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Tobb diszulfidhid kotést tartalmazo peptidek szintézise
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1. Bevezetés

A cisztein az egyik legérdekesebb fehérjealkotd aminosav.
Szulfhidril csoportja szamos egyedi tulajdonsaggal ruhazza
fel, igy fontos szerepet jatszik fémionok komplexalasaban,
biologiai redox rendszerek (pl. glutation), acil donor
vegyiiletek (koenzim A) képzésében. A fentiek mellett
a cisztein-cisztin  rendszer a  fehérje-konformacid
stabilizalasaban fontos szerepet jatszo diszulfidhidak miatt
is alapvet6 jelentéségii.

V. du Vigneaud 1955-ben Nobel dijjal jutalmazott
munkdassaga is diszulfidhidas peptidek szintézise volt,
amelyek azonban csak egyetlen diszulfidhidat tartalmaztak.'
Még ez az egy is kétféleképpen alakulhat ki, intra- és
intermolekularis moédon.

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben szamos
elérelépés tortént a peptidkémiaban, a szabad tiolfunkciok
kontrollalt modon a megfeleld diszulfidhiddd torténd
alakitasa tovabbra is kihivas maradt.® Ennek f6 oka a
tobbszords  regioszelektiv - diszulfidképzés nehézsége.
Napjainkban mar szdmos olyan fontos biologiailag aktiv
peptid ismert, amelyek tobb diszulfidhidat tartalmaznak
(peptid  toxinok, endotelinek, inzulinok, defenzinek,
miniproteinek). E peptideknél nemcsak a regioszelektiv
szintézis, hanem a szerkezetigazolas is kihivasnak tekinthetd.
Célunk volt uj szintézisek kidolgozasa, tobb diszulfidhidat
tartalmaz6 peptidek (farmakologiailag fontos peptid
toxinok) racionalis eldallitasa, és a kapott diszulfidhidak
helyzetének igazolasa.

2. Eredmények

A tobbszorés diszulfidhidat tartalmazo peptidek népes
csaladjabol kétféle vegyiilettel foglalkoztunk: peptid
toxinokkal és antifungalis miniproteinekkel. Az el6bbi
képvisel6i példaul a skorpiod toxinok, mig az utobbiak kozé
tartoznak a gombak altal termelt defenzinszer( kis fehérjék.

E peptidek szintézisére két 6 megkozelités adodik:*>

1. Azonos véddcsoportok hasznalata a szulfhidril csoportok
védelmére, majd ezek utan alkalmas koriilmények keresése
a természetesnek megfeleld diszulfidhid mintazat elérésére.

2. Ortogonalis véddcsoportok alkalmazasa a cisztein
oldallancok védelmére, és a diszulfidhidak egymas utani
kiépitése.
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2.1. A charybdotoxin és iberiotoxin racionalis
eléallitasa

A két skorpio  toxin, amelynek  szintézisével
megprobalkoztunk, a 37 aminosavbol allo, 3 diszulfidhidat
tartalmazo charybdotoxin és a vele 68%-o0s homologiat
mutato iberiotoxin. Szekvencidik az 1. abran lathatok.
Mindkét polipeptid a Ca?" aktivalt K* csatornat blokkolja,
amely ioncsatorna fontos szerepet jatszik a kardiovaszkularis
rendszer szabalyozasaban.

Biologiai vizsgalatok céljara kivantuk szintetizalni a két
polipeptidet — ezt részben igen magas aruk, részben pedig
az indokolta, hogy a 90-es évek elején az iberiotoxin
kémiai szintézise még nem volt ismert az irodalomban, és
a charybdotoxin szintézisérdl is viszonylag kevés adat allt
rendelkezésre.

Charybdotoxin:
<EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCGMNKKCRCYS

Iberiotoxin:

<EFTNVSCIZTTSKECWSVCKDLFGVDRGKCIIMGKKCRcliYQ
_ |

Anuroctoxin:

<EKECTGPQHCTNFCRKNKCTHGKCMNRKCKCFNCK
e —— |

PAF:
AKYTGKCI;TKSKNE(I;KYKNDAGKDTFIK(|3PKFDNKK(I;TKDNNKCI3TVDTYNNAVDCIDD

1. Abra. A szintetizalt peptidek szekvenciai (<E = Glp).

Mivel ortogonalis véddcsoportok alkalmazasa esetén komoly
nehézségekbe 1itkozott a részlegesen védett, diszulfidhidat
tartalmazé koztitermékek izoldlasa és szerkezetbizonyitasa,
valamint ¢ mdodszer 1ényegesen dragabb, ezt a megkozelitést
elvetettiik.

