hatékony aktivdlds, kapcsoldsi reakcio



Négy lépés

4.1. Védett (N-, C- és oldallanc) aminosavszdrmazékok

HoN——CH—COOH H,N——CH—COOH

|
R l / R’ \
Q—HN——CH—COOH HzN_(l:H_COOQ vagy HzN—TH—Coo

FL R- R-

4.2. A C-termindlison ..aktivalt" aminosavszdrmazék szintézise
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HN cHl C//
N
R
~ v
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4.3. Kapcsolas o l

/

Q—HN——CH—C—HN——CH—CO0Q  vagy

R R’
?H c// HN CIH CO-O

4.4. Védocsoportok eltdvolitdsa

H,N—CH—CO—HN——CH—COOH

R R'



1. Véddcsoportok

.All modern work in Peptide synthesis employs the following
approach: the amino group of one amino acid is first
stabilized by the introduction of a protecting group R, the
carboxy group is modified so that it is capable of coupling,
and finally the R group is removed to produce the finished
peptide. The difficulty lies in finding a suitable group R,
which can be removed so gently that the peptide is not
significantly attacked.”

Bergman, M., Zervas, L.: Berichte Chem. 65, 1192 (1932)

Kovetelmények

Konny(i és hatékony beépiilés.

A peptidkotés érintetlensége a beépités/eltdvolitds alatt.
Tobb mint egyféle eltdavolitdsi lehetéség.

Nincs racemizdcio.

A melléktermékek egyszer( és konnyd eltdvolitdsa.

A reakcidk szobahémérsékleten menjenek végbe.

oo hwn

Csoportositds

1.  N<-védécsoport
2. Co-véddcsoport
3. Oldallanc védécsoport



Ne-amino csoport védelme

1. Benziloxi-karbonil (Z)
Bergman, M., Zervas, L. : Berichte Chem. 65,1192 (1932)

Beépités
0

||/\ _HCI

CH,—O0—C—Cl + H;N—CH—COOH ——»

R

Benziloxikarbonil klorid

0
< > [
— /N —CHz—o—c—HN—cle—COOH

R

Benziloxikarbonil aminosav

Eltdvolitds

Hz/ka'r
< HBr

Lewis sav (Me;SiT)

+ H,N—CH—COOH

R



2. 1-Butiloxi-karbonil (Boc) Carpino, L.A. et al. JACS (1957)
Beépités  ch, 0

CHs C @) C N3 + H)N—~CH—COOH ——

CHs R
terc-Butiloxikarbonil azid
CHs ﬁ
— CHs cI: O——C~—HN——CH—COOH + N,
CHg R

terc-Butiloxikarbonil aminosav

Hz/kGT
M s bdzis
¥

HaC_
+ T _SC==CH, + HN——CH—COOH
H,C

Eltavolitas

R
3. 9-Fluorenilmetoxi-karbonil  carpino, L.A. et al. TACS 92, 5748 (1970)

Beépités

0
-HClI

CH,—0—C—cl + H,N—CH—COOH ——»

— Q'

L, Cb— 0 C—H\— COOH
Eltavolitdas O |

L)

R
HZ/kaT = bdzis
/ (20% piperidin/DMF)
részleges N\

CH, + H,;N—CH—COOH
sav ,
R



Karboxi védelem

Eszter kotés kialakitdsa

Bedpités HO_C@
Hy -H,0

H,N—CH—COOH  +

R
Cl—C
H,

Eltavolitds

Hz/kClT.

bdzis
(pl. NH,)

H,N——CH—COOH

HoN——CH—COOH H,N——CH—COOH R
+
R R
+ H—C
H@ a— i
H, _

toluol benzil alkohol



Oldallanc védelem

-OH védécsoport

(Ser, Thr, Tyr) CHa O
H3C*{_}v’\/\f‘v
Benzil(éter) (Bzl) terc-Butil (éter) (+-Bu) O

Tritil (Trt)

Imidazol védécsoport
(His)

HN (,3H CO O
C’:HZ HsC O o

@ ®

NH 4-Metiltritil (M)

g H
Guanidino véddécsoport CHs

(Arg)

4-Toluolszulfonil (Tos)



2. A C-termindlison ,aktivalt" aminosavszarmazék
szintézise

A karbonsav szarmazékok aktivitdsa
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0 0 / 0
// // R—C
R—C > R—C > \ > R—< >
\ \ 0
o N3 / OR
R—C
\O Aktiv észterek
@) 0 M. Bodanszky, 1955;
J. Kovacs, 1967;
> R S R L. Kisfaludy, 1973
OH NH,

