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ZnacCaj aminokiselina

Vrste Primjeri
Strukturni tetiva, hrskavica, kosa, nokti
Kontrakcija miSici
Transport hemoglobin
Skladistenje mlijeko
Hormonalni insulin, hormon rasta
Enzimi kataliticke reakcije u stanici
Protekcija imunoloski odgovor
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Aminokiseline

* Proteini pripadaju poliamidnoj klasi organskih
spojeva

» Poliamidi su polimeri €ije se monomerne
jedinice vezane amidnom skupinom

* Monomerne jedinice proteina = a-aminokiseline

o

H2N o
OH

R

a-aminokiseline

* Aminokiseline — sadrze dvije funkcijske skupine: COOH i
NH,

* o-aminokiseline — amino skupina vezana na a C atom =
proteini

+ Strukturna jedinica, RCH(NH;*)CO,", R = pobocni lanac ili
ogranak

HoN
OH



a-aminokiseline

* Od 20 a-aminokiselina sve su primarni amini osim prolina
+ Prolin je sekundarni amin

o
o)
OH
N

NH, \F
oshovna jedinica prolin
primarni amin skundarni amin

Stereokemija

Relativna konfiguracija

» Fischerova projekcijska formula
« 20 aminokiselina koje se nalaze u prirodi imaju L-konfiguraciju

COOH COOH
HZN——"; H = H,N H
CHs CHj

L-alanin



L- i D-izomeri alanina

L-alanine D-alanine

y imagirany mimor

N Q,-
Stereokemija

Apsolutna konfiguracija
» Sve AK u prirodi imaju S-konfiguraciju, osim cisteina (R = CH,SH)

1
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COOH |
C
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HoN H HOOC\\\ l\ .v
L-alanin = (S)-alanin

(S)-alanin



Aminokiseline s nepolarnim pobo¢nim lancima

+ +

+ +
e e " e
E-CHCOZ' CHCOZ' (H3C),HCF— CHCO " mCHCOz'
glicin Gly (G) alanin Ala (A) valin Val (V) leucin Leu (L)
¥
+ +
H
'I\“-Is ,I\IH3 CnH ’|\‘H3
/ .
\ . AcHco,
izoleucin lle (1) metionin Met (M) . .
prolin Pro (P) fenilalanin Phe (F)
¥
NH3

|

IN . . .
aminokiselina sa sekundarnom

amino-skupinom - imino kiselina
triptofan Trp (W)

Aminokiseline s polarnim pobo¢nim lancima

+

+ + +
HNCH,C— CHCO, 1,NCH,CHa@— CHCO, mCHcoz' CHCO,

asparagin Asn (N) glutamin GlIn (Q) serin Ser (S) treonin Thr (T)



AminoKkiseline s kiselim pobo¢nim lancima

+

+ + +
2 Eab BEoR b
HOCH,C CHCO,” OCH,CH CHCO, O CHCO, CHCOy

asparaginska glutaminska tirozin Tyr (Y) cistein Cys (C)

kiselina Asp (D) kiselina Glu (E)

Aminokiseline s bazi¢cnim pobo¢nim lancima

+ +
rl\lHa thz ll\le D—c CHCOy
NH,CH,CH,C CHCO, NCHNH ,CH CHCO, \

lizin Lys (K) arginin Arg (R) histidin His (H)



Esencijalne aminokiseline

« Od 20 aminokiselina koje grade proteine 10 AK
se ne sintetiziraju u organizmu = esencijalne
AK

» Arg, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val

« Te AK moramo unijeti prehranom: mlijeCni
proizvodi, zZitarice i povrce

Rijetke i neobiCne aminokiselina

* 4-hidroksiprolin i 5-hidroksilizin su hidroksilirani derivati
uobi€ajenih aminokiselina

* Nazivaju se rijetkim AK, izgraduju kolagen

» U prirodi se takoder nalaze neuobi€ajeni D-izomeri AK:

— D-glutaminska kiselina (gradi stani¢ne stijenke nekih bakterija)
— D-serin (gliste)

OH

H
oH o COOH COOH
COOH
HN H+NH2 H+NH2
N Y OH CH,CH,COOH CH,OH
|

H NH; D-glutaminska D-serin
' o kiselina
hidroksiprolin 5-hidroksilizin



Rijetke i neobiCne aminokiselina

* Neke AK koje se nalaze u prirodi nisu a-aminokiseline:
— y-aminomaslacna kiselina (GABA) — neurotransmiter
— pB-alanin — gradi vitamin pantotensku kiselinu

0 o}
H 2N \/\)J\ /\)J\
OH H,N OH
y-amino maslac¢na [-alanin

kiselina (GABA)

Rijetke i neobiCne aminokiselina

* Vinova loza Dioclea megacarpa sadrzi kanavanin

* Zamijena arginina s kanavaninom (zamijena CH, s O) u
svrhu “obrambenog mehanizma” od predatora

+ Samo kukac Caryedes brasiliensis ima enzim koji
prepoznaje razliku tih dviju AK i enzim koji razgraduje
kanavanin

NH

)J\ (0] COOH
HzN N \/\\<
H N

H NH,
kanavanin



Fizikalna i kemijska svojstva
aminokiselina

Visoka tocCka taliSta, uz raspadanje

Odli¢na topljivost u vodi, netopljive u nepolarnim organskim
otapalima (eter)

lonizacija —NH, i —-COOH skupine
Zwitter-ion sadrzi oba naboja, + i — naboj

Sveukupan naboj zwitter-iona a-aminokiselina (bez kiselih i
baznih ogranaka) otopljenih u vodi kod pH7 je jednak O

glicin zwitter ion glicina

Fizikalna i kemijska svojstva
aminokiselina

* Aminokiseline imaju veci dipolni moment () od amina i
kiselina:
— glicin, 4 =14 D, propilamin, x = 1.4 D, propionska kiselina,
u=1.7D (izrazena u debye-ima D, Peter Debye,
Nobelova nagrada za kemiju 1936.)



