ZWIAZKI
NATURALNE

AMINOKWASY | PEPTYDY
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Etap 0.1 1.

ZADANIE 1.
Struktura tripeptydu

Tripeptyd zawierajgcy fenyloalaning, glicyne i seryne poddano dziataniu karboksypepty-
dazy. Pierwszym wolnym aminokwasem pojawiajagcym si¢ w roztworze byta fenyloalanina.
Kiedy ten sam tripeptyd poddano degradacji Edmana otrzymano N-fenylotiohydantoing gli-
cyny. Jaka byla struktura tego tripeptydu?

ZADANIE 2.
Struktura pentapeptydu

W wyniku czesSciowej hydrolizy pentapeptydu otrzymano nastgpujace fragmenty: Gly-Ala,
Leu-Phe, Leu-Leu i Ala-Leu. Podczas degradacji Edmana wyjsciowego pentapeptydu otrzy-
mano N-fenylotiohydantoine glicyny. Jaka byla struktura wyjsciowego pentapeptydu?

ZADANIE 3.
Pierwszorzedowa struktura hormonu somatostatyny

Somatostatyna jest 14-peptydem, ktéry hamuje wydzielanie hormonu wzrostu. W celu
okreslenia sekwencji aminokwasowej tego peptydu wykonano, degradacje Edmana i kilka
hydroliz enzymatycznych. Na podstawie ponizej podanych danych okresl strukture pierwszo-
rzedowa somatostatyny:

1. degradacja Edmana data PHT-Ala.
2. selektywne hydrolizy daty peptydy o nastgpujacych sekwencjach:

Phe-Trp Thr-Ser-Cys
Lys-Thr-Phe Thr-Phe-Thr-Ser-Cys
Asn-Phe-Phe-Trp-Lys Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe

3. somatostatyna posiada mostek disiarczkowy.

ZADANIE 4.
Budowa peptydu

Po dzialaniu trypsyna, z hydrolizatu pewnego bialka, zawierajacego tylko aminokwasy ko-
dowane (biatkowe), wyodrebniono dipeptyd w postaci jego soli monooctanowej. W wyniku
analizy elementarnej (catkowite spalanie) ze 100 mg tej soli otrzymano 165,05 mg CO;
1 70,64 mg H,O; nie stwierdzono obecnosci tlenkdéw siarki. W rezultacie oznaczania azotu
metoda Dumasa, z rowniez 100 miligramowej probki zwigzku uzyskano 11,5 cm?® azotu (po-
miar w warunkach normalnych). Podaj:

a) wzor strukturalny dipeptydu z zaznaczeniem konfiguracji na atomach asymetrycznych
w konwencji wzoru Fischera.

b) wzor dipeptydu w punkcie izoelektrycznym
¢) wzor dipeptydu w formie wystepujacej w srodowisku kwasnym.

d) wzor dipeptydu w formie przewazajacej w Srodowisku zasadowym.
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ZADANIE 5.
Analiza tripeptydu

Z hydrolizatu pewnego biatka naturalnego, po trawieniu chymotrypsyna wyodrebniono tri-
peptyd. Podczas oznaczania zawartosci wegla i wodoru (catkowite spalanie) z probki
10,00 mg tego tripeptydu otrzymano 21,49 mg CO;i 6,17 mg H,O; nie stwierdzono obecnosci
tlenkow siarki. Oznaczanie azotu z probki 10,06 mg tripeptydu dato 1,1 cm® azotu (pomiar
w warunkach normalnych).
Podaj:
a) wzor sumaryczny tripeptydu.
b) sktad aminokwasowy i sekwencj¢ aminokwasoéw w tripeptydzie.
€) wzor strukturalny (w konwencji wzoru Fischera) tripeptydu w punkcie izoelektrycznym.
d) wzor strukturalny tripeptydu w formie wystepujacej w srodowisku kwasnym.

e) wzor strukturalny tripeptydu w formie przewazajacej w srodowisku zasadowym.

ZADANIE 6.

Ustalenie sekwencji aminokwaséw w peptydzie

W oparciu o ponizsze fakty wydedukuj sekwencje heptapeptydu.

1. W wyniku catkowitej hydrolizy tego peptydu otrzymano nastgpujacy sktad ilosciowy ami-
nokwasow: Ala (2), Glu, Leu, Lys, Phe, Val.

2. Peptyd poddano reakcji z 2,4-dinitrofluorobenzenem, a nastepnie cze$ciowej hydrolizie.

Otrzymano m.in. waling z oznakowang grupg o—aminowa, lizyn¢ z oznakowang grupa
g-aminow3 i dipeptyd DNP-Val-Leu (DNP = 2 4-dinitrofenyl-)

3. Hydroliza wyjsciowego peptydu karboksypeptydaza prowadzita poczatkowo do odszcze-
pienia alaniny, a nast¢pnie obserwowano wzrastajace stezenie kwasu glutaminowego
4. Czesciowa hydroliza tego peptydu prowadzi do otrzymania dipeptydu (A) i tripeptydu (B)

— Dipeptyd A poddano reakcji z 2,4-dinitrofluorobenzenem, a nastepnie czeSciowej hy-
drolizie. Otrzymano DNP-Leu i lizyne z oznakowana grupa g-aminowa,

— Calkowita hydroliza peptydu B prowadzi do otrzymania Glu, Phe i Ala. Kiedy tripeptyd
B poddano reakcji z karboksypeptydaza mieszanina reakcyjna wykazywata wzrastajace
stezenie Glu. W wyniku reakcji peptydu B z 2,4-dinitrofluorobenzenem, a nastepnie
hydrolizie otrzymano DNP-Phe.