Szdarmazék szintézis

O Cl Cl O
/ /
Q'-NH-CH-C + *o g Q'-NH-CH-C
| \OH Cl Cl | \OX
R R



3. A peptidkotés kialakitdsa

Aktiv észter (S\)
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az enantiomer datalakuldsa enantiomer keverékké
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Racemizdcio
Az enantiomer dtalakuldsa enantiomer keverékké
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A racemizdcio és a kormeghatdrozas

(IZOOH
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CH,
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Szintézis stratégiak
Szegmens kondenzdcié

Q-NH /L -cox mn{\Nco-o  @-nH —{O[O}-cox Hn{ [ F-co-q
N J 1N J
Y Y

Q- NH —CO-Q Q-NH —O|O —CO-Q

Részleges hasitds /

y aktivdlds Részleges hasitds
Prot - NH — CO-X H,N—O |O —COo-Q
\ J
Y
Qe-n — L/ INN\JoJo —co-q
Hasitds

/

H.N— 1/ IN\I\J]O |0 — COOH

Lépésenkénti hosszabbitds (a C-termindlison)

Q-NH —{/] O-X H,N —CO-Q
Q-NH —] - Co-0Q
| Részleges hasitds /
y aktivdlds
Q-NnH /] }-co-x H,N—O |-co-Q
Q-NH —/ Ol—co-q

e&c .



A szildrd fazisd peptid szintézis fobb szempontjai
A. A szildrd felszin

1. Tartalmazzon reaktiv csoportokat funkcionalizdldsra

2. Peptid-polimer kotés hasithatd legyen

3. Stabil legyen a szintézis koriilményei kozott

4. A peptidlanc hozzdférheté legyen az oldészer és a reagensek szamdra

B. Véddcsoport kombindciok

1. Peptid-polimer kotés stabil legyen a szintézis alatt

2. .,Atmeneti" védécsoport az a-amino csoporton
3. .Allandé" védécsoport az oldallancokon
4. Hatékony hasitds.

Véddécsoport kombindciok

S L

a. N* véddcsoport (.atmeneti")
b. Oldallanc véddcsoportok (..dllandé")
c. Gyanta-peptid kotés




Boc/benzil stratégia - Merrifield mddszer

CH3

OCO-NHv™»»\»»n~» CHwa CO —0CH;, @—@
CH3 l

J S

— Erds savakra érzékeny
N\ / (HF, TEMSA)

Fmoc/t-butil stratégia - Sheppard médszer

7 X
N _
H\— 0CONHA (|:H«W CO_OCHZ_Q_OCHZM ©_®
CHZ \
/ CH3 I—CHJ\
CHs TFA érzékeny

Bazisra érze¢keny
(piperidin / DMF)

Osszegzés

Solid phase Eull q
I Functionalized II - i ‘ ully protecte “
polymer peptide synthesis .~ peptide-resin

deprotection

Characterization cleavage peptide-resin

enzyme digestion purification

AAA - l Purified peptide ll PP R— | Crude free peptide !l
HPLC

MS (control by HPLC, AAA, etc.)




Szintézis ,formak"

Multiple

VAN

Keverék Parhuzamos

v

Kombinatorikus
vegyiilet tarak

T-bag szintézis
Tldhegy - modszer
Folt szintézis (1988)
Fotolitografia/csip

Ve

Mit taldlhatunk a szintézis .nyers” termékében ?

- Célpeptid(!)

[ Ac-DEFGHIK

| Ac-HIK

Rovidebbek
Hibds peptidek (

<

Peptid

P

y minus

\ Hidnyosak ABCEFGHIK (minus D
| ACDEFGHIK (minus B

\. Részlegese .szabad"peptidek

Scavengers

1 Védécsoport szarmazékok

Minden mds.....

Nem-peptidek



Kombinatorikus szintézis: keverés-osztas elv
Furka et al. Int. J.Pept. Prot. Res. (1991)
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Kombinatorikus szintézis: parhuzamos
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Bevezetett peptid gydgyszerek

Els6 generdcid

Mdsodik generdcid

Oxytocin (L)

ACTH (1-24) & (1-39) (L,S)
Vasopressin (L,S)

Insulin (E,SS, R)

Glucagon (E,SR)

Calcitonins (L,S,R)

TRH (L)

Gonadorelin (L,S)

Somatostatin (L,S)

GHRH (1-29) & (1-44) (S)

CRF (Human & Ovine) (S)
Cyclosporin (F)