Aminokiseline kao baze i kiseline

Utjecaj pH i ionizacije

H* OH-
+ +
H;N-CH,—COOH H;N-CH,—~COO- H,N-CH,—COO-
pozitivan ion zwitter ion negativan ion
nizak pH neutralan pH visok pH

W o-aminokiseline — amfoterna svojstva jer reagiraju
s kiselinom i bazom

B Djelotvorni puferi u bioloSkim sistemima

Aminokiseline kao baze i kiseline

* Niski pH - a-aminokiseline s cjelokupnim pozitivnim
nabojem molekule

» Visoki pH - a-aminokiseline kao ioni s cjelokupnim
negativnim nabojem

« Za svaku AK izmedu tih vrijednosti postoji pH kod kojeg je
sveukupni naboj molekule neutralan (pl)
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|zoelektriCna toCka, pl

Izoelektricna tocka = pH kod kojeg je koncentracija amonijevih iona

(*NH;CHRCOOH) jednaka koncentraciji karboksilnih (NH,CHRCOO") iona

Titracijska krivulja

za glicin:

— kationski oblik pH
<23

— anionski oblik pH
>9.6

— zwitter ion 2.3 >
pH < 9.6

pH

2 0.5 1 1.5 0
- H )
10 -
| Pl\'a_‘ =9.6 <
]t
— O
Isoelectric Ry l
><+—— H,.N—CH,—C—O"
o point = 6.0 7 H;N—CH; ( 0
| zwitterionic near the
isoelectric point
4+
3 | (,
| pK,; =23 +
> - - ’ I H.N—CH,—( OH
below p
0 ] it pH

0.5 L5

Equivalents of “OH added

|zoelektricha toCka

* |zoelektricna toCka ovisna je o strukturi

AK:

— kisele AK: asparaginska (2.8) i glutaminska

(3.2) kiselina

—neutralne AK: 5.6 — 6.3
— bazi¢ne AK: lizin (9.7), arginin (10.8), histidin

(7.6)
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Kemijska svojstva aminokiselina

Zbog ovakvih svojstava omogucena djelotvorna
analiza i separacija AK iz smjese

Pod utjecajem elektricnog polja kod pl vrijednosti
aminokiseline ne putuju

Tehnika odvajanja aminokiselina (proteina) —
elektroforeza — molekule s razliCitim pl putuju u
elektricnom polju kod odredenog pH razliCitom
brzinom

Elektroforeza

Odvajanje aminokiselina s razli€itim izoelektricnim
toCkama iz smjese

Smjesa AK na sredini akrilamidnog gela (ili filter papira)
u pufer otopini, elektrode, napon - odvajanje molekula
na gelu jer putuju razli€¢itom brzinom ovisno o njihovoj
velicCini i naboju

Smjesa alanina (6.0), lizina (9.7) i asparaginske kiseline
(2.8) u pufer otopini pH 6

Strukture AK kod pH 6:

+ + +
H3N—(|3H—COO' H3N—?H—COO' H3sN—CH—COO"
I
CHj (CH2)4—NH3" CH,— COO"
alanin lizin asparaginska kis.
(naboj 0) (naboj +1) (naboj -1)
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Vertikalna gel-elektroforeza

Elektroforeza

Horizontalna gel-elektroforeza

Lizin putuje prema katodi, a asparaginska kiselina prema anodi,
alanin ne putuje

Analiticka metoda i metoda izolacije AK (separacija AK iz gela)
Kod analiticke metode se koristi reagens ninhidrin za obiljezavanje
AK, odredivanje AK prema standardu

Beginning cathode anode
— -

wet with pH 6 buffer solution

streak containing Ala, Lys, Asp

End cathode anode
- +

Asp~ moves toward the positive charge
Ala does not move
Lys® moves toward the negative charge
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Sinteza aminokiselina

* Reduktivno aminiranje — priprava amina i aminokiselina

* o-ketokiselina s amonijakom — nastaje imin, potom redukcijom
imina pomocu vodika i paladija kao katalizatora nastaje amin
(karboksilna skupina se ne reducira)

* Produkt je u obliku racemi¢ne smjese

H
/

N
I NH3 Il H,
R—C—COOH —> R—C—CO0O" +NH4 P_d> R—CH—COO’

NH,

a-ketokiselina imin a-aminokiselina

o
NH
Il NH3, H, | 2
Ph—CH, —C—COOH P—d> Ph—CH,— CH —COO™ *NH,

a-fenil-2-oksopropanska (D,L)-fenilalanin amonijeva sol
kiselina 30 %

Sinteza aminokiselina

* Reduktivno aminiranje slicno bioloskoj sintezi
aminokiselina — biomimetika (opona$anje
bioloskih procesa)

o
I O \H
HOOC—(CHp),—C—COOH + NH/" + || | 2 4
.