ZADANIE 7.
Struktura peptydu
Okresl sekwencje 6-peptydu na podstawie ponizszych danych:

— hydroliza w $rodowisku kwasnym daje: 2Leu, Lys, Phe, Ser, Tyr.

karboksypeptydaza A uwalnia Tyr.

odczynnik Edmana uwalnia Leu.

w wyniku dziataniu trypsyng powstaje: Leu-Lys oraz Phe-Leu-Ser-Tyr.

pod wptywem chymotrypsyny powstaje: Leu-Lys-Phe oraz Leu-Ser-Tyr.
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ZADANIE 8.
Sekwencja gastryny

Gastryna jest heptadekapeptydowym hormonem, ktory stymuluje wydzielanie kwasu w z0-
tadku ssakoéw. Kocia gastryna ma nastepujacy sktad aminokwasowy:

Ala,AspGly,GlusLeuMetPheProTrp, Tyr

Peptyd ten poddano dzialaniu chymotrypsyny a nast¢pnie wyizolowano w produktach re-
akcji fragmenty peptydowe. Fragmenty te poddano analizie sekwencyjnej i otrzymano naste-
pujace struktury:

Glu-Gly-Pro-Trp Met-Asp-Phe

Gly-Trp Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala-Tyr

Analiza grup koncowych wykazata obecnos¢ na N-koncu kwasu glutaminowego, a na C-
koncu obecno$¢ fenyloalaniny.

Polecenia:

a) Okresl, jakie sa mozliwe sekwencje kociej gastryny, ktore mozna napisa¢ na podstawie
powyzszych informacji.

b) Podaj metody stuzace do okreslania grup koncowych peptydoéw (N- i C-koniec).

c) Ocen, czy peptyd ten bedzie trawiony przez trypsyne.

ZADANIE 9.
Ustalanie sekwencji peptydu

Analizowano pewien peptyd. Okazato si¢, ze wystgpuje on w postaci amidu na C-koncu
I daje pozytywny wynik reakcji z ninhydryna. Kolejne proby daty nastgpujace rezultaty:

— Po czgsciowej hydrolizie wyodrebniono nastepujace fragmenty: Ala-Thr, Phe-Leu, Ser-Phe
oraz fragment o masie 231 g/mol. Masa ta nie odpowiadata zadnemu krotkiemu peptydo-
Wi,

— Po catkowitej hydrolizie wyizolowano 5 r6znych aminokwaséw oraz zwigzek X. Stwier-
dzono, ze zwigzek X praktycznie nie rozpuszcza si¢ w wodzie, natomiast rozpuszcza si¢
w roztworze NaHCO3, czemu towarzyszy wydzielanie si¢ pecherzykow gazu. Analiza
widma NMR wykazata, Zze zwigzek ten ma prosty, nasycony tancuch weglowy. Ponadto po
spaleniu 0,01 mola zwigzku X otrzymano 3,52 g COs,.

— W wyniku reakcji z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem, a nastepnie hydrolizie otrzymanej po-
chodnej powstaje zwigzek o masie 255 g/mol.

Polecenia:
a) Napisz schemat reakcji peptydu z 2,4-dinitrofluorobenzenem.

b) Podaj sekwencje (wraz z uzasadnieniem) poszukiwanego peptydu, z uwzglednieniem przy-
laczenia zwigzku X. Dla aminokwasow zastosuj kod 3-literowy, natomiast zwigzek X na-
pisz w postaci wzoru potstrukturalnego.

c) Okresl, jakiego typu potaczenie chemiczne wystgpuje migdzy zwigzkiem X a badanym
peptydem.
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ZADANIE 10.
Lek mukolityczny

Prosta pochodna X jednego z aminokwaséw naturalnych (sktadnika biatek) stosowana jest
jako lek mukolityczny — rozrzedzajacy wydzieling drog oddechowych. Wykazuje ona rowniez
pewne wlasciwosci odtruwajace, na przyktad unieczynnia toksyczne metabolity paracetamo-
lu. Sktad pierwiastkowy tego zwigzku jest nastepujacy: C — 36,80% , H — 5,56%, N — 8,58%,
0 —29,41 %, S — 19,65%, a jego masa molowa jest mniejsza niz 200 g/mol. W wyniku reak-
cji hydrolizy X mozna otrzymac¢ z powrotem wyjéciowy aminokwas. W testach na wlasciwo-
sci kwasowo-zasadowe zwigzek X odbarwia papierek uniwersalny zabarwiony na zielono
W oparach amoniaku (miejscowa zmiana koloru papierka z zielonego na zo6tty), natomiast nie
odbarwia papierka zabarwionego na czerwono w oparach kwasu solnego.

Podaj:
a) wzor sumaryczny zwigzku X.
b) wzor potstrukturalny zwigzku X.

) konfiguracj¢ absolutng asymetrycznego atomu wegla (R lub S).

ZADANIE 11.
Peptydy i ich sekwencje

Analizowano pewien peptyd Y o nieznanej sekwencji. Przeprowadzono kilka podstawo-
wych prob i1 okazato sig, ze:

— peptyd Y nie ulega degradacji Edmana, ani reakcji z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem.
— peptyd Y zbudowany jest z 7 reszt aminokwasowych: 2Ala, 2Gly, Leu, Val i Tyr lub Phe.
— w wyniku dziatania chymotrypsyna na peptyd Y otrzymuje si¢ produkt X.

— produkt X ulega reakcji z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem, a po hydrolizie otrzymuje si¢ po-
chodna Gly.