Az elsé moddszer szerint, amelyet sikerrel alkalmaztunk, a
peptideket Boc-GIn-PAM, ill Boc-Ser(Bzl)-PAM polimeren
épitettiik fel. A folyékony hidrogén-fluoridos véddcsoport
eltavolitas utan kapott nyers hexaszulfhidril peptideket
2M karbamid tartalmt, pH=8,7 glicin-NaCl pufferben
szolubilizaltuk, majd levegd bekeverésével oxidaltuk. A
reakcioelegyet szlrés utan kozvetleniil RP-HPLC oszlopra
vittiik fel. A tiszta peptidek szerkezetbizonyitasat részben
tomegspektrometriaval, részben természetes standarddal
val6 koelucioval végeztiik.’

2.2. Az anuroctoxin szintézise

Az anuroctoxint az Anuroctonus phaiodactylus nevii
mexikoi skorpio termeli. A peptid szekvencidjat az 1.
abra mutatja. A 35 aminosavbol allo, 8 cisztein tartalmu
polipeptidet Boc-Lys(2CIZ)-PAM polimeren szintetizaltuk,
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standard Boc-kémiaval. A ciszteinek szulfhidril csoportjait
azonos véddcsoporttal, 4-metil-benzillel (Meb) lattuk el. A
linearis peptid hasitdsa a hordozordl folyékony hidrogén-
fluoriddal tortént. A ciklizalasra tobb kiilonb6z6 modszert
probaltunk ki, az eredmény a 2. dbran lathato.

*

400 pH 6,5 (NH,0Ac) 400 1 pH 8,4 (Tris-HCI)
* 10% (viv) DMSO Cys/Cys-Cys (4 mM/ 2 mM)
3h 1h
8 8
2200 2200 4
0 T T , 0 T T .
10 15 20 5 10 15 20
1d6 (min) 1d6 (min)
o 400
* pH 8,9 (Gly-NaOH) * 50% AcOH
24h L
gzoo %200 1
0 0

5 10 15 20 5 10 15
1d5 (min) 1d8 (min)

2. Abra. Az anuroctoxin oxidélasa kiilonbozé koriilmények kozott. (A *-
gal jelolt csucs felel meg a természetes diszulfidhid mintazata toxinnak.)

Megallapithato, hogy megfelel koriilmények kivalasztasaval
tulnyomo részben a természetes diszulfid-mintazat jon Iétre.
Ezt részben tomegspektormetriaval, részben bioldgiai
mérésekkel igazoltuk. Savas korilmények kozott, joddal
oxidalva azonban jelentds mennyiségben képz6dott két, nem
természetes diszulfid-mintazatot hordozo izomer is.®

2.3. A PAF antifungalis miniprotein eléallitasa

A PAF (Penicillium antifungal protein) a defenzinszeri
antifungalis peptidek csoportjaba tartozo, a Penicillium
chrysogenum (P. notatum) fonalas gomba altal termelt
miniprotein.”!® A PAF az egyik legtobbet tanulmanyozott
gombaellenes peptid, ami azzal magyardzhatd, hogy
emldsokre bizonyitottan veszélytelen.!! 55 aminosavbol
all és szerkezetét 3 diszulfidhid stabilizalja (1. abra).'
Vizsgalataink megkezdése elott — NMR alapjan — két
lehetséges diszulfidhid mintazat volt feltételezhetd: abcabc
¢és abbacc.