N
a-ketoglutarna kiselina

secer

enzim l NADH
+ H O
NH3 \ C\NH
HOOC—(CH2),—CH —COOH + || . 2 + HoO
=
L-glutaminska kiselina N
NAD*
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Biosinteza aminokiselina

- L-glutaminska kiselina kao donor amino funkcionalne
skupine u sintezi drugih aminokiselina — transaminiranje
(prijenos amino skupine s jedne molekule na drugu)

» Biosinteza katalizirana enzimom daje enantiomerno Cist
produkt, L-enantiomer

+

NH; A 4
HOOC— (CHy);—CH —COO" HOOC— (CH,),— C—CO00"
L-glutaminska kiselina N transaminiranje o-ketoglutarna kiselina
—_—
+ < +
+
NH;
HOOC—CH, —C—C00 HOOC—CH, — CH —COO
J -
oksaloctena kiselina L-asparaginska kiselina

Sinteza aminokiselina

* Aminiranje a-halogenih kiselina
* Hell-Volhard-Zelinsky reakcija — djelotvorna metoda za uvodenje
atoma broma u a-poloZaj karboksilne kiseline

+ Racemi€na smjesa a-brom-kiseline prevodi se direktnim aminiranjem
(NH; u suviSku) u a-aminokiselinu u obliku racemi¢ne smjese

O Br O NH
i Br,/PBr o NH; 29
R—CH,—C—OH T R—CH—C—OH ——» R—CH—C—O0" *NH,
2
karboksilna kiselina o-bromirani derivat kiseline (D,L)-o-aminokiselina

(amonijeva sol)

Br NH,
Br,/PBr3 | NH, |
Ph—(CH;),—COOH T Ph—CH,—CH—COOH —— Ph—CH,—CH—COO" “NH,
7
(D,L)-fenilalanin (sol)

3-fenilpropanska kiselina
(30-50%)

15



Sinteza aminokiselina

+ Gabrijelova sinteza amina (1887.) — sinteza primarnih amina
pomocu aniona ftalimida (dobar nukleofil koji zamijenjuje
halogeni atom), zatim s hidrazinom nastaje primarni amin

o

@Q

[¢] o (O'/—\ o
CQN_H KOH CQ . RX C:é NH,NH, ©i;:NHNHZ
— NK" — N—R ——— /—
N-r
(] o) 0o (O
N-alkilftalimid

% stupnjeva
N
| + R—NH;
N~y
primarni amin

o
ftalazin-1,4-dion

Sinteza aminokiselina

» Reakcije estera malonske kiseline
1. alkiliranje dietilnog estera malonske kiseline

2. hidroliza i dekarboksiliranje — alkilirani derivat
octene kiseline

privremena
esterska skupina

0
o 0 EtO" 0 o Hy0" T
R )J\ + CO,
EtO oet "X Eo OEt /A OH
H

H® H R H H
alkilirana octena kiselina
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Sinteza aminokiselina

+ Kombinirana sinteza modificirane Gabrijelove
sinteze i reakcije estera malonske kiseline

1. Ester N-ftalimidomalonske kiseline

COOEtfl privremena esterska skupina
O cooEt
| i
N—|CH
COOEt
e}

ester N-ftalimidomalonske " .
. zaSti¢ena amino skup.
kiseline

N—C—C—0

AN
H alicin zasti¢ena karboksilna skup.

Sinteza aminokiselina

2. Alkiliranje estera N-ftalimidomalonske kiseline

3. Hidroliza ftalimidne skupine i dviju esterskih skupina — alkilirana
aminomalonska kiselina

4. Dekarboksiliranje — racemi¢na smjesa a-aminokiseline

o cooal ? [cookt ) COOH'
_ baza H,0" +
N ICH —_ N—?—R — H3N—T—R
RX
o COOEt COOEt COOH

0]

ester N-ftalimidomalonske alkilirani produkt produkt hidrolize

kiseline
l A

i t
.|
H:N—C—R + CO,

COOH

o-aminokiselina
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Sinteza aminokiselina

* Sinteza metionina

P ‘?ﬂl ? cooal
NaOEt
N_‘IJH _— N—C— CH,CH,SCH3
( coomt CICH ,CH,SCH;4 <|:ooa
o]

ester N-ftalimidomalonske alkilirani produkt
kiseline

Al Hy0"

H
+
H3N—c|:— CH,CH,SCH,
COOH

(D,L)-metionin
(50%)

Sinteza aminokiselina

« Streckerova sinteza (1850.) — acetaldehid u vodenoj
otopini amonijaka i HCN — potom hidrolizom a-
aminopropionitrila nastaje racemi¢na smjesa alanina

+

(@] NH2 . NH3
Il H,0 I H30 |
HiC—C—H + NH; + HCN ——» HgC—Clt—H —— H,C—C—H
taldehid =" coon
acetalaeni . o .
o-aminopropanonitril (D,L)-alanin