— czeSciowa hydroliza peptydu Y doprowadzila do wyizolowania krotszych fragmentow
0 nastepujacych masach: 174 g/mol, 202 g/mol, 222 g/mol, 236 g/mol. Ponadto czgs¢ wy-
izolowanych fragmentéw poddano sekwencjonowaniu i otrzymano: Val-Leu-Ala,
Gly-Ala-Gly.

Polecenia:

a) Uzasadnij obserwacje dotyczace degradacji Edmana i reakcji z 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzenem.

b) Podaj sekwencje badanego peptydu wraz z krotkim uzasadnieniem.
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ZADANIE 12.
Struktura analogu tetrapeptydu

W badaniach zalezno$ci aktywnos$ci biologicznej od struktury chemicznej biologicznie
czynnych peptydow czesto syntezuje sie analogi, w ktorych czes¢ wigzan peptydowych zaste-
puje si¢ innymi wigzaniami, ktore przypominajg wigzania peptydowe, ale w przeciwienstwie
do nich, nie sg podatne na hydroliz¢ enzymatyczng. Badanie zwigzku P, bedacego analogiem
endogennego tetrapeptydu dato nastgpujace rezultaty:

1. W wyniku kwasnej hydrolizy analogu P otrzymano fenyloalaning (Phe), waling (Val)
I zwiazek X.

2. Oznaczenie aminokwasu znajdujacego si¢ na N-koncu tego analogu wykonano metoda
Sangera. Okazalo si¢, ze powstata pochodna 2,4-dinitrofenylowa zawierata 11 atomow
wegla.

3. W wyniku dzialania na badany analog karboksypeptydazy (enzymu odcinajacego
C-koncowy aminokwas), w roztworze stwierdzono obecno$¢ fenyloalaniny.

4. Zwiazek X jest izosterem dipeptydu alanylo-alaniny (Ala-Ala) i zawiera w miejscu wigza-
nia peptydowego —CO-NH- inne wigzanie, nie podatne na degradacj¢ enzymatyczna.

5. Zwigzek X mozna otrzymaé w cyklu reakcji:

R Q gdzie:
O HN o R
Boc-HN OBt \’r
H R"

(o)
Boc- — grupa t-butyloksykarbonylowa

R' o}
N R
Boc-HN)\/ \HKOBU'
L Bu' — grupa t-butylowa

TFA — kwas trifluorooctowy

l NaBH,CN
R 0
H
)\/ N
Boc-HN OBu!
RI‘

TFA

R o)
H
)\/ N
HoN \HI\OH
A

Polecenie: Korzystajac z powyzszych informacji ustal budowe zwigzku P.
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ZADANIE 13.
Pochodne aminokwasow naturalnych

Od wielu lat prowadzone sg badania nad systemem dostarczania lekow (ang. DDS — drug
delivery system) do miejsca dziatania. Jednym ze sposobow jest umieszczanie leku w polime-
rze, ktory pgcznieje lub kurczy si¢ zaleznie od pH $rodowiska. Do otrzymania jednego z ta-
kich zeli wykorzystano zwigzek X, pochodng pewnego naturalnego aminokwasu A, ktérego
pI wynosi 9,74. Wiadomo, ze zwigzek X:

— wykazuje fioletowa barwe w probie z ninhydryna.

ulega reakcji z chlorkiem acetylu wobec trietyloaminy.

ulega reakcji z metanolem wobec chlorku tionylu.

ma mas¢ molowg rowng 200 g/mol.

w widmie IR ma 2 rézne pasma pochodzace od grup karbonylowych.

Ponadto roztwor zwigzku X odbarwia wodg bromowg oraz roztwor KMnO,4 na zimno, ale
nie daje pozytywnego wyniku proby Tollensa.

Zwiazek X mozna otrzyma¢ w wyniku dwoch nastepujacych po sobie reakcji: w pierwszej
z nich substratem jest aminokwas A z zablokowang grupa a-aminowa, natomiast druga reak-
cja polega na usunigciu grupy zabezpieczajace;.

Polecenia:

a) Podaj wzor strukturalny lub potstrukturalny zwigzku X (bez zaznaczanie stereochemii),
jesli wiadomo, ze 2 mmole aminokwasu A reaguja z 0,33 g chlorku acetylu wobec trietylo-
aminy (do reakcji wzigto 5% molowych nadmiaru chlorku kwasowego).

b) Podaj schematy reakcji zwigzku X z Br, oraz chlorkiem acetylu wobec trietyloaminy (bez
zaznaczania stereochemii).

¢) Podaj prawdopodobny schemat otrzymywania pochodnej zwigzku X w reakcji aminokwa-
su A z zablokowang grupa a-aminowg oraz drugiego potrzebnego komponentu.

d) Wyjasnij, w jaki sposob zwigzek X mozna wbudowaé w strukturg polimeru (zelu), tak by
tylko w niewielkim stopniu zmienity si¢ wlasciwosci kwasowo-zasadowe X.

ZADANIE 14,
Oznaczanie sekwencji peptydu
Podaj sekwencje naturalnego 8-peptydu w oparciu o ponizsze fakty:

1. Do oznaczenia N-koncowego aminokwasu wykorzystano metod¢ Sangera. W wyniku re-
akcji peptydu z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem i przeprowadzonej hydrolizie produktu tej
reakcji dwa aminokwasy zostaty przeprowadzone w pochodne 2,4-dinitrofenylowe (DNP).
Okazato si¢, ze obie pochodne zawieraty 12 atomow wegla.

