32 Lezione




La lezione di oggi ci introduce allo studio di :
Amminoacidi e Proteine

e Proteine possono mostrare :

- Funzioni dinamiche

Trasporto (Emoglobina)
Metabolismo (Ormont)
Contrazione (Miosina ed Actina)
Catalisi (Enzimi)

Protezione (Immunoglobuline)

-Funzioni statiche

Controllo della forma e della struttura (ossa, articolazioni,
muscolo) (Collageno, Elastina, Cheratina).



Funzioni delle Proteine

[’enorme diversita strutturale e funzionale delle Proteine
e generata da un numero ragionevolmente piccolo di monomeri :
| 20 aminoacidi definiti standard.
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Caratteristiche proprieta degli amminoacidi

1) Capacita di formare polimeri
2) Proprieta acido-base
3) Struttura e funzione delle catene amminoacidiche laterali

4) Chiralita



& Amminoacidi
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Nomenclatura degli Amminoacidi
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Nomenclatura degli Amminoacidi

fih Shach COO

dei Sannio
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Nomenclatura degli Amminoacidi
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Chiralita degli Amminoacidi
LCHO CHO
HO =2C —H He C —OH
3CH,OH CH.OH

L.-Gliceraldeide D-Gliceraldeide

COO COO
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Formule degli Amminoacidi

Forma
non 1onica zwiltterionica




Legame peptidico
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Legame peptidico

gl St lld:
del Sanmo

LEGAME PEPTIDICO HA UN CARATTERE
PARZIALE DI LEGAME DOPPIO

a) II legame peptidico e solitamente
rappresentato da un legame singolo tra il

: S . T o . La localizzazione di un puro legame
carbonio carbonilico e 'azoto ammidico. Percio si doppio tra Ce O permettercbbe

1Here rolzion) attoMmo

possono avere rotazioni Iintorno a ciascun al legame G—N
legame covalente dello scheletro peptidico®. In
questo caso, I'azoto ha un coppia di elettroni non

appaiati in un orbitale.

b) Tuttavia e possibile un'altra forma di risonanza

-~ > b 3 5 ;- H L'altra forma estrema proibirebbe [
pel 11 legame peptldlcol In cuil g]']' atoml C € N ml;lli..i:)nt'l'.|:mmlo:Iu]lll(-;:lnlu',:)—: l::i
].aSClano una COppla non appalata dl e porterebbe una carica eccessiva su O e N
sull'ossigeno. Tale struttura, avendo un legame
doppio, impedisce le rotazioni attorno al legame
peptidico.

c) Nella realta, il legame peptidico e intermedio L=
tra questi estremi; e possiede un carattere parziale Laveale dendioh elettronics

¢ intermedia.
. . La barriera di rotazione del
dl 1egan‘\e dOpplO legame C—N di circa 88 k] /mol
¢ abbastanza alta da mantenere
planare il gruppo ammidico




e Legame peptidico

CONSEGUENZE DELLA RISONANZA
DEL LEGAME PEPTIDICO

Limita le libere rotazioni attorno al

legame peptidico, e lascia lo scheletro

peptidico con due soli gradi di liberta per

amminoacido: la rotazione attorno al ;
legame N—Ca e quella attorno al legame Ny e
Ca—CO. ¢ intermedia.

La barriera di rotazione del

legame C—N di circa 88 k] /mol
¢ abbastanza alia da mantenere

| sei atomi che compongono il gruppo del Panuctl gruppo smmidico
legame peptidico tendono a essere

complanari, formando il cosi detto piano

ammidico della catena polipeptidica.

B La lunghezza del legame CO—N di
0,133 nm, e piu corta della normale
distanza C—N (per esempio, la distanza
Ca—N é di 0,145 nm), ma maggiore del
tipico legame C—N (0,125 nm). Si stima
che il legame peptidico possieda al
40% il carattere di doppio legame.

f
N 4
i

R




Legame peptidico
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The carbonyl oxygen has a partial negative
charge and the amide nitrogen a partial positive
charge, setting up a small electric dipole.
Virtually all peptide bonds in proteins occur in

this trans configuration; an exception is noted in
Figure 6—8b.