» Streckerovom sintezom nastaju mnoge aminokiseline iz
odgovarajucih aldehida

18



Sinteza aminokiselina

1. stupanj: aldehid s amonijakom daje imin

ee _H
o N~
H,0 Il
R—C—H + NHy + HCON — R—C—H + H,0
aldehid imin

2. stupanj: reakcija cijanidnog aniona s iminom o-aminonitril
H

. H + H
.~
N ~ N NH,
I H—CN 0 |
R—C—H — R—C—H =— R—(I;—H
imin ( cN

CN
o-aminonitril
3. stupanj: hidroliza o-aminonitrila do a-aminokiseline
R R
H;0* +
HZN—(li—CEN —> H3N—C—COOH
: }

o-aminonitril a-aminokiselina

(u kiselom obliku)

Sinteza aminokiselina

Streckerova sinteza

0

SN NH; *NH,CI

H H,0/CHzOH | HCl |
+ NaCN —— —» C—H —» C—H

NH,CI | 2h I
45°C, 2h c COOH

I’I\‘I
l NHy/H,0
NH,

ukupno iskoris. (36%)
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AsimetriCna sinteza aminokiselina

* AsimetriCna (enantioselektivna) sinteza — kojom nastaje
samo ili uglavnom jedan enantiomer

* Metoda hidrogeniranja enamida pomocu prijelaznog
metala kao kiralnog katalizatora

» Enantioselektivha sinteza L-DOPA, (S)-3,4-
dihidroksifenilalanin (lijek za lije€enje Parkinsonove
bolesti), Knowles, 2001. god. Nobelova nagrada

Asimetri¢na sinteza aminokiselina

» Sinteza L-DOPA primjenom kiralnog rodijevog fosfornog
liganda, (R,R)-DiIPAMP, reakcija hidrogeniranja u 95%
enantiomernom suvisku, te potom skidanje zastitnih
skupina

COOH

H3CO COOH H5CO. 4
&
NHAG [ (RhRR)- D|PAMP)COD| BF, H  “NHAc

AcO

iskor. 100%, 95% ee

kiralni ligand za rodij ngo*

OCHs COOH
I@( HO.
3
o, N B NH,
“R,

HO
/© L-DOPA
(R.R)-DIPAMP

(R,R){ 1,2-bis (2-metoksifenil)fenilfosfino ¢tan

HaCO
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Asimetricna sinteza aminokiselina

* Primjena kod industrijske sinteze acetiliranog derivata L-
fenilalanina koji se primijenjuje u sintezi umjetnog sladila
aspartama

* (R,R)-PNNP, N,N-bis(difenilfosfino)bis[(R)-1-
feniletil]etilendiamin - kiralni ligand za hidrogeniranje

COOH

- CO0H
m (RR)-PNNP-Rh(l), H,, 83% ee ©/§<NHA
C
NHAC MeOH, HA

N-acetil-(S)-fenilalanina
97% ee nakon prekrist.

HOOC
/ K\COOH
N
HNY TH
H H// NH2 L-asparaginska kis.
N\"/’</COOH
HOOCH ©
aspartam

Asimetricna sinteza aminokiselina

 Primjena kompleksa rodij-norbornadien(NBD)-(R)-
profos

HC
H\‘-'Cf CH,
(CeHs),P P(CgHs)2
(R)-profos

[Rh(NBD),ICIO, + (R)-profos — [Rh((R)-profos)NBD)|CIO, + NBD
kiralni rodijev kompleks

» Rodijev kompleks s vodikom u etanolu daje aktivni
kiralni katalizator za reakciju hidrogeniranja
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Asimetricna sinteza aminokiselina

* Hidrogeniranjem 2-acetilaminopropenske kiseline s
kiralnim katalizatorom nastaje N-acetil-L-alanin u 90% ee,
potom hidrolizom nastaje L-alanin

COOH
H,C=C
NHCOCH;

H
[Rh((R)-profos)(H),(otapalo)h Hsc\‘;
Hy C—COOH

H3COCHN
2-acetilaminopropenska N-acetil-L-alanin
kiselina (90% ee)

OH’, H,0, A
Hs0"

WT

H3C,

C—Coy
+/
HaN

L-alanin

Biokemijske reakcije AK

L-fenilalanin esencijalna AK, dok njezin p-hidroksi derivat,
L-tirozin to nije

Hidroksilacijom aromatskog prstena se prevodi L-fenilalanin u L-
tirozin

Neki ljudi nemaju enzim za transformaciju L-fenilalanin ve¢ tu AK
prevode u fenilpirogrozdanu kis.

Moze izazavati mentalnu retardaciju kod novorodencadi — bolest
nazvana fenilketonurija, PKU — kontrolirati ograni¢enim

unoSenjem L-fenilalanina
(0]

. : HO
NH,* enzim + enzim +
. [e) B
CO; 2 co, cO,

L-fenilalanin L-tirozin

_—
COy CcO,

2 2

L-fenilalanin fenilpirogrozdana kiselina



Biokemijske reakcije AK

« Histamin — odgovoran za mnoge simptome
peludne groznice i drugih alergijskih reakcija

 Antihistaminici - ublazavaju simptome
blokiranjem djelovanja histamina

AN CO2  enzim N NHz+
N N
D D/

NH3+ 'COZ NH

histidin histamin

Biokemijske reakcije AK

« Neurotransmiteri

+ Nastali strukturnim modifikacijama i dekarboksilacijom iz L-
tirozina

HO,

¢ CO, ¢ CO,

A2 ip2
HOOCHZ—C\ —> HO CH, —C{

NH* NHg*

tirozin 3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

HO /

HOOCHZCHZNHZ

dopamin

/

HO, HO,

B H
3 4OH :
4 \:’OH
HO —c —_— HO —c
N\
CH,NH, CH,NHCH3

norepinefrin epinefrin

23



Rezolucija aminokiselina

COo0O"

« Pripravom e e o
dijastereomernih | pec0 | 0
amonijevih soli (razliCita
svojstva) - mogu se S e

aeyn . . . N CHsg
odvoijiti prekristalizacijom
ili kromatografijom \ Ko™y ‘
o]

» Koriste se kiralni amini .