2. W wyniku trawienia wyjsciowego peptydu enzymem rozszczepiajagcym wigzania pepty-
dowe po karboksylowej stronie aminokwaséw aromatycznych otrzymano nastgpujace
fragmenty: Leu-Pro-Met-Phe i Lys-Pro-Ala-Phe.
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ZADANIE 15.

Struktura i wtasnosci aminokwasow

A. Sposrod przedstawionych aminokwasow wskaz dwa aminokwasy niebiatkowe. Uzasadnij,

jakie cechy budowy tych zwigzkéw decydujg o tym, ze nie wchodzg one w sktad tancu-
chow polipeptydowych bialtek.

S)
cod” cof® @ ¢ od” T cod® 02
@ @D H,N—C—H H-C—H @ | I ®
HyN— (I:—H H3N—(|3—H . H3N—(':—H H3N—(|3—H H—C—N;
H CH; ca CH, @ &{3 CH,0H CH,OH
a. b. C. d. e. f.

B. Ktory z nastepujacych tripeptydow nie powstaje w wyniku hydrolizy biatka? Odpowiedz
uzasadnic.

goor g
H2N—(IZ‘—H O\\ /N\ /C\ /CH2\
o g oo
CH, CHSHH HN-C—H CHySH H
0//C\ /CI-{C/N\CI{COOH (|:H2
L] ? e
H 0] COOH
a b.
C. W jakiej postaci beda wystepowac czasteczki aminokwasu o wzorze:
(IIOOH
HZN—(IZ—H
CH,
CIJHz
COOH

a) w 0,1-molowym roztworze HCI? b) w 0,1-molowym roztworze NaOH?
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Etap 2.

ZADANIE 16.
Analiza pewnego peptydu

Analizowano pewien 7-peptyd P. Stwierdzono, ze peptyd ten sktada si¢ z 4 r6znych ami-
nokwasow, z ktorych 3 wystgpuja dwukrotnie. Po przeprowadzeniu kilku reakcji peptydu P
okazalo sie, ze:

— w skiad czasteczki peptydu wchodzi jedna reszta aminokwasu zasadowego Al, ktérego
grupa funkcyjna w tancuchu bocznym stanowi fragment wigzania peptydowego. Ponadto
peptyd zbudowany jest z reszt aminokwasow aromatycznych i obojetnych.

— w wyniku reakcji peptydu P z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem, a nastgpnie hydrolizy tak
uzyskanej pochodnej, otrzymano dwie rézne pochodne 2,4-dinitrofenylowe (DNP) B i C
0 masach molowych réwnych odpowiednio: 312 g/mol 347 g/mol.

— s0l sodowg aminokwasu A2, w postaci mieszaniny racemicznej, mozna otrzymaé¢ zgodnie

Z ponizszym schematem:
o

Cl,/PCl,  SOCl,/CHOH NaOH / H,0
kwas propanowy — X1 — X2 —— X3 —» A2

— zar6wno aminopeptydaza jak i karboksypeptydaza moga odszczepi¢ ten sam aminokwas
A3.

— czg$ciowa hydroliza (tylko jednego wiazania peptydowego) peptydu prowadzi do otrzy-
mania 2 fragmentow: P1, sktadajacego si¢ z 3 reszt aminokwasowych oraz P2, zbudowa-
nego z 4 reszt.

— masa molowa peptydu P1 jest rowna 399 g/mol. Peptyd ten ulega trawieniu chymotrypsy-
na, w wyniku czego otrzymuje si¢ aminokwas oraz dipeptyd zbudowany m.in. z reszty
aminokwasu A2; peptyd P1 nie ulega reakcji z trypsyna.

— peptyd P2 ulega reakcji z trypsyng, co powoduje skrocenie jego sekwencji o jeden amino-
kwas; trawienie P2 chymotrypsyng powoduje otrzymanie m.in. tripeptydu.

Chymotrypsyna to enzym hydrolizujgcy wiqzania peptydowe po karboksylowej stronie
aminokwasow aromatycznych, natomiast trypsyna to enzym hydrolizujqcy wigzania peptydo-
we po karboksylowej stronie aminokwasow zasadowych.

Polecenia:

a) Narysuj wzory strukturalne lub potstrukturalne zwigzkéw B i C (bez uwzgledniania ste-
reochemii). Uzasadnij swdj wybor m.in. wykonujac stosowne obliczenia.

b) Narysuj wzory strukturalne lub potstrukturalne zwigzkoéw X1, X2, X3.
c) Podaj aminokwas A3 odszczepiany przez aminopeptydaze oraz karboksypeptydazg.

d) Podaj sekwencje peptydow P1, P2, P (uzywajac trzyliterowych skrotow poszczegolnych
aminokwasow) wraz z uzasadnieniem kazdej sekwencji.
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ZADANIE 17.
Tripeptyd

Narysuj wzor strukturalny naturalnego tripeptydu (z podaniem konfiguracji absolutnej

asymetrycznych atomow wegla) pelnigcego w organizmie funkcje uktadu oksydoredukcyjne-
go, wiedzac, ze:

1.
2.

peptyd poddany probie ninhydrynowej wykazuje fioletowg barwe.

jedno z wigzan peptydowych jest wytworzone poprzez grupe funkcyjng znajdujaca sig
w tancuchu bocznym jednego z aminokwasow.

pik jonu pseudomolekularnego stwierdzony za pomoca spektrometrii mas ze zrodlem joni-
zacji typu elektrosprej (ang. electrospray) odpowiada masie czgsteczkowej 308 u.
UWAGA: liczba ta odpowiada masie czasteczkowej substancji powigkszonej o jeden,
[M+H]".

w wyniku utlenienia tego peptydu tlenem z powietrza powstaje produkt tworzacy jon
pseudomolekularny o masie czasteczkowej 613 u.