1) Limitazione della liberta di rotazione intorno al legame C-N ;
2) | sei atomi coinvolti o adiacenti al legame peptidico sono su un piano ;

3) La lunghezza del legame peptidico C-N e intermedia tra un legame singolo
e un doppio legame.
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Caratteristiche proprieta degli amminoacidi

2) Proprieta acido-base

3) Struttura e funzione delle catene amminoacidiche laterali
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Glicina

COO

HyN—C —H

Leucina

CO0

H,N—C—H

CH.OH

Serina

Asgparagina

Gruppi R alifatici, non polari
COO0
HsN—C—H
CH

/N
CH, CH,
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COO
HsN—C—H
H—C—CH,
i,
i,

[soleucina Metionina

Gruppi R polari, non carichi
COO0
H,N—C—H
H—CIT—OH

I
CHs

Treonina

VAR
HzN \O

Glutammina

Gruppi R aromatici

po .
H;;[\—t’.|‘—|| HaN

CH,

OH

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Gruppi R carichi positivamente
.
HsN—C—H
(i“,H2
C—N\H
| s
C—N
H

“NH;

Lisina Arginina [stidina

Gruppi R carichi negativamente

CO0 SO
H,N—C—H [];;SJ—(|T—II

b, '_.
C00~

COO~

Aspartato Glutammato




nivert Gruppi R alifatici non polari

dei Sannio

Glicina Alanina
(Gly, G) (Ala, A)

H H

3

+H3N—C—CC)O_ +H3N—C'—COO-

H H

Glicina Alanina
Gl Ala, A




e Gruppi R alifatici non polari

dei Sannio

Struttura secondaria delle proteine:
Ripiegamento 3

Ripiegamento di 180° con cui una catena polipetidica inverte
direzione

Comprende quattro amminoacidi in sequenza ed e stabilizzata da un
legameidrogeno trail 1° e il 4° amminoacido

Spesso sono presenti residuidi Prg
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Gruppi R alifatici non polari

Isoleucina Metionina
(ile, 1) (Met, M)

.,:: 1\ \I.ﬁ
: r/r(J

.

5y

- "g

H
|
*HsN 7 *HsN~——C —C00"

H

Isoleucina Metionina
lle, 1) (Met, M)
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Gruppi R alifatici non polari
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Gruppi R alifatici non polari

Prolina



Gruppi R alifatici non polari

H R*
|
.
H:N-CH C-OH +H N CH COO"

Rl H R_’,

H.N CH C N CH
|
O
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Gruppi R alifatici non polari

aipha helix

Se in una posizione pit 0 Meno
centrale della struttura ad

alfa elica c’¢ la prolina, la
mancanza dell’idrogeno
amminico non permette la
formazione del legame idrogeno
e cio destabilizza la struttura
dell’alfa elica
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Treonina
(Thr, T)

+HzsN—C—COO0~ +HsN—C—COO"

H
Treonina

(Thr, T)
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Cisteina
(Cys, €)




Formazione di ponti disolfuro

+
HsN
Cisteina

S

(Cistina

C I*Ig

+
CH — NHj

COO~

S
2H* + 2e |
CHs
+
(;H - NH;‘;

COO~




Liniversita
duglio Starchi
del Sannio

Formazione di ponti disolfuro nell’insulina

atena A ? ?
ly-tle-Val-Glu-Gin-Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gin-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
5 g 10 15 [5:31
S S

5"'

I |
Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Cly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Cly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
5 10 15 20 25 '




nivert Gruppi R aromatici

el *nnmo

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Tyr. Y)

N

H

H;

"HN” CO0

H AN—([—COO ’H3N—CI—COO' *H qN_ﬁ_COO

H H
Fenilalanina Tirosina Triptofano




Aromatic R groups
COO~ COO~
H,N—C—H  H,N—C—H
CH,
7

N
OH

Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
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Triptofano

O
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Tirosina

O
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Lunghezza d'onda (nm)




Gruppi R carichi positivamente

Arginina Istidina
(Arg, R} (Mis, H)

<3
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‘H;N—(IZ—COO *HiN—C—CO0
H H

Lisina Arginina
Arg, R
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aci Sannio Gruppi R carichi negativamente

Acido aspartico Acido glutammico Asparagina Glutammina
(Asp, D) (Glu, E) (Asn, N) (GIn, Q)

9 P-o

"HyN— | —C00 *H 1N—Cl—coo
H H : H

Acido aspartico Acido glutammico i Glutammina
" Gin,
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Glicina

COO

HyN—C —H

Leucina

CO0

H,N—C—H

CH.OH

Serina

Asgparagina

Gruppi R alifatici, non polari
COO0
HsN—C—H
CH

/N
CH, CH,

Alanina Prolina Valina

COO
HsN—C—H
H—C—CH,
i,
i,

[soleucina Metionina

Gruppi R polari, non carichi
COO0
H,N—C—H
H—CIT—OH

I
CHs

Treonina

VAR
HzN \O

Glutammina

Gruppi R aromatici

po .
H;;[\—t’.|‘—|| HaN

CH,

OH

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Gruppi R carichi positivamente
.
HsN—C—H
(i“,H2
C—N\H
| s
C—N
H