Thymopentin (L)

Thymosin Alpha-1 (S)

Secretins (Human & Porcine) (E,S)
Parathyroid Hormone (1-34) & (1-84)(S)
Vasoactive Intestinal Polypeptide (S)
Brain Natriuretic Peptide (R)
Cholecystokinin (L)

Tetragastrin (L)

Pentagastrin (L)

Eledoisin (L)

Ui generdcié
Abarelix (L),

Cetrorelix (L)
Ganirelix (L)
Eptifibatide
Bivalirudin (L)
Copaxone (L)
Techtide P-289 (S)
Cubicin (F)

Fuzeon (H)
Ziconotide (S)

Carbetocin (S)

Terlipressin (L,S)
Felypressin (L,S)

Buserelin (L,S)

Deslorelin (L,S)

Goserelin (L)

Histrelin (L)

Leuprolide (L,S)

Nafarelin (S)

Tryptorelin (L,S)

Lecirelin (S)

Lanreotide (S)

Octreotide (L,S)

Atosiban (L)

Desmopressin (L,S)
Lypressin (L)

Ornipressin

Pitressin (L)

ACE Inhibitors (Enalapril, Lisinopril) (L)
HIV Protease Inhibitors (L)

Pramlintide (S)
Exenatide (S)
Icatibant
Romiplostim
Degarelix
Mifamurtide
Ecallantide
Liraglutide
Tesamorelin
Surfaxin
Peginesatide
Carfilzomib,
Linaclotide

L = oldatban; S = szildrd hordozdn; E = extrakcid; F = fermentdcid; H = hibrid szintézis;
R = recombindns szintézis; SS = semi-szintézis.



Els6 generdcio: az elsdk

V. du Vigneaud Il
(Nobel dij 1955) -
NH., o
O _—HH a
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, ﬁ
| |
Oxytocin

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,
Szerkezet: 1953 du Vigneaud | |
Szintézis: 1954 du Vigneaud

Vasopressin

ACTH
(Adrenocorticotropic hormone,
corticotropin) (1-39, 1-24)

H-Ser!-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-
-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-
-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Leu-Ala-
-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe3’-OH

Szintézis (1971):
Bajusz, Kisfaludy, Medzihradszky




Uj generdcid
Antibakteridlis szerek: kélcsonhatds gatlok

2

iy HIV binding via |

Enfuvirtide - \\ % cell surface receptors |
36 aminosav, ' '

HIV fdziégdtld, antivirdlis |
(kotédés a gp4l fehérjéhez) | | B

Ac-Tyr-Thr-Ser-Leu-Ile-His- | H\‘i» N O
Ser-Leu-Ile-Glu-Glu-Ser-Gln- | "2 S SRR
Asn-GIn-GIn-Glu-Lys-Asn-Glu- |~ &8
GIn-Glu-Leu-Leu-Glu-Leu-Asp- | eI
Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn-
Tr‘p—Phe—NHZ

http://www.usermeds.comi

Daptomycin (Cubicin)
Lipopeptid antibiotikum (Gram pozitiv)
13 aminosav, D-aminosav, nhem természetes aminosav

o

N-decanoyl-L-Trp-L-Asn-L-Asp-L-Thr-Gly-L-Orn-L-Asp-D-Ala-L-Asp-
Gly-D-Ser-threo -3-methyl-L-Glu-3-anthraniloyl-L-Ala[egr]l-lactone



Fehérjék
1. Kotéstipusok a fehérjékben

2. Fehérjék szerkezete

3. Fehérjék szerkezetének meghatdrozdsa

3.1 Izoldlds, tisztitds - homogén minta elédllitdsa
3.2 Kimutatds, minéségi/mennyiségi meghatdrozds

3.3 Primer (elsddleges) szerkezet meghatdrozdsa
- aminosavosszetétel
- aminosavsorrend
- N-termindlis aminosav
- C-termindlis aminosav

3.4. Térszerkezet (3D) meghatdrozasa
- szekunder (mdsodlagos)
- tercier (harmadlagos, szupermdsodlagos)
- kvaterner (negyedleges)



1. Kotéstipusok a fehérjékben

Kovalens Amid _CO - NH -
Diszulfid -§5-5-

Nem kovalens

Hidrofab,
Van der Waals

H-hid
(inter és intra)

Disulfide bridge



2. Fehérje szerkezet

Primer

Mdsodlagos

Alfa-hélix Béta redézott réteg Béta-kanyar

Tercier Kvaterner

s ~

hem
csoport

constant
domain (C)

@ Encyclopadia Britannica, Inc.



