AMINOKISELINE

Podsetnik iz organske i analiticke hemije

Standardne (proteinske) aminokiseline:
— struktura, nomenklatura, klasifikacija

— konfiguracija

Zasto 20 proteinskih aminokiselina?
Zasto L-aminokiseline?

Osobine bocnih ostataka:
— *polarnost *veliCina *disocijacija *reaktivnost

Identifikacija i odredivanje aminokiselina
— Aminoanaliza



“Ispitno” pitanje

2. Aminokiseline: nazivi, skracenice,
sterohemija; polarnost; klasifikacija;
osnovne reakcije bocnih ostataka;
elektroliticke osobine; aminokiseline kao
puferi; analiza (planarna hromatografija;
jonoizmenjivacka hromatografija)

Literatura/priprema: PSF: pogl. 2:
Pr.:Aminokiseline, zapazanja sa vezbi



Podsetnik iz (organske) hemije?:
— karbonske kiseline
— amini
— (tio)alkoholi, (tio)etri, benzol, fenal, ...

Podsetnik iz opste/analiticke hemije:
(videti Dodatak o puferima u Praktikumu):

— slabe kiseline/baze
— pH?, Ka i pKa
— titracije slabih kiselina
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Standardne (proteinske) a-aminokiseline:
struktura

Hydrogen
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Prikazivanje a-aminokiselina
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Figure1.16. Molecular Representations. Comparison of (A) space-filling, (B ball-and-stick, and iy skeeletal model

of ATP.
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Figmre 1.17. Space-Filling Models. Structural formulas and space-filling representations of selected molecules are:
showm.



— A. Amino acids: functions

Funkcije a-aminokiselina

Components of:

Feptides
Froteins {f
Fhosphaolipids

@'@{j@r@%

Neurotransritters:

Clutamate 5% .
Aspartate : ﬂ;
Glycine :

L-Arming acid

Precursors of:

[Leto acids
Biogenic amines
Glucose
Mucleotides
Heme, creatine

.}

Transport molecule for;

;& MHz groups




20 proteinskih aminokiselina

Nepolarne

Polarne
nenaelektrisane

Polarne
naelektrisane:

kisele
bazne




Skracenice za standardne aminokiseline

Tabela 2.2: Skradenice za 20 standardnih aminokiselina. Simboli Glx 1 Asx
ognatavaju Gln i Glu odn. Asn ili Asp. Ovwi simboli potiu iz laboratorijske
prakee, jer pri odredjivanju aminokiselinskog sastava 1 selvence ¢esto nije mogude
sa sigurnodéu utvrditi da li se radi o amidima (Asn, Gln} ili o odgovarajudim kiseli-
nama (Asp, Glu).

Aminckizelina | Troslovni | Jednoslovni | Mnemonik za

ili ostatak gimbol girmbol jednoslovni simbol
Alanin Als A Alanin

Glutarmat Glu E ad engl. ?gluBEtamic acid”
Glutamin Zln Q) ad engl, ” Q-tamineg”
Aspartat. Asp D od engl 7 asparDic acid”
Asparagin Agn N asparagiN

Leucin Len L Leucin

Glicin Gly & Glicin

Lizin Lya K K je w azbuci ispred L
Sarin Ser = Serin

Yalin Wal W Yalin

Arginin Arg B aRginin

Treonin Thr T Trecnin

Prolin Pro P Prolin

Izoleucin Ile I Izolencin

Metionin et M Metioni

Fenilalanin Phe F Fenilalanin

Tirogzin Tyr Y engl tYrosine

Clgteln Cra C Cigtein

Triptofan Trp W engl. "tWo rings”
Histidin His E Histidin




Proteinske aminokiseline se klasifikuju po:

e polarnosti (uobicajen nacin u biohemiji)

e funkcionalnim grupama u bocnim
ostacima

e biosintezi (esencijalne, ne-esencijalne)



OSOBINE BOCNIH OSTATAKA

* POLARNOST
* VELICINA
* DISOCIJACIIA

* REAKTIVNOST



20 standardnih proteinskih aminokiselina

Nepolarne

Polarne
nenaelektrisane

Polarne
naelektrisane:

kisele
bazne
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Slika 2.2: Strukture boénih (R) ostataka standardnih aminokiselina; botni cetaci
su grupisani po slicnosti,



Aminokiseline su slabe poliproticne kiseline
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Aminokiseline su slabe poliproticne kiseline

H,O(!) + NH4(g) == NHZ(ag) + OH (aq)

; . - H 7 pKa = 9,2!
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Aminokiseline su slabe poliproticne kiseline

Tabela 2.5: Disocijacija jonizujuéih grupa u aminokisslinama.

