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Esquema del equipo de HPLC
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FIGURE 4-29. HPLC analysis of o-phthalaldehyde amino
acids on a reversed-phase Microsorb Short-one C18 column
(Rainin, Woburn, MA) using a 1.7 mL/min gradient elution of
solvent A (0.1 M sodium acetate adjusted to pH 6.2 with acetic
acid) and solvent B (methanol) with fluorescence detection.
Peaks: 1 = Asp, 2 = Glu, 3 = Ser, 4 = His, 5 = Gly, 6 = Thr,
7= Arg, 8 =Ala, 9 =Tyr, 10 =Abu, 11 = Met, 12 = Val,
13 = Phe, 14 =1le, 15 = Leu, 16 = Lys.
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Determinacion de grupos terminales
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Determinacion de carboxilo terminal

-Hidrazinolisis (NH,-NH,)

Un péptido que es tratado con hidrazina (90°C, 20—-100 h) genera amino-acil hidrazidos de
todos los aminoacidos excepto el residuo C-terminal que se puede identificar
cromatograficamente comparado con los estandares del aminoacido.

e

HoN NH,

(90°C, 20100 h)

0] R,
H,N NHNH, n H,oN
NHNH; + H,N OH
0 Rs

Ri

-Carboxipeptidasa A

Enzima que hidroliza selectivamente el Gltimo enlace peptidico
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Reduccion u oxidacion de
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Hidrolisis parcial



Hidrolisis enzimatica

R, O R, O
ol O
M-terminal s —N — & —C —MN—C —C—--- C-terminal
|| Al ]
H H H H
Enzyme Preferred Site® Source
Trypsin Ey = Lys, Arg From digestive systems of
animals, many other sources
Chymotrypsin R; = Tyr, Trp, Phe, Len  Same as trypsin
Thrombin By = Arg From blood; involved
in coagulation
V-8 protease R, = Asp, Glu From Staphylococcus aureus
Frolvl endopeptidase R, = Pro Lamb kidney, other tissues
Subtilisin Very little specificity From various bacilli
Carboxypeptidases A R; = C-terminal From digestive systems
arnino acid of animals
Thermolysin R, = Leu, Val, Ile, Met From Bacillus thermoproteolyticus

“The residues indicated are those next to which cleavage is most likelv. Note that in soime cases pref-
erence is determined by the residue on the N-terminal side of the cleaved bond (R, } and sometimes
by the residue to the C-terminal side (R, ). Generally, proteases do not cleave where proline is on the
other side of the bond. Even prolyl endopeptidase will not cleave if R = Pro.
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Secuenciacion de péptidos



Degradacion de Edman
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Localizacion de puentes
disulfuro



Sobre la proteina con enlaces SS intactos
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Amino acid
sequence (protein) Gln—Tyr—Pro—Thr—lle—Trp

| I 1 i 1 1
DNA sequence (gene) CAGTATCCTACGATTTGG




Sintesis de peéptidos
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PROTECCION DE GRUPO AMINO
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PROTECCION DE GRUPO AMINO

Grupo BOC
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DESPROTECCION DE Boc
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SINTESIS EN FASE SOLIDA

La sintesis en fase sdélida es una metodologia que permite
realizar transformaciones quimicas con la ayuda de un polimero
insoluble. También se conoce como sintesis asistida por polimeros.
Ya que las transformaciones sobre los compuestos organicos son,
con mucho, las mas habituales, también se denomina sintesis
organica en fase sélida (SPOS Solid-Phase Organic Synthesis).

El primero quimico en desarrollar esta
metodologia fue Robert Bruce Merrifield, (J.
Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149), por lo que
obtuvo el Premio Nobel de Quimica en 1984
“‘por el desarrollo de una metodologia para la
sintesis quimica sobre un soporte sélido”.

Merrifield, B. (1986). Solid Phase Synthesis. Science 232, 341 - 347
(This is a transcript of Merrifield’s Nobel Award address.)




METODO DE MERRIFIELD

Jbjetivo: sintesis del dipéptido alanilglicina
Materiales: Boc-Ala y Boc -Gli N

5.8
) -CH; OH

(H3C)3CO H/CH\%/O (H3C)3CO H 2 ,
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N polymerization
T
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METODO DE MERRIFIELD

1-Unidén a la resina del aa carboxilo terminal
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2-Activacion de grupo carbonilo

Boc. /(llH\ O (N cHycl, /CI:H o I—}N
N N — Boc—N ¢TI
o) [ Il N\
N @) N
Boc-Ala
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3-Unidn peptidica
CHj
lH o I—}N ')
Boc—N~  ~¢” H CH
© W) et ava®
CHj 8
+ \
HoN™ N\ - - Desproteccion final
c O Desproteccion y elongacion de i) F3C-COOH 25%
O cadena i) HF

hacia extremo amino terminal
(Repetir pasos 1y 2)
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Fluorenil-9-metoxicarbonil (Fmoc)
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Sintesis combinatoria
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Q_}.} wo Il is a fully automatic, computer
controlled peptide synthesizer based on
a two arms pipetting robot.
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