3.1. Fehérje izoldlds - gélelektroforézis
(egy- és ketdimenzids)

1234 (5678
mMw* =
. . s
egydimenzios e
Miwhe A g O
Minta “g‘ﬁ.‘;ﬁ
helke T R2 2
(- )——ﬂ A_lﬁ s
! i E _ggggg’s" kD
o o e W s a8 s
S SRR v»{;‘;;er"‘/asko
:, : - : -~ “ : ‘r ggg’.'/33ko
Sesvam e ~
s = B B v * s
5 SRS s i A Y
G s i heee
i x § 4R

Salmonella thyphimurium
kétdimenzids SDS-PAGE, 200 ng protein, 3,5 x 0,8 cm

- —
[yoelektromos Fokymales 2
T 4 -

-

Autoradigram, 2D, E. Coli proteinek, 10 ng,
14C jelzett aminosav a tdptalajban, 2,3 x 1,3 cm, exp. 825 h



Gélelektroforézis

Ge;l késgj‘rcjis  —>  Elvdlasztds —>
Mintaeldkészités

A komponensek
kimutatdsa, dokumentdlds

Vegylilet Képlet Feladat
0
. H e : .
akrilamid u>:\/u NHy polimerlancok
o O . 1
NN metilen-bis- A\, /Ny P keresztkotes
akrilamid
. o
sl H. Z¢ s '
N,N,N',N' - tetrametilen- \L N i gyokfogo
etilen-diamin (TEMED)
CHy
ammonium 8. L 5502, iniciator
perszulfat @ ¢ - ® i
"My 0 0
A reakcié
o o lgl C
Inicialas Q 0 '
9 2y ”'\ o . N
= — —> 0-S-0D-CH NH,
o~|s}—9\+/-_/ N, H z .
0 O \STAeT|
Lancnovekedes 0 -

|

\
\\STP\RT\ +owox -‘=/\“"z — STP\QT‘[‘{CHz’CHZ}hCHl—CHL
i

Lancletores CoNH,

CoNH,y

|
s T
STAQT]‘(C”nV‘C“z%CH =0 vagy REWONGINAGY



Egydimenziés
gélelektroforézis

(méret szerint)

HelLa sejtmag
fehérjék

Swiss-Prot
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3.2. Fehérjék kimutatdsa, mennyiségi meghatdarozdsa

a) Amino csoport kimutatds
b) Peptidkotés kimutatads

b1) Biuret préba b2) Lowry-Hartree
Reagens: CuSO,/NaOH Reagens: biuret + Folin-Ciocalteu-reagens
(3 H,0xP,05x13 WO,x5 MoO; x 10 H,0)
O R O R O
Ny
\N 7H \N/ H ~
A = 540-550 nm H \\‘_Cuzx H % = 720-750 nm
HAN L HAN L He
—7 Ye—¢” So—cC
I |1 | — Cuz* —> Cul*
R O R O R
NaOH

c) Oldallanc kimutatds [Bradford reagens (trifenil-metion)]

CHy HyC
ll:zf“s. i I“:“s
@ + OO0
Mal,5 @ S0y~
Bdzikus vagy aromds aminosavat

HH

tartalmazo fehérje :

OC;Hy

# S

fehérje - festék
A =595 nm

Coomassie G-250




3.3. Primer szerkezet

3.3.1. Diszulfid-hid felbontdsa

S—
S S® S®
neo (A, R)
_
ox (<) ;
S® e
S ®S
0
—NH—?H——C—
CH,
(9\ = ‘H S
S
s
—NH—CH—C—
A / CH,SH
+ 2 HSCH,CH,0H B/, (IL‘HOH
CIIHOH
merkaptoetanol CH,SH
} . . S0;
ditiotreitol (FH"' 0
R . A <e: —NH—CH—C— -~
CIH2 (cis-oH)
?CHZCHQOH }I{ g~ "\ OH
i | | ° >
SCH,CH,OH + + s\/L - :
i '
NH
CH, O i ?
i N st CHCH,CH, —S—CH; + HCOOH
(]30
C mddszer = peroxi-ecetsav i ReoooH
mellékreakcié --- Met oxiddcid .
|
e i
CHCH,CH, — S—CH,
o 9
Met - szulfon




3.3.2. Aminosav osszetétel meghatdarozdsa
A. Hidrolizis

© @)
NH,-CH c// HO/6MHCl | C//
2— ) g - - - -
: \ 105 °C 2 2 \ + NH, C|H COOH
NH-CH-COOH OH cH,
Gly-Al licin
T CHs ? alanin
|
CH‘< >—503‘ RCHCOOH
1 4 H NH,*
B. Elvalasztas, 2 .
szdrmazékképzés :@‘soa RE‘:{;OOH
H‘< :>—503‘ R”CHCOOH
H, iH;
(I:H SO;~ R’"(EHCOOH
NH,*

|

Typical result given by an automatic amino acid analyzer. [Reprinted with permis-
sion from D. H. Spackman, W. H. Stein, and S. Moore, Anal. Chem. 30,
1190°(1958). Copyright by the American Chemical Society.]