podziatanie na tak utleniony peptyd chlorkiem tionylu w metanolu (jest to reakcja estryfi-
kacji wolnych grup karboksylowych) prowadzi do produktu dajacego pik pseudomoleku-
larny odpowiadajacy masie czasteczkowej 669 u.

w wyniku cze$ciowej hydrolizy wyjsciowego peptydu powstajg m.in. dwa dipeptydy. Di-
peptydy te po rozdzieleniu poddano analizie elementarnej. W obu przypadkach uzyskano
COy, H,0, Ny oraz BaSOs,.

identyfikacja reszty aminokwasowej znajdujacej si¢ na N-koncu badanego tripeptydu
przeprowadzona zostata metoda Sangera. Stosujac spektrometri¢ mas typu elektrosprej
stwierdzono w widmie hydrolizatu m.in. obecnos¢ jonu pseudomolekularnego DNP-AA
odpowiadajacego masie czasteczkowej 314 u.

Metoda Sangera polega na przeprowadzeniu reakcji peptydu z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem. Reakcji ulegajg
wolne grupy aminowe znajdujgce si¢ w peptydzie. Otrzymang w ten sposob pochodng 2,4-dinitrofenylowg
(DNP) peptydu poddaje sie hydrolizie, a nastepnie réznymi metodami indentyfikuje sic DNP-pochodng ami-
nokwasowq.

Rozwiazujac zadanie podaj wnioski, jakie wyciagasz z informacji podanych w kazdym z po-
wyzszych punktow (1 — 7). Napisz rownania reakcji, jakim ten peptyd zostaje poddany
w punktach (4, 5, 7).

W obliczeniach masy molowe nalezy zaokragli¢ do liczb catkowitych.
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ZADANIE 18.
Analiza pewnego peptydu

Z materialu naturalnego wyizolowano nieznany zwiazek, majacy charakter peptydowy —
zwiazek ten dawat pozytywny wynik testu z ninhydryng. Metodg spektrometrii mas okreslo-
no, ze masa zwigzku wynosita M; = 534 g/mol, a po przeprowadzeniu jego calkowitej hydro-
lizy stwierdzono, ze jest to pentapeptyd. W celu okreslenia sekwencji tego peptydu, poddano
go dzialaniu:

— trypsyny, otrzymujac fragmenty o masach: M, = 463 g/mol i M3 = 89 g/mol,
— chymotrypsyny, otrzymujgc fragmenty 0 masach: M4 = 335 g/mol i Ms = 217 g/mol.

Oznaczono tez aminokwas N-koncowy, przeprowadzajac reakcje peptydu z 2,4-dinitro-
fluorobenzenem a nast¢pnie produkt poddano hydrolizie. Otrzymano pochodna, ktérej masa
wynosita Mg = 241 g/mol. Po przeprowadzeniu dodatkowych eksperymentéw okazato sig, ze
w badanym peptydzie wystepuje aminokwas posiadajacy hydrofobowy tancuch boczny oraz
zawierajacy w czasteczce 2 asymetryczne atomy wegla.

W peptydzie wystepuje tez aminokwas tworzacy w reakcji z bezwodnikiem octowym pro-
dukt, ktorego masa molowa jest o 84 g/mol wigksza nizZ masa molowa substratu. Sktad pro-
centowy tego produktu jest nastepujacy: wegiel — 52,2%, tlen — 27,8%, wodor — 7,8%, a resz-
te stanowi azot.

Polecenia:
a) Zidentyfikuj aminokwas C-koncowy (podaj jego wzor strukturalny i krotkie uzasadnienie).

b) Zidentyfikuj aminokwas N-koncowy (podaj jego wzor strukturalny) i napisz schemat reak-
cji peptydu z 2,4-dinitrofluorobenzenem.

¢) Podaj wzor strukturalny aminokwasu z hydrofobowym tancuchem bocznym i zaznacz
asymetryczne atomy wegla.

d) Zidentyfikuj aminokwas, ktory poddano reakcji z bezwodnikiem octowym (podaj jego
wzor strukturalny) i napisz schemat tej reakcji.

e) Zidentyfikuj pozostaly aminokwas (podaj jego wzor strukturalny).
f) Podaj sekwencje¢ badanego peptydu oraz uzasadnienie wyboru sekwencji.
W obliczeniach przyjmij przyblizone wartosci mas molowych:
C-12 g/mol H -1 g/mol N — 14 g/mol O - 16 g/mol
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ZADANIE 19.
Aminokwasy

Aminokwasy — zwigzki organiczne zawierajace w swej czasteczce przynajmniej dwie gru-
py funkcyjne aminowg i karboksylowa — nie tylko petnig wazne funkcje biologiczne, ale row-
niez ulegaja wielu interesujacym rekcjom chemicznym. W zalezno$ci od potozenia grupy
aminowej wzgledem karboksylowej mozna wyroznic¢ a, B, v, 8, e-aminokwasy, gdzie grecka
litera okresla odleglos¢ migdzy tymi grupami funkcyjnymi. W a-aminokwasach - podstawo-
wych sktadnikach biatek — grupy aminowa i karboksylowa sg przylaczone do tego samego
atomu wegla.
Czesé 1

Pod wptywem ogrzewania y- i d-aminokwasow, w wyniku eliminacji wody, powstaja cy-
kliczne amidy — laktamy. Ogrzewany kwas e-aminokapronowy nie tworzy cyklicznego amidu
A, tylko ulega migdzyczgsteczkowej kondensacji dajac produkt B - poliamid, znany pod na-
zwa nylon 6. Laktam A mozna otrzyma¢ w wyniku reakcji oksymu cykloheksanonu z H,SOy,
nazywanej przegrupowaniem Beckmanna.