. . _ NH
poputlalka_ImQa (brugln) o T, o 5 o
opticki aktivni alkaloidi Cry MO L

(e} (e}

dijastereomeri amonijevih soli

(R)- i (S)-aminokiseline NaOH/H,0
Strychnos nux-vomica L.) NaOH/HZO\ - mogu se odvojiti 2

frakcijskom prekristalizacija

dostupni u prirodi
o ‘«C\’@ COO™ COO"
A HN H H Rikg

\ 9
w‘g\ i o ! CHsg CHs
Vo lus RO

strihnin

Rezolucija aminokiselina

* Rezolucija aminokiselina primjenom enzima deacetilaze —
katalizira hidrolizu N-acetilaminokiselina u organizmu

* Zbog kiralnog aktivhog mjesta enzima odvija se hidroliza
samo L-N-acetilaminokiselina

. (CH5CO)0 .
DL-RHC—CO, ———= DLRHC—CO,

*NH; CH3CONH

racemi¢na smjesa

\ deacetilaza

coy co,

+ +
HaN H + H+NHZCOCH3 + CH4COOH
R R
L-aminokiselina D-N-acetilaminokiselina

lako se separiraju
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Reakcije aminokiselina

» Reakcije s amino i karboksilnom skupinom
 Aciliranje

— aciliranje amino skupine pomocu acilirajucih
reagensa (acetanhidrid, benzoil-klorid, acetil-klorid...)

HOOC NH, A0 N
~_~\H2 HooC. N CHs
hd
o
(91%)

(o}

o
Cl
NN VNN
HOOC NH, — > HoOC N
H

(> 72%)

Reakcije aminokiselina

« Esterifikacija
— esterifikacija karboksilne skupine aminokiselina

HO EtOH H.CH,CO
N~ 3CHy
e \ﬁ/\NHZ
0,
o HCI, 78°C i
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Reakcije aminokiselina

» Reakcije s ninhidrinom

— aminokiseline (osim prolina i hidroksiprolina) s
ninhidrinom stvaraju tamnoljubiCastu boju — detekcija AK

0 o]
H,0 OH
) —
OH
(0] o]
indan-1,2,3-trion ninhidrin

» Ravnoteza hidratnog oblika i karbonilnog derivata
ninhidrina

Reakcije aminokiselina

* Aminokiselina s trionom daje 1. imin — dekarboksiliranje, 2.
imin — hidroliza, gubitak ogranka R aminokiseline, nastaje
amin — reakcija amina s drugom molekulom ninhidrina,
konjugirani produkt

R
o o
« A ;R
OH HN” ~coo )YO.
- 0 — =N"V *
oH < S
W HeH
o o) o .

ninhidrin 1.imin

l dekarboksiliranje

[o}

hidroliza ? R
H,0 _J
e N
Crpm ==
o - eyl
208 3
- o .
o / * )‘k 2.imin
o

R™ K
B0 50
LSO

ljubicasta boja
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Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

» Selektivna sinteza peptida zahtijeva primjenu zastitnih

skupina
» Reagensi koji se primjenjuju za zastitu funkcionalnih
skupina: a
>=o
o
|C|> o
CeHsCH,0—C—Cl (CH3)3CO—yI—OC(CH3)3 O O
benzilklorformat di-tert-butilkarbonat 9-fluorenilmetilklorformat

* Reagiraju s amino skupinom i blokiraju je u sljede¢im
reakcijama

+ Skidanje navedenih zastitnih skupina u uvjetima koji ne
mijenjaju peptidne veze

Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

* Benziloksikarbonilna skupina moze se skinuti katalitickim
hidrogeniranjem ili pomocu HBr u octenoj kiselini

Benziloksikarbonilna skupina
zastita

le] o]
1] OH I H
CH,-O—C—Cl + H,N—R —— CH,-O—C—N—R + CI'
benzilklorformat benziloksikarbonilna
skupina

HBr | octena kis. o ) Ho/Pd
skidanje zastite

Q_CHzBr +CO, + NHp—R @—CH3 + CO, + NH—R
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Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

+ Tert-butiloksikarbonilna (Boc) skupina moze se skinuti s
pomocu trifluoroctene kiseline (CF;CO,H) u octenoj
kiselini
Tert-butiloksikarbonilna zastita .

zastita
o i o]
(CH3)3COCOC(CHg)3 + HN—R oA, (CH3)3COC—NHR  + (CH3)3COH
di-tert-butilkarbonat tert-butiloksikarbonilna
(Boc) skupina

skidanje zastite l HCI ili CF3COoH

(H3C),C=CH, + CO, + H{,N—R

Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

* 9-Fluorenilmetoksikarbonilna (Fmoc) skupina stabilna je u
kiselim uvjetima
9-fluorenilmetoksikarbonilna zastita

o
o)j\o
| s
zastita
CH, o o
+ H
H3N\)I\ Na,CO3 Fmoc—N\)l\
* T O L5 z OH
= 3 =
R R
9-fluorenilmetilklorformat  aminokiselina Fmoc-zastita aminokiseline