- <+ e ¢ - & T I  © - 3 s o
1.0 1 Hcysteic methionine sulfone—,_1 — threonine 1 | 1
acid s T
glycine 3
glutamic i —alanine
«» 05 acid I
204 -
8 e aspartic serine |
g 02 | 1 acid | 5 cystine
proline (\
"IN MIVAILS i
: |

Effluent, ml 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

<r. 150-cm column, pH 3.25, 02N Na citrate J><ﬁ

- e r > 4
1 methionine —_— lysine T
10— =3 ne iatid
leucine T NHg
05 s —
S04 phenylalanine | arginine_|
Lol * ‘
S03 tl_-yosmef\
i "N \ \
o1 \ \ 1] 1
| L JUUN\L
330 350 370 390 410 430 450 470 490 50 70 90 110 130
15-cm column, pH 5.28, 0.35N Na
pH 4.25, 02N Na citrate > citrate

Ioncseré§ (oszlop)kromatogradfia, Rockefeller Intézet, 1950
Gyanta: vizben nem oldodé polimer SO5- csoportokkal
Detektdlds: ninhidrin reakcié, A = 570 nm



B. Szdrmazékképzés és elvdlasztds

Szdrmazékképzés: o-ftdlaldehid
Elvdlasztds: HPLC, Detektdlds: A, = 360 nm X, = 455 nm

0
'l N\ CH
> CH CH, CH,—OH
Il R
0 + — — | _
R \N—CH—COO
o + | _
H;N—CH—CO0O0
7
>
[8) 5
F S o £ 3
o ¢ O ‘e
QS < S
2,0 >
z
N
Z\L
B =
o)
D o @
< S
wi ] &
<

Lys

WULJ U UL JUU \Jm

1 I ] = ol
Hunkapiller et al. Science, 1984




C. Szdarmazékképzés D/L-aminosav meghatdrozdsdra

NO2
*
NH—(IZH—CONHZ
CH3
*
2N + H2N—C|3H—COOH
E Q
1-fluor-2,4-dinitrofenil- (D,L)
5-L-Ala-amid
(FDAA)
pH 9,0; 10 perc
NO2 « NO2 %
NH—CH—CONH; NH—CH—CONH>
CH3 CH3
O2N O2N
* *
NH—CllH—COOH NH—(|3H—COOH
Q Q
D,L-szdrmazék L L-szdrmazék

HPLC elvdlasztas



3.3.3. Aminosav sorrend meghatdrozdsa

A. N-termindlis
Al. Sanger reakcio,

Nobel dij,
1958 (inzulin) és
1980 (oligonukleotid szekvendlds
F. Sanger, P. Berg, W. Gilbert)

F. Sanger (1918- )

NO 2 NO?
2 F NaHCO, NH-CH—CO -
+ HON—CH—CO- ——» |
4 I|2 R + HF
O2N O2N
1-fluor-2,4-dinitro benzol
! R
0oN O2N + aminosavak
2 4-dinitrofenil fehérje 2 4-dinitrofenil aminosav
A=254 nm

Mellékreakcié: Lys e-aminocsoportja



A2. 1-dimetilamino-naftalin-5-szulfonil klorid
(Dansyl-klorid, Hartley, 1963)

H3C\N/CH3
OO + NH,-L-K-A-D-P-N-R-F-G-A-D-L-COOH
*
O:?:O
iy H3C\N/CH3
bazis
OO pH 7,5-8,0
O:?:O v +HCI
NH-L-K-A-D-P-N-R-F-6-A-D-L-COOH
*
H3C\N/CH3
6 M HCI
OO hidrolizis
0=5=0