“NH;

Lisina Arginina [stidina

Gruppi R carichi negativamente

CO0 SO
H,N—C—H [];;SJ—(|T—II

b, '_.
C00~

COO~

Aspartato Glutammato




Amminoacidi non comuni

- C CH
dei 8
H.C_ . CH—C'O0)

N.
H™ H

1-ldrossiprolina

S-ldrossilising
|,—NH —CH;—CH,—CH,
6-N -Metillisina

O
OO0 —CH—CH-—CH—CO0O
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\\
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LESINOSN

CHy—CH

NH
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CH,—C}

Qrmitina

Citrullina
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Caratteristiche proprieta degli amminoacidi

2) Proprieta acido-base



e Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

Acidi monoprotici
Acido acetico
(Ks=1,74 X 10 5wm)

NH;* =— NH; + H'
Ammoniaca ’ 2
(K,=562 X 10-10n PAG,

Acidi diprotici
Acido carbonico
(Ky= 1,70 X 104 m);
Bicarbonato
(K:=6,31 X 10 1T m)

Glicing,

gruppo carbossilico
(K,=4,57 X 103
Glicina,

grUppo amminico

(K, =251 % 10-101)

Acidi triprotici
Acido fosforico
(Ka=7,25 X 103 n);
Fosfato diidrogenato HsPOy 37— HyPO, ! H,PO, == HPO,>
(K, = 1,38 X 10-7 m); ‘
Fosfato monoidrogenato
(K;=3,98 X 103 m)

pK, = 2,14 oK

= 6,86




. Curva di1 titolazione dell’acido acetico
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CH3CO0™

[CH3COOH] = [CH3CO0O™]

pH 5.76

Buffering region

pH 3.76

CH3COOH

| 1 | 1 | | l |
0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

OH™ added (equivalents)

|
50
Percent titrated




Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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COOH

15
Glicina
pK> = 9,60

OH~ (equivalenti)



Lt Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

Gruppo carbossilico
e grIppPo amminico ‘ v
sostituito CH,—COOH —= ‘H,—NH,4 > (CH,
con un gruppo metilico
H
Acido acetico Metilammina
Il valore normale di pK Il valore normale di pK
per un gruppo carbossilico per un gruf amminico & di arca 10,6

Gruppo carbossilico e NH, NH,
gruppo amminico \ V2
nella glicina GO0 == H—C—CO0
\ \
H I

«-Amminoacido (glicina) a-Amminoacido (glicina)
2,34 o pK, = 9,60




e Proprieta acido-base degli Amminoacidi

del Sannio

- Entrambi | gruppi

protonati

W
c
2
~N
<
]
[=
@
J
c
=
J




ety Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

1,0 ’ 2,0
(equivalenti) OH™ (equivalenti)
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Glicina

COO

HyN—C —H

Leucina

CO0

H,N—C—H

CH.OH

Serina

Asgparagina

Gruppi R alifatici, non polari
COO0
HsN—C—H
CH

/N
CH, CH,

Alanina Prolina Valina

COO
HsN—C—H
H—C—CH,
i,
i,

[soleucina Metionina

Gruppi R polari, non carichi
COO0
H,N—C—H
H—CIT—OH

I
CHs

Treonina

VAR
HzN \O

Glutammina

Gruppi R aromatici

.
H;;r\—f_|‘—ll

CH,

OH

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Gruppi R carichi positivamente
.
HsN—C—H
CH,

I
C—NH

\ =l
| en
C—N
H

“NH;

Lisina Arginina [stidina

Gruppi R carichi negatj
CO0
HyN—C—H
N
CO0~
Coo~

Aspartato Glutammato




ety Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

1,0 ’ 2,0
(equivalenti) OH™ (equivalenti)
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Reazione di riarrangiamento

@ B, abstracts a 1?13‘
. H @ An electron leaves

the C=C bond to form

This allows the
formation of a C=C B = oL = boud Wi
il -— the proton donated

double bond. " 0O 0 by B;.
H/‘ \

H @ Bo abstracts a
proton, allowing

the formation of
a C=0 bond.

Electrons from

carbonyl form an B.:
O—H bond with 2
the hydrogen ion.