Eloéallitasat  szilard-fazisi peptidszintézissel —végeztik.
Meéreténél fogva kérdéses volt a lépésenkénti kondenzacio
alkalmazhatosaga. Fmoc kémiaval nem is sikeriilt a szintézis,
Boc kémiaval pedig csak kb. 1%-o0s termelést sikeriilt elérni.
A ciszteinek jelenléte miatt ezért a peptid két darabbol
torténd szintézise, majd ezek nativ kémiai ligaciéval (NCL)
valo 6sszekapcsolasa mellett dontottiink. 1314 A nativ kémiai
ligacid kulcsvegyiilete az N-terminalis peptid tioésztere. Ez
ellen indit tamadast a folyamat els6 Iépésében a C-terminalis
peptid N-terminalisan 1évo cisztein szulfhidril csoportja. Az
igy létrejott tioészter koztitermék azutan intramolekularis
S—N acilvandorléassal atrendezddik és kialakul a két peptid
kozott a természetes savamid kotés. A tioészter szintézisét
egy altalunk kidolgozott polimeren, a Cys-SH gyantan
végeztiik.'s

Ennek eldallitasa ugy torténik, hogy Fmoc-Cys(Trt)-OH-t
kapcsolunk metil-benzhidril-amino (MBHA) polimerre,
majd az Fmoc csoportot acetil-csoportra cseréljik. Ezt
kovetéen lehasitjuk a tritil-csoportot. A szabadda valo

Fmoc—HN-(lZH—COOH O
CH, +
| MBHA gyanta
STrt

Ac—HN—(.i‘,H—CO—O
CH

[ 2 Cys-SH gyanta
SH
(1) C-term. AS, DCC/HOBt, 4-DMAP, dupla kapcsolas
(2) Acetilezés: Ac,0/DCM
(3) Boc, SPPS
(4) HF,8% DMS, 2% anizol, -5-0 °C

N-terminalis peptid-?—CHz—CH—CONHZ
NHAc

3. Abra. A Cys-SH polimer szintézise. (A roviditések feloldasa a
szovegben talalhato.)

szulfhidril-csoportot ezutan acilezzilk az N-terminalis
peptid C-terminalis aminosavaval ugy, ahogy karboxil-
végli  peptidek  szintézisére  alkalmas  polimerek
hidroxil-csoportjaihoz kapcsoljuk az elsé aminosavat.
A tovabbiakban a peptid szintézise a szokasos modon
torténik. A Cys-SH polimer el6allitasat a 3. abra mutatja:
Trt (tritil), diciklohexil-karbodiimid (DCC), trifluor-ecetsav
(TFA), 1-hidroxi-benzotriazol (HOBt), 4-dimetilamino-
piridin (4-DMAP), szilard fazist peptidszintézis (SPPS). A
munkénkhoz sziikséges tioésztereket minden esetben ezen
a hordozon allitottuk eld. A tisztitott peptidek nativ kémiai
ligacioval torténd 6sszekapesolasa 3% tiofenol jelenlétében,
kozel semleges pH-ju pufferben jo termeléssel szolgaltatta
a terméket. A nativ diszulfidhid mintazat kiépitését két
kiilonbdz6 modon kiséreltiik meg: a cisztein SH csoportok
ortogonalis és azonos védelmével.

Ortogonalis stratégianal a cisztein oldallanc védelmére
legelterjedtebb Meb mellett acetamido-metil (Acm) és
fluorenil-metil (Fm) csoportokat valasztottunk (4. abra). A
Meb lehasad a peptidnek a hordozoérdl torténd hidrogén-
fluoridos hasitasaval egyidejiileg. Az Acm joddal, vagy
atmenetifém sokkal (pl. Ag(1)-és TI(IIT)-s6k) hasithato, el6bbi
esetben Ossze is zarodik a diszulfidhid, mig az utdbbiban
nem. Az Fm csoportot bazissal, példaul piperidinnel, lehet
eltavolitani. A ligaciot kovetden 7,5-es pH-ju pufferben,
oxigén bekeverésével Osszezartuk az els6 diszulfidhidat.
Az Acm és Fm csoportok eltavolitasat és az diszulfidhidak
zarasat mindkét lehetséges sorrendben megkiséreltiik, de
egyik esetben sem sikeriilt a természetesnck megfeleld
mintazat kiépitése. A kozti termékek enzimes hasitasa és a
fragmensek tomegspektrometrids vizsgalata bizonyitotta,
hogy a bazis felbontotta a mar meglévd diszulfid hidakat.
fgy a PAF esetében nem hasznalhato bazissal hasithato
véddcsoport.