(stabilna u kiselom)

A

= |
Fmoc CH,

28



Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

+ Uklanjanje Fmoc skupine provodi se u blagim bazi¢nim

uvjetima primjenom piperidina

skidanje zastite Fmoc
o)
+
H3NQI\ + COz # .
OH

()
+ e
N )
H R
slobodna

o
H
Fmoc—NQ]\
Y OH
piperidin
aminokiselina

][]

Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

» Aktiviranje karboksilne skupine
* U ranoj metodi sinteze peptida prevodenje karboksilne
skupine u acil-kloridnu skupinu — nedostatak: velika

reaktivnost i nus-reakcije
* Primjena etilklorformata — nastaje mijeSani anhidridni derivat

AK koji se moze nadalje koristiti za stvaranje amidne veze,

vezanje s drugom AK
(o] i i
L e R )kocH o
_l < o Zrs
R

CICO,C,Hs
mijesani anhidrid

— H
ZaSt'taFN_VI\OH
O

l
CI_C_OC2H5

Tln



Sinteza polipeptida:
primjena zastitnih skupina

+ Aktiviranje karboksilne skupine
 Dicikloheksilkarbodiimid (DCC) - Cesto koriSteni reagens

amidna veza

I HN
—= MR+ o=¢

HN

O O

dicikloheksilkarbodiimid N,N-dicikloheksilurea

H
/
RCOOH + R'N\ +
H

=0=z

=z

Polipeptidi i proteini

* Polimerizacija aminokiselina pomoéu enzima u Zivim
organizmima — povezivanje AK preko amino i karboksilne
skupine — PEPTIDI

(o] (0]
+ I + Il
HN—CH—C—0"  + HN—CH—C—O
R R

J-o

+ [ [
HsN—CH—C—HN—CH—C—0"
| |
R R

dipeptid

» Dipeptidi (2 AK), tripeptidi (3 AK), oligopeptidi (3-10 AK) i
polipeptidi

» Proteini su polipeptidi koji se sastoje od jednog ili vise
polipeptidnih lanaca
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Polipeptidi i proteini

Polipeptidi su linearni polimeri

Na jednom kraju lanca je slobodna —NH;* skupina, dok je na
drugom kraju lanca slobodna —CO, skupina

N-terminalni ostatak na lijevoj, a C-terminalni ostatak na
desnoj strani polipeptidnog lanca

0 0
+ Il Il
H3N—(|ZH—C HN—ICH—C
R R' n
. 7/
N-terminalni ostatak C-terminalni ostatak

Polipeptidi i proteini

o} o o)
+ [l I + I I
H3N—CH2—C—HN—(|3H—C—O’ HsN—CH,— C—HN—CH,—C—0
C cH
A Y
HsC™  “CH, HsC \CH3

glicin-valin valin-glicin
(Gly-Val) (Val-Gly)

ﬁ Il
HBN—CHZ—C—HN—?H—C

N

H3C CHj3

glicin-valin-fenilalanin
(Gly-Val-Phe)
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Sinteza polipeptida

+ U sintezi dipeptida
Ala-Leu mozemo
dobiti 4 dimerne
molekule i ostale vece
peptide

+ N Co0o
H;N C
O CH .
Ala-Ala
CH i
. N €00
- H3N C
HoH
Ala-Le Further
reactions
H
3 N Co0
HaN C
00 CH, .
Leu-Ala
H
3 N (elele}
HyN c
el -
Leu-Leu

Sinteza polipeptida

» Strategija

— aktivirati karboksilnu skupinu alanina prevodenjem u acilni klorid ili

mjesSoviti anhidrid

— hakon toga reakcija s leucinom

CH4
A 627 SOCI.
+ N 4 2 e
HaN"~ c HoN
HoH
Ala

Acid chloride

%
H:Jtl’/ g CH, H
| | | |
:0: + NN N
__Leu HaN” ‘C N~ O:
|
L
WA
Ala‘Leu
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Sinteza polipeptida

» Reakcijom acil-klorida s amino skupinom alanina i leucina
dobijemo smjesu produkata

HyN

Blokirati karboksilnu skupinu leucina i amino skupinu

CH,

CHy

HsN COO
Ala

Gk

HN CO0
Leu

alanina!

Moramo imati na umu da ¢emo zastitne skupine uklanjati!

CH, H
N coo™
]
HoH CH,
Ala-Ala
CH; H +
HaN
N coo A4 Aa
(‘I Block
HoH
Ala‘Leu

Sinteza polipeptida

Only these two
positions can react

CHy |/

(elelon

Eloc K

Deaktiviranje amino skupine transformacijom (adicija-eliminacija) u
tert-butiloksikarbonilnu (Boc) i benziloksikarbonilnu skupinu (Cbz)

7?:

S o SO -
(CH4),CQ Q
Di-tert-butyl dicarbonate

i
Benzyl chloroformate
(benzyloxycarbonyl chloride)

SOC(CHa)s

[
L
New amide links ‘
[
|
|
:0:/ CH,

P’ O N COOH

= tBoc_

Cbz
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Sinteza polipeptida

» Deaktiviranje karboksilne skupine leucina jednostavnim
prevodenjem u ester

* Povezati nezasti¢cenu amino skupinu Leu i karboksilnu
skupinu Ala u blagim uvjetima

