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e macromolécula composta por 1 ou + cadeias polipeptidicas
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Estruturas da proteina

Ligacdao peptidica: reacao entre grupo alfa-carboxila e alfa-amino, liberando agua

Sequenciamento de aminodcido: determinagéo da estrutura primaria _ '
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Ligacao peptidica




1? etapa: Purificacdo do peptideo
c Tamanho, solubilidade em determinado solvente e carga do peptideo.
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Hidrélise das ligagoes de amida — degradacéo da cadeia — aminoacidos livres.

“mw) Analisador automéatico de aminoacidos.

e Coluna com carga negativa — ions carboxilato ou sulfonato

e Mistura acidificada para protonar aminoacidos

mmmm) Jrau de protonacao depende da estrutura
mmm) diferentes graus de retencao

mmm) €lUiC30 dos acidos mais rapidamente




¢? etapa: Definicao dos aminoacidos

e Resultado é registrado com um cromatograma
e A area sob cada pico é proporcional a quantidade de um aminoacido na mistura.




DEGRADACAO DE EDMAN — para sequéncias até 50 aminoacidos

1 Reagente: Isotiocianato de fenila

Grupo N-terminal liberado adiciona-se ao isotiocianato Derivado da tiouréia

[ . L . e L , : \
. Acidos fracos transformam o aminoacido livre em uma feniltio-hidantoina, isso .
I I
: deixa o resto do polipeptideo inalterado. A nova cadeia tera uma nova terminacao ;

, due vai sofrer nova degradacéo.




Mecanismo - Degradagao de Edman Reagéo intramolecular
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Peptideos com mais de 50 aminoacidos — enzimas hidroliticas — fragmentos menores de
maneira seletiva e previsivel

Superposicao de
peptideos

Sequenciamento requer

Identifica os
22 hidrdlise com enzima

diferente

aminoacidos mas
nao a sequéncia

pel3 26.2 Especificidade de enzimas hidroliticas na quebra de peptideos

o g

El’if;__,_f _S_ftlode quebra

Tripsina Lys. Arg, término carbéxi

Clostripaina Arg, término carb6xi

Quimotripsina Phe, Trp, Tyr, término carbéxi

pepsina Asp, Glu, Leu, Phe, Trp, Tyr, término carbéxi
Leu, Ile, Val, término amino

Termolisina




Espectrometria de Massas

Atualmente é o método de escolha
Produz ions (amostra) — separa por massa/carga
— gera espectro de suas abundancias.

As proteinas sédo fragmentadas predominantemente na

ligacao peptidica.

Fragmentos de peptideos gerados diferem

sequencialmente da massa de um residuo de aminoacido
e, deste modo, a sua sequéncia pode ser deduzida.




Tecnologia do DNA recombinante

Sequéncias de bases no DNA diretamente relacionadas a sequéncia de aminoacidos

das proteinas

Automacao da analise do DNA conhecimento obtido pode ser traduzido

imediatamente em um estrutura primaria de proteina.

Esta técnica permitiu o sequenciamento de milhares de

proteinas em poucos anos.
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