NH-Leu-cOOH + K, A, D, P, N, R, F, 6-COOH

*

(Dansyl-aminosav) A 4=360 nm
A =480 nm

* Mellékreakcié: Lys e-aminocsoportja



B. C-termindlis

NH,-L-K-A-D-P-N-R-F-6-A-D-L-COOH

+ HN - NH,

90° C
20 -100 6ra

v

‘NH,-L - €O -NH-NH,, *NH;-K-CO-NH-NH,.....*NH;-L-C0O0-

C. Edman lebontas (P. Edman, Lund, 1950)

1. lépés: Reakcid fenilizotiocianattal (addicid)
2. lépés: Hidrolizis

3. lépés: A feniltiohidantoin szdrmazék azonositdsa



1. |épés: Reakcid fenilizotiociandttal

N=C=S + NH,-CH-CO-..
|
pH 8-9, 40 oC R

S
Il

NH-C- NH-CH-CO-...

| feniltiocarbamil

ny . .. R szdrmazék
2. lépés: Hidrolizis (H*/TFA)
Ph—NH T
= sulfur acts as Ph—NH
C=S8 neighboring &
H roup (+)
H—N: NAamvanaPeptide g—» HN® \s*:
chain H
NAMvwAvAPeptide chain
CoH
/R +£° R :OH
Side chain of u proton
amino terminus transfers
amino acid u
Ph—NH Ph—NH
Good leaving
C group
_deprotonation _Cleavage :N/ \S /
— o — - H,
amlmo’nozolmon>— \ .\ N\N\N\Peptlde chain
szdarmazék Q, H,NAMAAAPeptide chain A Con
Athtazollnone
> Intact peptide chain
lHaoleo can be used for
further analysis
Plh
/ AN /O

)v—< fenilhidantoin (PTH)
aminosav

A phenylthlohydantom



3. Iépés: A feniltiohidantoin szarmazék azonositdsa

Procise™-Betalac Standard 1
N c
i g A
G W
Y
T ¥ M
F
L
I P k
.00
: d dptu
2oor
| | | | | | | |

4. 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 120



3.3.4. Fehérjék feldaraboldsa

A. Kémiai hasitds
a) Reakcio bramciannal (BrCN), Met -

Val-Gly-Ala-Met-Leu-Pro
j:n,ﬂ 0 H 0
N N L N
"HsN JFJ\IT T)LF
0 H O H 0 *o
Br-CN
0.1 M HCI

H,O
“ Hasitds helye

g

Val-Gly-Ala lakton

Leu-Pro
+H,0,H*  NH,-CH-COOH
|
(Clrlz)z
homoszerin

OH



b) Reakcid hidroxilaminnal (NH, - OH)
Asp - Gly
c) Reakcid 2-nitro-4-tiociano - benzoesav

- Cys 02N

HOOC —— N=C=S

B. Enzimatikus hasitdas

Terminoldgia (Schechter, Berger)
-54-53-52-51-51'-52"-53' -S4 -  enzim

- P4-P3-P2-P1-P1'-P2'-P3'-P4 -  szubsztrat

l

-P4-P3-P2-P1-0OH + H-PI'-P2"-P3" - P4’ -

Szerin protedzok: tripszin (Arg, Lys) P1, frombin,
kimotripszin (Tyr, Trp, Phe) P1,
elasztaz, kallikrein..

Cisztein protedz: papain, actinidin...

Karboxil protedz: pepszin, katepszin D (lizoszoma),
LysC (Lys) P1, GluC (Glu, Asp)...

Aminoprotedz:  AspN (Asp)Pl.....

Metalloprotedz: temolizin, karboxipeptiddz A...



Primer szerkezet, aminosavsorrend

oo V4
- - OSSZ@QZ@S
M,
Dsre LFo-Hi' Sk
Coo W _ﬁw) ks
REOLU GO S
W
\ SH
Hata A¢ ‘“Cfﬁﬁ A
AP NOSAN - )
> VvC&cSoPoaT ANINOSAV SORAE N
Sssy e TETE L NEG H ATAROLAS

‘ MEG HATARNLAS
MEGCHATARKOIAS

\ ~ N-4deminalic
(+HioQolinis)

~ C -tesmine ns

X, Y, &

n'y T

1. EODAN LEAonTAS 6‘60 amiw0$a63

NH

* (doH
a3 RESLLESES LE ADNTAS ( ReCN mét‘ﬁu} MET

N)‘l v e S ——

Coou
Y peatests LEGwRs  (euriwmaklus Widoting)
N —GooH Ny Coo
'{ ‘ fl~ “‘H(‘S’\—:U\
T — -
e . —{opH NH, —CoOH

P" elan KRn

a) elvalasitels \ &) awinosqusorrend ) ‘;"H(M(s ()Q’Wd(



3.4. Térszerkezet




L

Delokalizdcid, 2 elektron, 3 atom

- Gyenge N bdzis

.