+ Dicikloheksilkarbodiimid (DCC) za stvaranje peptidne veze

* Nastajanje amidne veze je reakcija dehidratiranja, DCC
snazan reagens za dehidratiranje

Sinteza polipeptida
+ DCC se prevodi u hidratirani oblik dicikloheksilureu (DCU)

! New peptide bond|
N=C=N \|
CH | CHy\| H 0:
(occ) \ |
= tBoc._ .. \ N C
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Sinteza polipeptida

» Keteni, izocijanati i izotiocijanati: spojevi s kumuliranim

dvostrukim vezama snazno reagiraju s nukleofilima

* DCC reagira s aminima i nastaje gvanidin
» Reakcija DCC-a s karboksilatima

R :9: R
\ .. NH, R N
/}:C:Q EaL "/'C\'N'H \ 2 *NH, |
A \ N=C=N =R
\ N NH,
A ketene R Amides R
. o Carbodiimides HGuamdmes
\ .o NH, |
N=C=0 - R C-_. o
e N7 NH, i _R
‘ R G N HeH
b \ . 1RO \
Isocyanates Ureas N=C=N ———= R O
\r 2 HgO/H,0: l\‘l o R
R “NH :ﬁ: Carbodiimides H
N=Cc=§ —= R__.. C._.
o N~ “NH,
A
Isothiocyanates Thioureas
R
CHy N=C=N CHy
Y . tBoc._ _A/L\ OH pcc R tBoc o}
Nezasti¢ena karboksilna A " ¢ R
skupina u Alai DCC — o A= 503
. . . . Protected alanine A
intermedijar koji reagira s ‘ (wosepe)
. . RCOOH addition—
karboksilnom kis. — A' elmination
anhidrid koji adic.-elim. o cH,
meh. s Leu tvori dipeptid & N N P LS NN
sa zasti¢enim skupina L a5 I

Leucine
elimination
) ;
| |deprotonation
CH, H 0:
tBoc._ . N & €
N c‘ Y [of:] R—C
H 0 Q
Dipeptide

(protecting groups still present)

/ \ T \ "
07 0 G __NH, H 02
o RO nhy e
RS | 0 Anhydride
c .
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Sinteza polipeptida

+ Slijedi skidanje zastite Boc u blago kiselim uvjetima (nema
cijepanja amidne veze) ili zastite Cbz katalitickim
hidrogeniranjem

+ Tretiranje estera s bazom — regeneriranje kis. — Ala-Leu

* ViSestupnjevite sinteze veceg peptida ili proteina,
nedostatak: nisko ukupno iskoriStenje

Deprotect tBoc

Cila® (H o CHy H o)
| 1. mild acid I
Boc N c CF,COOH . & /L
C Y OH at25°c c S 5
2. neutralize
H (0] fo)
Ala-Leu
Deprotent Cbz Deprotect ester
0 C‘H H C‘) [ CH; H (o)
|
| \
N C N C
PhCH,O N c OH ot HN c ; oR | :L:C())H
” ‘ = Ala‘Leu C IR 1
H 0] o : 2. neutralize AlaLeu

Sinteza polipeptida

« Automatizirane sinteze - Merrifieldov postupak

* Vezanje karboksilne skupine Boc-zasti¢ene AK na polimerni
materijal izgraden od polistirena u kojem su neki fenilni
prstenovi supstituirani s klormetilnim skupinama

+ S,\2 reakcijom atom klora zamijenjuje se s AK

P % P %

Polystyrene
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Sinteza polipeptida
Skidanje zastite Boc — slobodne amino skupine, povezivanje s AK
primjenom dicikloheksilkarbodiimida (DCC)

Ponavljanje ovog stupnja ovisno o duljini Zeljenog peptida koji je
vezan na polistiren

$ % %
R R R R
« |
0 o) < 0 o 0 .
o N—tBoc ~ C N—1Boc c NH c NH
H I H [ I
(o} 108 C lo}
pce
R
. J DCC-medi
2.1Boc—N"" “COOH amino a
| H
\
| [ |
| | |
i o} R R 08 k
N Cicas o) o] c N
1B N e C N B
|
R H :0: o { R

Sinteza polipeptida

« Zavrdni stupanj je skidanje sintetiziranog peptida s nosaca
reakcijom s fluorovodi€nom (HF) ili drugom kiselinom

|
|
o
L) -
R :(‘): T R o - CH,F
o} . C N L. C NH,

1% "“ (" N T R :0: H R :0:

| |

0 H R O H R ¢ N o NH

ooc h‘i c N
H R :0: H R

* Prvim automatiziranim‘postupkom Merrifield je sintetizirao
peptidni lanac od 124 AK (iskoristenje 17%)

» Sinteza peptida na ¢vrstoj fazi - Nobelova nagrada 1984.
god.
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Reakcije povezivanja ogranaka AK

« Kod vecine proteina a-AK kovalentno povezane
— R skupine medusobno reagiraju

NajCeséa povezanost ogranaka pomocu
disulfidnog mosta (-S-S-) — nastaje iz dvije
molekule cisteina, unakrsno povezivnje (“cross-
link”) vazan u formiranju 3D strukture proteina

Nastajanje i kidanje disulfidne veze je redoks
reakcija

Reakcije kondenzacije

U snaznijim reakcijskim uvjetima amino-skupina jedne
molekule i karboksilna skupina druge se povezuju =
sekundarni amid

Reakcija kojom organizmi grade proteine iz a-
aminokiselina

Zasto je kemicarima problem tom konvencionalnom
tehnikom sintetizirati proteine?