Podczas ogrzewania laktamu A w obecnos$ci zasady powstaje produkt B.

NOH
SO
A B H,SO, oksym
laktam - cykloheksanonu
A///
-H,0 OH™
kwas epsilon-aminokapronowy HO
2
nylon 6
Czes¢ 11

Jezeli racemiczng a-aminowa pochodng laktamu A (zwigzek C) podda si¢ dziataniu pew-
nego enzymu z grupy hydrolaz w obecno$ci wody to powstanie aminokwas kodowany przez
DNA (zwiagzek D).

H,0 / enzym z grupy hydrolaz
zwigzek C (C¢H;,ON,) »  zwiazek D
(a-aminowa pochodna laktamu A) (aminokwas kodowany przez DNA)

Zwigzek D moze by¢ substratem ciggu przemian przedstawionych na ponizszym schema-
cie:

o 0

0 0
'CUSO‘ (aq) 1. H,CJ\OJLCH, MJ@J\OJLOC‘CHJS
D E = F G
2 RS HN-CH,-COOCH
0 0 5 N
H,c’l‘oJ"cn,
N=C=N
dwu
Saamar (DCCy*
I H

* wskazéwka: DCC jest reagentem aktywujacym grupe karboksylowa
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Polecenia:

a) Nazwij kwas e-aminokapronowy zgodnie z regutami [UPAC.
b) Narysuj wzor potstrukturalny zwigzku A.

¢) Narysuj wzor polstrukturalny produktu B.

d) Narysuj wzor potstrukturalny zwigzku C.

e) Narysuj wzor potstrukturalny lub szkieletowy zwigzku D.

f) Przedstaw za pomoca projekcyjnych wzoréow Fischera enancjomery zwiazku D. Zaznacz,
ktory wzor przedstawia enancjomer L, a ktory D.

g) Zaproponuj strukturg zwigzku kompleksowego E wiedzac, ze liczba koordynacyjna jonow
Cu?* w tym kompleksie wynosi 4.

h) Narysuj wzory poltstrukturalne lub szkieletowe zwigzkow F, G, H, 1.

ZADANIE 20.
Sekwencja naturalnego pentapeptydu

W wyniku analizy (catkowite spalanie) pewnego naturalnego pentapeptydu, wykazujacego
dziatanie przeciwbodlowe, z 0,172 mmola tego peptydu otrzymano 0,228 g CO, i 0,057 g H,0,
nie stwierdzono za$§ obecnosci siarki. W wyniku oznaczania catkowitej zawarto$ci azotu
z takiej samej ilosci peptydu otrzymano 9,66 cm® azotu (pomiar w warunkach normalnych).
Czegsciowa hydroliza wyjsciowego peptydu chymotrypsyna — enzymem hydrolizujacym wia-
zanie peptydowe utworzone przez grupe karboksylowg aminokwasu aromatycznego — prowa-
dzita do otrzymania m.in. dwoch peptydow o masach czasteczkowych 172 u i 262 u. Oba te
peptydy po wyizolowaniu i oczyszczeniu, nie wykazywaly pozytywnego wyniku w probie
ninhydrynowej, podczas gdy wyjsciowy pentapeptyd wykazywal w probie ninhydrynowej
wynik pozytywny.

Catkowita hydroliza tego peptydu prowadzi do nastgpujacych aminokwaséw: Gly, Tyr
oraz aminokwasow X i Y. Masa molowa aminokwasu X jest mniejsza od masy molowej ami-
nokwasu Y.

Polecenia:

a) Podaj wzor strukturalny aminokwasu X 0 konfiguracji absolutnej S.

b) Podaj wzor strukturalny aminokwasu Y 0 konfiguracji absolutnej S.

¢) Podaj sekwencje peptydow powstajacych w wyniku hydrolizy chymotrypsyna.
d) Ustal wzor sumaryczny wyjsciowego pentapeptydu.

e) Podaj sekwencjg¢ tego peptydu. Odpowiedz uzasadnij.
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ZADANIE 21.
Analiza biologicznie aktywnego peptydu

Pewien peptyd (zwiazek P), o masie molowej rownej 481 g/mol wykazuje fioletowa barwe
w probie z ninhydryng i nie ulega zadnym reakcjom wobec trypsyny (trypsyna to enzym hy-
drolizujacy wigzania amidowe po karboksylowej stronie Lys i Arg). Analiza pikow w widmie
masowym po fragmentacji tego peptydu wykazata, ze jest on zbudowany z czterech reszt
aminokwaséw naturalnych przy czym:

— jest wérdd nich arginina (Arg)
— jeden z aminokwasOw si¢ powtarza.

Oznacza to, ze poza argining, w sktad peptydu P wchodzg dwa inne aminokwasy Al i A2.
Aminokwas Al jest syntezowany przez bakterie ze zwigzku X1, ktory zawiera jedng grupe
aldehydowa i powstaje w wyniku selektywnej redukcji kwasu glutaminowego. Aminokwas
Al mozna réwniez otrzymaé zgodnie z ponizszym schematem:

X120 )2 MBR A1

Masa molowa zwigzku X2 jest o 18 g/mol mniejsza niz masa molowa zwiagzku X1.
Aminokwas A2 otrzymuje si¢ zgodnie ze schematem:

ZI. P/Br, \22 NH; aq >A2

H,0

Zwigzkiem wyjsciowym Z1 jest nasycony kwas karboksylowy o masie molowej
116 g/mol. Kwas ten ma rozgaleziony tancuch weglowy, ale nie ma w swojej strukturze asy-
metrycznego atomu wegla.