C—N
Vi
oA

N

NSV

Co”

- Erés H-hid
- Részleges kettds kotés
- Sikalkat

- Cisz/transz izoméria

iy

Az amid kotés

-C,

©0

C

N

. &/

N

N MOV
. — N
/ N,
(2 x
JO




A Ramachandran térkép
- bevezetés




A Ramachandran térkép

o

& .
~180° 0 ¢ 120°
L{onFoenACidS TEaueP
(S‘_}At\/!?vz‘l[ﬁ!&>
L% : :
¥ Foefd i \
r\@}/"c | /
. (o VA * "\\
N Y
I—R:\:—* <l
C . \‘. <
v
2 s -4
-120 0 ¢  8°

f=430, =0 E=-10ka]s
\lv: +)J30‘ ¢ -~bot E-= —2,(\(-5’M

-

5,
i
x;::*

"

50
"QJ;' f{f 0
€9y, —50

es) _100




Mdsodlagos szerkezet tipusai

Copyright € 2001 Bangamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.



Helikdlis

szerkezet

10 A

pi m-hélix

1C0-degree rotation

__/"'.. < 3
;e .
: 1 54 translation




Béta red6zétt réteg szerkezet

(a)  Antiparallel

(b) Parallel




Kanyar szerkezet

Bend type Diss Vit bisa Vis2
p 4
classical 70 to 85 —60to—70
inverse —70to—85 60to 70
B
I —60 —30 —90 0
) 4 60 30 90 0
II —60 120 80 0
I 60 —120 —80 0

a The central residue of a y turn is numbered i + 2; the two central residues of a 8
turnare i+ 2 and i + 3.




A Ramachandran térkép
- 6sszefoglalds

Aqliparaliel 3 sheal Pasailal B shapt Callagen Irigle halix

|

+180 .

+14]

+EQ Pl
Y Loft-handed
o helly
Fagri-handad
£t [¥a ki -0
@ Flat ibben
Clesed fing —1anfs




Szupermdsodlagos szerkezetek

\ I T

1 2 3 4 5

bl I

Not
5 2 3 4 1 observed

Gorog kulcs

Béta kigyo
Csoportositds
Alfa (o) csak alfa hélix
Béta (B) csak béta réteg

Alfa + béta (o +B) hélix és réteg egymdstél tavol

Alfa/béta (a/B) hélix és réteg egymdssal
kolcsonhatdsban



Negyedleges szerkezetek

(homomerek)
Dimeric (C,) Cyclic (C, (> 2)
Galactose Ubiquitin-protein Neuraminidase ( 1NNA)

epimerase (1EKS) ligase E3A (1 DSF) G
2 s

Dihedral (D,)

Aldolase B (1Q05) Allantoicase (1SG3) Phosphoribosylpyrophosphate
; 5 s o synlhetase (2J14)

Cubic (7/0/1)
Aspartyl Dihydrolipoy!
ammopepndase (4DYO) transacetylase (1EAC) Lumazine synthase (3MK3)

Helical (H) Asymmetric (C,)
Par-3 (3ZEE) Renin (1BIL)

® Isologous interface
@ Heterologous interface

J. A. Marsh, S. A. Teichmann: Structure, Dynamics, Assembly, and
Evolution of Protein Complexes. Ann. Rev. Biochemistry 84(1), 2014



Negyedleges szerkezetek

(heteromerek)
a) Paralogous heteromers
Rad9-Hus1-Rad1 (3GGR) Thermosome (1A6D) Ska core complex (4AJ5)
),‘o q# P

C, (pseudo-C3/D3)

Lk {pesuco-Ly) D (no higher pseudosymmetry)

b) Symmetric heteromers
Tryptophan synthase (1WBJ) Formate dehydrogenase-N (1KQG)  Proteasome-PAN (3IPM)

c) Mixed-symmetry heteromers

ATP synthase (2XOK)

o~

= %= 3 C, (pseudo-Cy)

. ; Csincore =

'C; outside core < =
local C,

d) Asymmetric heteromers

RNase H2 (3P5J) SAGA DUB module (3MHH) RNA po/ymerase I (116H)

J. A. Marsh, S. A. Teichmann: Structure, Dynamics, Assembly, and
Evolution of Protein Complexes. Ann. Rev. Biochemistry 84(1), 2014