Ezt figyelembe véve terveztik meg a védécsoport
kombinaciot az Ujabb szintézisnél: az Fm helyett fenil-
acetamido-metil csoportot (Phacm) hasznaltunk (4.
abra).'® A Phacm azon reagenseken kiviil, melyek az
Acm-et hasitjak, penicillin G acilaz (PGA) enzimmel is
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N-terminalis peptid
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIK-S-CHZ-?H-CONHZ

Acm Fm NHAC
Acm Phacm
Meb Meb

C-terminalis peptid
CPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD

Meb Acm Fm Meb
Meb Acm Phacm Meb
Meb Meb Meb Meb

4. Abra. A PAF nativ kémiai ligacioval torténé eléallitasahoz hasznalt
peptidek és az egyes szintéziseknél alkalmazott véddcsoportok.

eltavolithat6.'” A PGA-t penicillin szarmazékok szintézisére
hasznaljak, immobilizalt, tehat hordozéhoz kotott formaban.
A nagy méretii és erGsen kationos jellemii PAF esetén
azonban nem valtotta be a hozza fliz6tt reményeket. Néhany
oras reakcioidd alatt a peptid ,,elfogyott” a reakcioelegybdl,
feltehetéen a hordozohoz tortént aspecifikus kotodés
kovetkeztében.

Az ortogonalis stratégia sikertelensége miatt probalkoztunk
meg a cisztein oldallancok azonos védelmével, a mar
emlitett Meb véddcsoport hasznalataval. Ebben az esetben
a ligaciot kovetden 6 szabad SH csoport talalhatdo a
peptidben. Az el6z6 fejezetekben targyalt toxinok példajabol
kiindulva azt vartuk, hogy az oxidativ folding a természetes
diszulfidhid mintazathoz vezet. De az elsé probalkozasok
nem ezt mutattak. Megkiséreltiik az oxidaciot joddal, savas
kozegben, kaotrop reagens hasznalataval és anélkiil, O,
bekeverésével kiilonbozo pH-ju pufferekben (pH 7,5-10,5),
CLEAR-OX gyantaval, amelyet diszulfidhidak megfeleld
kiépitésére fejlesztettek ki. De az emlitett modszerek
egyikének hasznalataval sem sikeriilt a természetes
diszulfidhid mintazat kiépitése. Egyetlen modszer bizonyult
csak alkalmazhatonak: az un. kis molekulak altal kozvetitett
oxidativ folding.'” Ezt olyankor hasznaljak, ha a nativ
diszulfidhid mintazat kialakuldsa kinetikailag nem a
legkedvezményezettebb. Ilyen esetekben — az oxidalészer
mellett - szilkség van egy redukaloszerként funkcionald
kis molekulara (pl. cisztein, redukalt glutation, cisztamin,
2-hidroxietantiol, ditiotreitol) is. Legjobb termelést akkor
értiink el, ha kis mennyiségii cisztein jelenlétében, oxigén
bekeverésével alakitottuk ki az —S-S- hidakat. A sikeres
oxidativ foldingot az 5. dbra mutatja.

Kevésbé volt hatékony a glutation oxidalt és redukalt
formajat tartalmazoé rendszer. A termék enzimes emésztése
¢és a fragmensek tomegspektrometrids vizsgalata, valamint
NMR (6. abra) és mikrobioldgiai vizsgalatok is azt mutattak,
hogy a szintetikus peptid minden tekintetben azonos a
nativval. Tomegspektrometrias vizsgalatokkal —sikerdilt
bizonyitani a PAF abcabc diszulfidhid mintazatat is.

3. Osszefoglalas

A tobb diszulfidhidat tartalmazo polipeptidek szintézise
még napjainkban sem szamit rutin feladatnak. Ha azonos
véddcsoportokat hasznalunk a ciszteinek szulthidril-
csoportjainak védelmére, akkor az oxidativ folding a

1h

Abs

24 h

Abs

PAF-C3
50 4 > ~

PAF standard

Abs

0 T T T
10 20 30

Time (min)

5. Abra. A PAF oxidativ foldingja a levegd oxigénjével, kis mennyiségii
cisztein jelenlétében. (A PAF-C3 a szintetikus miniprotein.)