Polecenia:

a) Narysuj wzory poétstrukturalne (lub szkieletowe) wszystkich izomerow zwigzku Z1 beda-
cych kwasami z rozgalezionym tancuchem weglowym, bez wzgledu na to, czy spehniaja
inne warunki zadania.

b) Podaj wzory strukturalne lub potstrukturalne (bez zaznaczania stereochemii) aminokwa-
sow Al, A2 oraz zwiazkoéw X1, X2, Z1 (izomeru spetniajacego wszystkie warunki zada-
nia), Z2.

¢) Podaj nazwe aminokwasu C-koncowego (AC) wraz z krotkim uzasadnieniem.
d) Podaj nazwe aminokwasu N-koncowego (AN) wraz z krotkim uzasadnieniem.

e) Podaj sekwencj¢ peptydu P stosujgc skroty trzyliterowe dla oznaczenia poszczegdlnych
aminokwasow. Krotko uzasadnij swoj wybor.

W obliczeniach przyjmij przyblizone wartosci mas molowych:
H -1 g/mol C-12 g/mol N — 14 g/mol O - 16 g/mol
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Etap 3.

ZADANIE 22.
Cykliczne analogi aminokwaséw aromatycznych

W chemii aminokwaséw i peptydéw od wielu lat stosuje si¢ analogi aminokwasow aroma-
tycznych, charakteryzujace si¢ ograniczong rotacja fancuchow bocznych. Zastosowanie takich
zwigzkow ma pomdc w poznawaniu przestrzennych struktur peptydow bioaktywnych.

W wielu syntezach organicznych jako tzw. bloki budulcowe uzywane sg aminoaldehydy
Z zabezpieczong grupg aminow3a, otrzymywane z aminokwasow. Zwigzkéw tych nie mozna
otrzyma¢ w wyniku bezposredniej redukcji aminokwaséw z zabezpieczong grupa aminowa.
Otrzymuje si¢ je przez redukcje tzw. amidu Weinreba A (DCC — to tzw. odczynnik sprzegaja-
cy), co pokazane jest na schemacie 1.

(o]
HN(CH,)OCH, * HCI 1) LiAlH
©\/O\H/NH \)LOH ( 3) 3 A ) 4 B
(o]

—_——

DCC / (C,H,),N 2) KHSO,

Cbz
Schemat |

Otrzymywano pochodne tryptaminy T w sposob pokazany na schemacie II. Zwigzek C jest
produktem posrednim. W $rodowisku kwasnym ulega izomeryzacji polegajacej na wytworze-
niu nowego wigzania wegiel-wegiel na drodze substytucji elektrofilowej (powstaje stabilny
pierscien).

W wyniku reakcji powstaje mieszanina enancjomeréow D1 i D2. Produkty D1 i D2 mozna
W prosty sposob odr6zni¢ od tryptaminy za pomoca testu ninhydrynowego: tryptamina powo-
duje fioletowe zabarwienie, a zwigzki D1 i D2 wykazujg z6ltg barwg.

CHO
S
], —Z» [C] —— D1 +D2
N

H H+ 2) NaHCO3 C17H16N2

Schemat 11

W przeksztatceniach przedstawionych na schemacie II, zamiast benzaldehydu mozna za-
stosowa¢ aminoaldehyd B oraz ester metylowy tryptofanu. Otrzymuje si¢ wtedy mieszaning
izomerow E1 i E2.

Polecenia:

a) Podaj wzory poélstrukturalne zwigzkow A, B. Uzasadnij, dlaczego aminoaldehydow z za-
bezpieczong grupa aminowa nie mozna otrzyma¢ w wyniku bezposredniej redukcji amino-
kwasow z zabezpieczong grupg aminowa.

b) Podaj wzory potstrukturalne zwigzkéw C, D1, D2, wiedzac, ze zwiazek D1 ma konfigura-
cj¢ R, a D2 ma konfiguracje absolutng S.

c) Podaj wzor potstrukturalny produktu reakcji zwiazku D1 z chlorkiem kwasu octowego
wobec trietyloaminy. Uzasadnij krotko taki przebieg reakcji.

d) Podaj wzory potstrukturalne zwiazkow E1, E2 wiedzac, ze do reakcji uzyto estru metylo-
wego tryptofanu o konfiguracji S. Okre$l, jakiego typu izomerami sg zwigzki E1 i E2.
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ZADANIE 23.
Peptydy i peptydomimetyki

W badaniach nad zaleznoscig aktywnos$ci biologicznej peptydéw od ich struktury che-
micznej czesto wykorzystuje si¢ analogi wyjsciowych peptydow, ktore zawieraja w swojej
strukturze usztywniony fragment o ograniczonej rotacji. Zwiazki te (peptydomimetyki) umoz-
liwiajg doktadniejsze zbadanie konformacji badanego zwigzku, a przez to okreslenie potoze-
nia tancuchéw bocznych aminokwaséw koniecznego do wykazywania przez ten zwigzek
dziatania biologicznego.

Okresl budowe pewnego peptydomimetyku P, wiedzac ze:

— zwiagzek ten jest zbudowany z 2 reszt aminokwasowych oraz reszty fragmentu X.
— masa molowa tego zwigzku wynosi 533 g/mol.

— w wyniku dziatania 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem na ten zwigzek, otrzymano pochodng
0 masie molowej 241 g/mol.