Enediol intermediate



Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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Istidina

pKaR + pKa2

2

=(6,0+9,17)/ 2
= 7,59

i
i
!

bo b a0n 4 wa o

0.5 1.0 1.5 2.0
Moli di OH /moli amminoacido




Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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COOH
+ pK1=1,82

Istidina

cCOoO

| pKR = 6,0

COO COO
+ | pK2=9,17 |

H,N—C—H , N—C—H ,Hﬁ—?—H ,Hﬁ—?—H
: ?H:

| —

(H,
(—NH

carica +2

carica +1

—NH

H )
CH
/e

1 \,f’f

carica O carica -1

pKR +pKk2

pl =

-

6,0+9.,17

_ 7,59
»




Proprieta acido-base degli Amminoacidi

Istidina

Nell’anello
Imidazolico




Proprieta acido-base degli Amminoacidi

Istidina

PH =p Ka + log [A}
HA

[ Base coniugata}

pPH =p Ka + log
[Acido coniugato}

[Imidazolo}
PH =p Ka + log

[ Imidazolio }



Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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COOH
+ pK1=1,82

Istidina

cCOoO

| pKR = 6,0

COO COO
+ | pK2=9,17 |

H,N—C—H , N—C—H ,Hﬁ—?—H ,Hﬁ—?—H
: ?H:

| —

(H,
(—NH

carica +2

carica +1

—NH

H )
CH
/e

1 \,f’f

carica O carica -1

pKR +pKk2

pl =

-

6,0+9.,17

_ 7,59
»




Proprieta acido-base degli Amminoacidi

Istidina
ApH =6.0
i [ Imidazolo}
PH =p Ka perche log = log1=0
[ Imidazolio }
ApH =70
i [ Imidazolo}
PH #Zp Ka perche log 2 0

[ Imidazolio }



Proprieta acido-base degli Amminoacidi

Istidina
ApH =6.0 oH =p Ka
f Imidazolo} 50%
log — = log =log1=0
_Imidazolio } 0%

I1 50% dell’enzima ¢ 1n forma basica (imidazolo), mentre
I’altro 50 % ¢ in forma acida (imidazolio).
[’enzima ¢ attivo al 50%.



Proprieta acido-base degli Amminoacidi
Istidina

ApH =7.0 quale e il valore del rapporto tra forma basica e acida ???

B | / Imidazolo}
PHi =pra+ 109 = : : ’Imidazolo}
\Imldazollo} 7 -6+ log =
Imidazolio }
[Imidazolo} /
1 = log )
[Imidazolio} \ Lot = \Imidazolo}
: Imidazolio }

|l rapporto tra le due forme e 10 a 1 e cio vuol dire che I’enzima
e presente al 90% in forma basica rispetto a quella acida.
[’enzima ¢ attivo al 90% !!!



Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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COOH

15
Glicina
pK> = 9,60

OH~ (equivalenti)



ety Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

Gruppi deprotonabili
nelle catene laterali

OH~ (equivalenti)




Amminoacidi e peptidi

CH,OH H H P’I CH, I‘{ CHj P\1

+ _.
HoN—C——GN=-G ——C—N—C—’C—N—C G—N-—C—Co0"
| | |
H O H O H O H O H

Estremita Estremita
ammino-terminale carbossi-terminale
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Amminoacidi e peptidi

Tetrapeptide:

Glu
Ala

N C
Gly
Lys

|
3

Moli di OH™ aggiunte per mole di tetrapeptide




Cromatografia : principi e aspetti teorici
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di riserva

Campione
proteico _—7

(fase
mobile)

Proteine
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Cromatografia a scambio ionico

Polymer beads
with negatively
charged
functional groups

Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers,

Proteins move through the
column at rates determined
by their net charge at the
pH being used. With cation
exchangers, proteing with
a more negative net charge
move faster and elute earlier,

® Large net pogitive charge
@ Net positive charge

@ Net negative charge

® Large net negative charge




Proprieta acido-base degli Amminoacidi
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Glicina
pK> = 9,60

OH~ (equivalenti)



ety Proprieta acido-base degli Amminoacidi

dei Sannio

1,0 ’ 2,0
(equivalenti) OH™ (equivalenti)




Applicazioni della cromatografia nella identificazione
degli amminoacidi in una miscela




Cosa abbiamo imparato sulle proprieta degli Amminoacidi ?
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1) Formano le proteine attraverso il legame peptidico
2) Sono distinti nelle catene laterali o gruppi R

3) Sulla base delle caratteristici gruppi R essi si
comportano in maniera diversa nei confronti dell’acqua

comportandosi da acidi o da basi

4) Sulla diversa reattivita all’acqua possono essere separati
mediante cromatografia a scambio ionico