T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm

6. Abra. A szintetikus (fent) és nativ (lent) PAF '"H-NMR spektruma.

kérdéses. Minden egyes peptidre meg kell talalni azokat a
koriilményeket, amelyek kozott a természetes diszulfidhid
mintazat alakul ki. Ha ortogonalis stratégiaval probalkozunk,
akkor két probléma okoz nehézséget. Az egyik a
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rendelkezésre allo szulthidril véddécsoportok viszonylag
szlk kore, amely Boc kémiat és nativ kémiai ligaciot
alkalmazva kiilondsen igaz. A masik pedig az a tény, hogy
egyes véddcsoport eltavolitasi modszerek felbonthatjak az
elézetesen kialakitott diszulfid hidakat. Ez utobbi esetben
elveszitjiik az ortogonalis stratégia elényét: a diszulfidhidak
iranyitott kialakitdsanak lehetségét. Az altalunk vizsgalt
esetekben, néhany toxin (charybdotoxin, iberiotoxin ¢és
anuroctoxin), valamint a PAF antifungalis peptid szintézise
soran a cisztein oldallancok azonos véddcsoporttal valo
ellatasa vezetett jobb eredményre.
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Synthesis of multiple disulfide bond containing peptides

Cysteine is one of the most interesting amino acids. Its sulfhydryl
group plays an important role in complexation of metal ions,
in biological redox systems (e.g. glutathione), and also in acyl
donor compounds (coenzyme A). Besides, sulfhydryl groups form
disulfide bridges which are essential in stabilization of the three-
dimensional structures of proteins. The Nobel prize in 1955 was
awarded to Vincent du Vigneaud for his work on the synthesis of
disulfide bridge containing hormones.' Those hormones he worked
on had only one disulfide bond. Even this can form in two different
ways: either in an intra- or in an intermolecular manner.

Many biologically active peptides are known to contain multiple
disulfide bridges, e.g. peptide toxins, endothelins, insulins, and
antimicrobial miniproteins. In spite of the progresses and efforts in
peptide chemistry, the regioselective formation and verification of
the disulfide bond pattern are still challenging.>* The present study
shows new methods for the synthesis of multiple disulfide-bridged
peptides such as pharmacologically important toxins and antifungal
miniproteins, and determination of the disulfide bond pattern in the
synthesized compounds.

There are two strategies for the preparation of multiple disulfide
bond containing peptides:**¢

1. Nonselective protection of cysteine side chains and subsequent
oxidative folding of polythiol precursors.

2. Stepwise formation of the disulfide bonds using orthogonal
protection of the cysteine thiols.

First the synthesis of charybdotoxin and iberiotoxin, two 37-mer
scorpion toxins containing 3 disulfide bridges was carried out (see
Figure 1). These toxins block the Ca®* activated K* channel that
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has importance in the regulation of the cardiovascular system.The
toxins were synthesized by solid-phase peptide synthesis applying
standard Boc chemistry and nonselective protection of the
cysteines. Folding was carried out in a pH 8.7 glycine-NaCl buffer
containing 2M urea as chaotropic agent. The disulfide bond pattern
of the synthetic peptides was proved by mass spectrometry (MS)
and HPLC coelution with native standard toxins.”

Beside these two potassium channel blockers, anuroctoxin, a
polypeptide produced by the Mexican scorpion Anuroctonus
phaiodactylus was also synthesized. Anuroctoxin contains 35
amino acids and 8 cysteines (Figure 1). The synthesis was carried
out on the solid phase using Boc chemistry. Sulthydryl groups
of cysteines were protected in a nonselective manner. Different
folding methods were tried and found to be successful, among them
oxidation with DMSO in a pH 6.5 ammonium acetate buffer, or
with cystine-cysteine in a pH 8.4 Tris buffer, and also air oxidation
in a pH 8.9 glycine-NaCl buffer. But, when iodine was used in an
acidic solution, two peptides having unnatural disulfide bridge
pattern were formed beside the native one (see Figure 2).3

Antimicrobial peptides represent another class of naturally
occurring peptides that contain multiple disulfide bonds. PAF is
a 55-mer antifungal protein produced by the fungus Penicillium
chrysogenum.'® (The sequence can be seen in Figure 1.)
PAF is harmless for mammals as it was proven in recent PET
experiments.!! The structure of PAF is stabilized by three disulfide
bridges.!’ According to NMR investigations, two different patterns
were possible: abcabc and abbacc.