— dzialanie karboksypeptydaza na ten zwigzek prowadzi do otrzymania aminokwasu, ktory
mozna rowniez otrzyma¢ w wyniku ponizszych przeksztatcen:

O/HCI
)\/CHO KCNNHCl  ,  H, 5

CBH12N2

— do zwiazku X prowadza nastepujace przeksztatcenia:

COOCH,
COooH m DCC 1. H,0/NaOH
> C > D P
N | NHBoc NaBH,CN (C,H),N 2. HCI/AcOEt
CHO
H \-{O Cy7H3NsOg C,,H,,N,0.Cl
Boc - o ‘

DCC — dicykloheksylokarbodiimid, tzw. odczynnik sprzggajacy

Polecenia:
a) Podaj jaki jest N-koncowy aminokwas wraz z krotkim uzasadnieniem.

b) Podaj wzory potstrukturalne lub szkieletowe zwigzkéw A, B, C, D (bez zaznaczania ste-
reochemii).

) Narysuj wzor polstrukturalny lub szkieletowy peptydomimetyku P bez zaznaczania stereo-
chemii, wraz z krétkim uzasadnieniem podanej sekwencji.

d) Wiedzac, ze peptydomimetyk P zostat zaprojektowany w celu okreslenia konformacji nie-
ktorych tancuchow bocznych aminokwasow wyjsciowego liniowego peptydu | 0 masie
molowej 521 g/mol, podaj sekwencj¢ peptydu | i narysuj jego wzor potstrukturalny lub
szkieletowy (bez zaznaczania struktury przestrzennej).

W obliczeniach przyjmij nastepujace wartosci mas molowych:
H -1 g/mol C-12 g/mol N — 14 g/mol O — 16g/mol
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ZADANIE 24.
Pochodna syntetycznego pentapeptydu
Uzupehi¢ podany na Rys. 1. wzér pochodnej pentapeptydu wiedzac, ze:

a) w wyniku catkowitej hydrolizy tej pochodnej powstaja:
— naturalne aminokwasy: alanina oraz aminokwas B w stosunku 3 : 1.
— nie wystepujacy w przyrodzie, izomeryczny z alaning aminokwas A.

— substancja nieaminokwasowa Y, ktora po dotaczeniu do peptydu ulatwia jego transport
przez blony komorkowe.

b) w wyniku hydrolizy polipeptydu z udziatem karboksypeptydazy otrzymuje si¢ tetrapeptyd
oraz aminokwas B.

c) racemiczny aminokwas B mozna otrzymaé¢ w wyniku sekwencji reakcji przedstawionej na
Rys. 2.

d) substancja Y ulega ozonolizie z nastgpcza redukcja (cynk w srodowisku stabo kwasnym),
tworzac trzy produkty: heksanal, propanodial i kwas 9-oksononanowy.

e) substancja Y potaczona jest w wyjsciowym zwigzku z N-terminalng resztg pentapeptydu.
Poda¢:
1. nazwy zwigzkow: A, B, X 1Y. Odpowiedz uzasadnic¢

2. wzory lub nazwy wszystkich stereoizomeréw substancji Y. Ktory z nich jest zwigzkiem
naturalnym?

C ¢ T C NH
/= / :
Rys. 1
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ZADANIE 25.
Analogi peptydow opioidowych

Analizowano trzy zwiazki A, B, C bedace analogami endogennych peptydéw o dziataniu
przeciwbdlowym. Wiadomo, ze wszystkie zwigzki byty krotkimi peptydami (wszystkie skta-
daty si¢ z takiej samej liczby aminokwasow), zbudowanymi z aminokwasdéw aromatycznych
oraz iminokwasu. W sekwencji dwdch peptydéw w miejscu jednego aminokwasu biatkowego
byt wbudowany aminokwas nienaturalny.

Za pomocg spektrometrii mas okre$lono, ze zwigzki A i B mialy mas¢ molowg o 14 g/mol
wigksza niz zwigzek C. Wszystkie trzy zwigzki wykazywaty pozytywny wynik proby ninhy-
drynowej. Po przeprowadzeniu reakcji trawienia chymotrypsyng okazato si¢, ze z peptydow
A i C otrzymano po 3 fragmenty, natomiast z peptydu B tylko 2 fragmenty. W przypadku
dwoch peptydow otrzymano fragment o masie molowej 262 g/mol, dodatkowo z jednego
Z tych peptydow, fragment o masie molowej 165 g/mol.

W wyniku degradacji Edmana (jeden cykl) kazdego z analizowanych peptydow otrzymano
takg samg pochodng o masie 298 g/mol, a powstate w ten sposob krotsze fragmenty nie dawa-
ly fioletowego zabarwienia z ninhydryna.

Aminokwas nienaturalny wystepujacy w sekwencji mozna otrzymaé¢ w wyniku nastepuja-

cych przemian:
CHO ALO, NaBH, / CoCl,
* N NcoocH, > X - Z

a) Podaj ogdlny schemat degradacji Edmana oraz wzor potstrukturalny (szkieletowy) po-
chodnej, ktorej powstawanie opisano w tresci zadania.

Polecenia:

b) Podaj wzory poélstrukturalne (szkieletowe) substancji X oraz Z i odpowiedz, czy podany
cykl reakcji prowadzi do otrzymania produktu czynnego optycznie.

c) Podaj sekwencje peptydow A, B, C (uzyj kodu 3-literowego, a w miejscu aminokwasu
nienaturalnego wpisz U) i kazdg z nich krotko uzasadnij.

d) Wyjasnij, odnoszac si¢ do tresci zadania, jaki wplyw na stabilno$¢ peptydow w warunkach
fizjologicznych, ma obecno$¢ aminokwasu nienaturalnego.