+ Il
HsN—CH—C—HN—CH—C—0"
| |
R R

dipeptid
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Reakcije kondenzacije

* Problemi s kojima se susrece sintetski organski kemicar:

1. Skupina -COOH u a-aminokiselinama nedovoljno
reaktivna za kondenzaciju s -NH, skupinom u blagim
uvjetima

2. Polipeptidni lanac gradi se jedinicu po jedinicu — ne
izlagati sintetizirani peptid uvjetima u kojima ¢e se
nastala peptidna veza hidrolizirati

3. Mnoge a-aminokiseline sadrze pobocne lance s
funkcionalnim skupinama koje reagiraju u reakcijskim
uvjetima za izgradnju peptidne veze

Reakcije kondenzacije

4. Polipeptidni lanac ima dva reaktivha kraja (COOH,
NH,), sintetski kemiCar mora biti siguran da se svaka
nova NH, skupina doda na ispravan kraj lanca

HiN—CHR—COOH + Mo COO0H
HoN —CHR—CONH~CO0H + HO
Honnr COOH  + HaN—CHR—COOH
UoHsN e CONH=—CHR—CO0OH + HD

5. Svako produljavanje peptidnog lanca za jednu AK je
jedan stupanj reakcije nakon kojeg slijedi procis¢avanje i
izolacija produkta — svaki stupanj mora imati visoko
iskoristenje
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Reakcije kondenzacije

» Kemicari su probleme rijeSili na sljedece nacine:
— problemi 1 i 2 - primjenom reagensa koji povecava
reaktivnost - COOH skupine u blagim uvjetima

— problem 3 — zastitom reaktivnih funkcijskim skupina sa
zastitnim skupinama koje se na kraju mogu skinuti u
blagim uvjetima

— problem 4 — zastitom skupina a-AK i polipeptida koje se ne
povezuju sa zastitnim skupinama koje se na kraju mogu
lako skinuti

— problem 5 — vezivanjem rastuceg polipeptidnog lanca za
netopljiv nosac izgraden od smole, ispiranje topljivih nus-
produkata i neizreagiranog reagensa prije dodatka
sljedece a-AK. Nakon zavrSene sinteze polipeptidni lanac
se skida sa smole

Sinteza peptida na Cvrstoj fazi

» Stupnjevi uklju€eni u sintezi peptida na Cvrstoj fazi:

M -U = aming agid . = profechng groug

tspiubie suppart

Sep1 NFC  — = @-nJEE-C iree —NH, end protected

. . . protectad aming acid fixed to
Step 2 .‘ M ﬂ"ru + § """ - .' N ﬂ' L"% support and unreacted reagents,

0.J. excess amino acids, are
washed away

stepa  @-nEF-c- % ----- - N-ﬂ-b-&% protection removed

Step 4 N-ﬂ-G—@ + @-nc - .'N'EU‘N'E% second protected

aming acid linked

3 + @ repeatad to extend the chain
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- dicikloheksilkarbodiimid oy
(DCC) reagens za sintezu 7/ e

peptidne veze v

Sinteza peptida na Cvrstoj fazi —
Merrifieldova sinteza

R. B. Merrifield - Nobelova nagrada 1984. god. za
aut)omatiziranu tehniku sinteze hormona inzulina (51 a-
AK

Vezivanje aminokiseline na inertni netopljivi nosac
(polistiren, polietilenglikol) - nosa€ supstituiran s
klormetilfenilnom skupinom

Produkt svakog stupnja krutina - laka izolacija, ispiranje i
proc¢iS¢avanje produkta prije svakog sljedeceg stupnja
Automatizirana sinteza - sinteza inzulina za 8 dana,
ribonukleaze (124 AK) vise od mjesec dana

Prednost metode - 99% iskoriStenje svakog stupnja, u
sinte)zi ribonukleaze (369 reakcija, sveukupno iskoristenje
17%

|

Merrifieldova

sinteza o
i I S D)

1. Zastita amino skupine A
(tert'BOC) : CN;‘** e Deprotection
2. Prva AK se vezZe na 2 G0 R
nosac supstitucijom klorida S o)
sa cezijevom soli BOC- : I
amInOklsellne - benZilni Further cycles %70 u)ﬁg * >7N:C:N4<
eSteI' AK gﬂdeapcryo\aeﬂco‘gﬂ ?‘ Acylation

1 1 1 H H >7N/C\N4< (+ Excess reagents)
3. Vezivanje aminokiseline =Nl

o R
HF HQN\HL )\ITOH
N
H
R ]
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Merrifieldova sinteza

4. Jedna po jedna aminokiselina se veze na
rastuci polipeptidni lanac

5. Deprotekcija BOC skupine — 20-50 % otopina
trifluoroctene kiseline (TFA) i neutralizacija
amonijeve soli s tercijarnom bazom

5. Zavrsno cijepanje AK i nosacCa, deprotekcija
benzilirane zastitne skupine uz jaku kiselinu
(HF)
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