The first attempt to synthesize PAF was a stepwise synthesis on
the solid phase. The usage of Fmoc chemistry did not lead to the
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desired product at all. The application of Boc chemistry found to be
more successful, but the yield of the synthesis was only 1%. Since
PAF has 6 cysteine residues, we decided to synthesize the peptide
by native chemical ligation (NCL). Native chemical ligation is
a type of orthogonal chemical ligation.'>!3!* The key compound
of it is the thioester of the N-terminal peptide. The process starts
with the nucleophilic attack of the thioester on the SH group of
the N-terminal cysteine of the C-terminal peptide. We worked out
the synthesis of a new, universally applicable solid support named
as Cys-SH resin for the preparation of peptide thioesters in Boc
chemistry (see Figure 3), and all of the thioesters of this work were
prepared on this resin.'

Both strategies, namely selective and nonselective protection of
cysteine side chains were tried for PAF. On our first attempt, 4-
methylbenzyl (Meb), acetamidomethyl (Acm), and fluorenylmethyl
(Fm) protecting groups were used (see Figure 4). Meb is cleaved
in parallel with the detachment of the peptide from the resin, Acm
can be removed by iodine or transition metal ions, e.g. Ag(I)- and
TI(III) salts, while Fm can be cleaved by a base such as piperidine.
If iodine is used for the cleavage of Acm, it oxidizes the SH groups
to disulfide bridge, too. But the basic treatment for the removal of
Fm requires an additional oxidation step after that. Two possible
orders of the cleavage of these protectiong groups were tried: Acm
first, Fm after that and the opposite order. But, in both cases, an
unnatural disulfide bridge pattern formed. Enzymatic cleavage
of the intermediates and their MS investigation proved that basic
treatment rearranged the previously formed disulfide bonds. To
overcome this problem, phenylacetamidomethyl (Phacm) was used
instead of Fm on our second attempt (see Figure 4).'° Beside those
reagents that cleaves Acm, Phacm can be removed enzymatically
by penicillin G amidase (PGA)."” Unfortunately, the highly cationic
and relatively large molecule of PAF nonspecifically bound to the

carrier of immobilized PGA, therefore, Phacm could not be used in
the preparation of this miniprotein.

Because of the failure of orthogonal protection, sulfthydryl groups
of cysteines were protected nonselectively on our next attempt.
Detachment of the peptide from the resin cleaved the protecting
groups from all of the 6 cysteine residues. Different conditions
were tested for the folding of the hexasulthydryl peptide: usage
of iodine in an acidic solution, oxidation with the oxygen of air in
buffers having different pH from 7.5 to 10.5 both in the presence
and in the absence of a chaotropic agent, application of CLEAR-
OX, a special resin for the formation of disulfide bridges. But
none of these provided native peptide. Only one condition was
found in which cysteines paired correctly: folding of PAF with
the help of a small molecule reducing agent. This method used to
be successful for the folding of those peptides and proteins whose
termodinamically most stable disulfide pattern is not the same as
the native one. In these cases, the applied reducing agent reduces
the previously formed, incorrect S-S bridges, and thus, allows the
right fold. In our most successful procedure, folding of PAF was
carried out in a pH 7.5 ammonium acetate buffer with the use of
the oxygen of the air in the presence of small amount of cysteine
as reducing agent (see Figure 5). Beside this, the application of
oxidized and reduced glutathione led to the desired product, too.
According to MS, NMR and microbiological investigations,
synthetic PAF was found to be identical with the native miniprotein
(see Figure 6). MS studies revealed the abcabc disulfide pattern for
both the synthetic and the native peptide.

Based on our results, it can be concluded, that nonselective
protection of the sulfhydryl groups of cysteines was found to be
more successful for the synthesis of some toxins and an antifungal
miniprotein.
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