Konformerek energiatartalma

Forrasok : kotéshossz (Ed) - valtozatlan

vegyértékszog (Eo) - vdltozatlan
torzids szog (Ew) - vdltozik

Nem kotott atomok tdvolsaga (Ew)
Kotd elektronpdrok kolcsonhatdsa (Eh)
Elektrosztatikus kolcsonhatas

AE = AEd + AEo + AEw® + AEw + AEh + AEe

Példa:
Fehérje 100 aminosavbadl
a) ha:
10 konformdcié/as ® .
lehetséges b W | b) ha: .y
akkor: N S 2 konformadcid/as
10190 konformer N (%2@ lehetseges
‘ o 3B akkor:
_ ,X‘/ e 1039 konformer

€0
Il
oo
QQ
8
N 2
8
[Z]

f /\ \
)



A protemika alapjai

v

Eredet (taxondmia)

Fehérje expresszié

lizis

Sejtlizatum dlasata
-nukleinsavak valaszras

-fehérjék (elektroforézis, UC...)

-lipidek > Izoldlt fehérje

Szerkezetvizsgdlat
(kémiai lebontds, MS..

Primer szerkezet
(aminosavsorrend)

| Annotdcié
Alegységek , g
Poszt-transzldcids Térszerkezet Lokalizdcié
Funkciok: fémion Rokonsdg mds Asszocidcid
Kotddés, ATP kotés fehérjékhez betegséggel




A médium osszetételének hatdsa az E coli
fehérje osszetételére

Arg
o @
we ]
v 0
| %S
- 0
ol L
o Q
g :
:
o 3
o
: 0
s
- Arg
o
QO
X -
- 0
= g
o))
3 3
2 2
‘_f )
o ?
I O
o]
2
Farrell PHO

(1978)




Proteomikai

- Minta 6sszegy(ijtése

- Organellumok szétvdlasztdsa
- Tisztitds ellenanyag segitségével

munkafolyamat

- 1és 2D gélelektroforézis
- RP-HPLC
- SCX HPLC (ioncserés)

L Fehérje(k)
Fehérje gélek (pottyok) kivagasa
i :
- = = = ) ki T
Eldokészito - = - rJ
1épések I _};.-:.’.1
minta
Szerkezeti > l
vagy tomeg € MS € < 1.4 € Fehérje(k)
informaciok :
1y ESI-MS, tidek
l } MALDI-TOF.. peptide
F@ Feherje SWISS-PROT
L= azonositas TrEMBL
RefSeq XPs
Keresés Ensembl

adatbazisban



Nem fehérje alkotd természetes aminosavak

A)
HoN—CH—COOH HoN—CH>
| |
Cl H2 _ C02 C H2
o | y-aminovajsav
CHo Glu dekarboxilaz C, Ho (GABA)
HOOC Hooc
Glu
CH3
B) + Karnitin
. H3C—=N—CH? -Zsiranyagcsere
+ C-vitamin | ' . :
LYS/MCT ....... (mc'(.J) .......... C H3 C H_O H 'MlTOkOHdF‘IUI’T\
| transzport
C, H2 -Sejtpermeabilitds
HOOC
Allat, ember + Névény -
C)

B a
HoN—CH2—CH>—COOH

béta-alanin

CH3

HO—CHp—C —CH—CO —

‘NH-CH2—CH2—COOH

l I
H3C OH

pantoténsav



D)

H2N—CH—COOH HoN—CHo
| | ,
CH? 1.-CO, CHy Allat }
> +
SIH 2. oxidaciod Slo SH Er.r?b,er'
. .  B6 Novény -
cisztein (maj, B6) taupin

-epesav alkotorész
*neurotranszmitter
-vérlemezke— migrén?

E)
HzN—C| H —COOH HoN—CH—COOH
arginaz |
(CH2)3 > CH
| +H,0 (I 2)3 4 HLN—C —NH>
HN—C —NH> NH» ||
l o
NH ornitin karbamid
arginin (urea)
+NH,, + CO,

H»>N—C H—COOH
|
(CH2)3
-urea ciklus (mdj) HN—C —NH>
*hagyma, fokhagyma

||
-detoxifikdcis °
etoxitikacio citrullin

(citrullus lat. gérégdinnye)



F)

HN—C H>-COOH
szarkozin (izom)

o

CH3
|
HoN—C —N—CH2>-COOH

||
NH

kreatin . H,O
(N-metil-guanidino-ecetsav)

op: 303 °C
* izom
+ H,PO,-NH - (kreatin-foszfdt)