CGrupa Kiseling s—=Baza + H*
Terminalna karboksiina —COOH e=aCO0 + H'
Asparaginska i —COOH w==C00 + H'

lutaminska kiselina

Histidin H N"\/N H N

Terminalna smino —NH;, S —~NH, + H*
Cistemn —SH w—_—g s K
Tirozan —O—UH -—-—O—D' +H
Lizin —NHj w———NH, + H
+
Arginin H J"NHz H e



Reaktivhost bocnih ostataka

e Funkcionalne grupe odreduju hemijska
svojstva bocnih aminokiselinskih ostataka!

e Konsultovati organsku hemiju!

e Znacaj:
— post-translacione modifikacije proteina
— mehanizmi enzimske katalize
— eksperimentalni rad sa proteinima



Identifikacija i odredivanje
aminokiselina

» UV spektri aromaticnih aminokiselina

o Reakcija sa ninhidrinom
o» Planarna hromatografija

» Aminoanaliza



Princip rada spektrofotometra
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UV spektri Trp, Tyr i

A form)

Slika 2.12: UV epektri Trp, Tyr i Phe u rastvoru neutralnog pH. Na ordinati, na
kojo] je prikazana apsorptivncet (¢), data je logaritameka skala da bi spektri ave tri

aminokiseline mogli zajedno da se prikazu. [Prema: D.B. Watlaufer, Adv. Protein
Chem., 17, 303 (1962) ]



Reakcija aminokiselina sa ninhidrinom

....jedna od najspecificnijih reakcija koje postoje...
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Planarna hromatografija aminokiselina




Aminoanaliza

¢ Uzorak za analizu: slobodne aminokiseline ili
hidrolizat proteina

¢ Hromatografsko razdvajanje aminokiselina

¢ Reakcija eluata sa ninhidrinom

HPLC or fon-enchangs
én HCl  Free amino chr natography Armino acid
— - »

acids composition




Hromatografija aminokiselina na
katjonskom jonoizmenjivacu

Postupak je u
sssssssss medjuvremenu
PPPPP ic tubing automatizovan! ! !

Plastic tubing

eeeeeee

g Buffer

| Resin




Aminoanaliza
(aminoanalizator, katjonski Dowex/50 jonoizmenjivac)

ELUTION PROFILE OF PEPTIDE HYDROLYSATE
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Ne-standardne proteinske aminokiseline:

nastaju enzimatskim, post-translacionim modifikacijama

Ifi CO0
H k—[ll—(leg ‘UU{I—JJH—CHE—(I‘JH— Co0~
HC , CH-CO0" *NH,
H'ﬁ \H y-Carboxyglutamate
4 -Hydroxyproline
+ —
HBN\C{IGDO

Haﬁ—CHE—{llH—CHE—CHE—?H—CGG‘

OH +*NH;
5-Hydroxylysine

CH,—NH—CH,—CH.—CH,— CHg—rfllH—CDU
»
“NH, HN 000"
&N -Methyllysine Dezmosine
HHr—CHE—(lj?H—COD'
+NH8
Selenocysteine




Slobodne aminokiseline (nisu vezane u proteinima):
do sada ih je nadeno vise od 700!

Haf"':I— CH.—CH.—CH.,—CH-—CO0O
"'I"|~II-I3
Ornithine
H.N—C—-N—-CH,.—CH.—CH.,.—CH-—-COQO~
+I|'~Q|H,3

Citrulline




Konfiguracija a-aminokiselina

o0~ COOo-
: H H B &
HzN NH; COO~ Coo" ﬁ:ocr imo*
H:No-C ] H-—(i:--ﬁlla HN—C-H H-CXH,
CH, CH, Y ! l
CH. CH. (H, CH,
L-Alanine D-Alanine L-Alanine p-Alanine t-Alanine p-Alanine
{a) (b) (c)

Slika 2.6: Mnemonik za prepoznavanje L-aminokiselina: Ako namestimo aminoki-
selinu tako da se cita "ON’ (na engleskom ~ napred) R ostatak ée biti sa leve
strane mosta.



Hiralnost o-aminokiselina




Zasto svi proteini sadrze istih 20
aminokiselina?

Ekspresija gena; biosinteza proteina!!!
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Genetski kod je univerzalan

Tabcla &.8: Tasnectekl <¢6d aminokiscins: kodoni predotovl aju sckvenze nukleozid
nih tripleta v -BENK. Prvl nuklectid o tripletu naveden je za leve sgtrane, drzl
gore, a tre¢l sa desne atrane tablice

u O A &
Phe | doare | "t | blys | L
U Fhe | Bzt | Tor | Cys | C
Lou | Sar | End | End | A
Tenn | Sar | Fmd | T | G
Lsn | Beor| Fhs | &re | L
c Leu | Fro | Ilis | Arg | C
Lou | Pro | Gln | Arg | A
Ten | Pro | Gln | Arg | G
[le | Thr | Asn | Ser | T
A [le | Thr | Asn | Ser | C
z Llat || ABhE | Lags | A | &
Mzt | 'lhr | Lva | Arg | G
Val | Ala | Asp | Gly | T
c Wal | Ala | Asp | Gly | C
Y| Val | Ala | Clu | Gly | A
Val | Ala | Glu | Gly | G




Zasto bas ovih 20 aminokiselina?
Eksperimenti simulirane prebioticke sinteze!

f(

Mixture of

Amino acids
Glycine
Alanine
a-Aminobutyric acid
Valine
Leucine
|soleucine
Proline
Aspartic acid
Glutamic acid
Serine
Threonine

Nucleic acid bases
Adenine

Guanine

Aanthine
Hypoxanthine
Cytosine

Uracil



Miller - prebiotic synthesis experiment

s

0.1 -
0.01 - ‘ | ‘ |
0.001 I I I

Ala Gly Asp Val Leu Glu Ille Pro Thr




Zasto L-aminokiseline?

e Ukoliko bocni ostaci ne bi bili iste
konfiguracije polipeptidni niz ne bi mogao
efikasno da se uvije u nativnu globulu!

e Da li bi mogle da postoje cCelije u kojima su
neki proteini sastavljeni od L, a neki od D
aminokiselina?

e Zasto L-, a ne D- aminokiseline?
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