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RESUMEN

La formacion de aspartimida en la sin-
tesis de péptidos en fase sdlida es quizis
uno de los ejemplos caracteristicos de
reacciones no deseadas dependientes de
la secuencia. La ciclizacién y subsecuente
formacién de imidas a partir de dcido as-
partico y de de dcido glutimico fue ob-
servada en el estudio de un conjunto de
péptidos andlogos de glicina por espectro-
metria de masas con ionizacion por desor-
cion de laser asistida por matriz y analiza-
dor de tiempo de vuelo (MALDI-TOF).
En nuestro estudio, se observé que la se-
cuencia Glu-Gly tiene una probabilidad
similar de formar imidas a la observada
para la secuencia Asp-Gly.

ABSTRACT

Formation of aspartimide in solid pha-
se peptide synthesis is perhaps one of the
most characteristic examples of sequence
dependent undesirable processes. Cycli-

zation and subsequent formation of imi-
des from aspartic acid and glutamic acid
were observed in the study of a set of gly-
cine-analogue peptides by matrix-assis-
ted laser desorption ionization - time of
flight (MALDI-TOF) mass spectrome-
try. In our study we observed that the se-
quence Glu-Gly has a similar probability
for imide formation as observed in the se-
quence Asp-Gly.

INTRODUCCION

La espectrometria de masas es una téc-
nica complementaria que ayuda en la
identificacion y caracterizacion de una
gran variedad de compuestos. Desde su
descripcion por Karas et al. (1) y Tanaka
et al. (2), la espectrometria de masas con
ionizacién por desorcién de Idser asistida
por matrix y analizador de tiempo de vue-
lo (MALDI-TOF) ha encontrado muchas
aplicaciones en el campo de péptidos,
proteinas y dcidos nucleicos. En el méto-
do de ionizacion MALDI se deposita una
gran cantidad de energia resonante dentro
de la matriz, la cual se desorbe de la su-
perficie del disco portamuestra y se frag-
menta, mientras el analito es arrastrado
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dentro de la matriz desorbida y ionizado a
través de una transferencia protonica de
la matriz, por mecanismos aiin descono-
cidos (3). La razdén masa a carga (in/z) de
la particula ionizada es medida en el ana-
lizador de tiempo de vuelo (TOF) en fun-
cion de su velocidad, después de ser ace-
lerada por un campo eléctrico.

Un problema en la sintesis de péptidos
que contienen dcido aspdrtico es la forma-
cién de aspartimida bajo condiciones ici-
das ¢ basicas (4-5). La subsiguiente aper-
tura del anillo a-amino-succinimida de
cinco dtomos por soluciones bdsicas
acuosas da como resultado un isomero
erréneo que contiene un enlace -amido
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duos 341-360), VANAKTVNFDLDGLYT-
DAEE y de sus andlogos de glicina. Los
péptidos analogos fueron disefiados reermpla-
zando cada vez un aminoacido de la secuencia
original por glicina. En este andlisis se tomé
como referencia [M+H-18]*, para indicar
una deshidratacién posiblemente debida a
la formacién de anillos tipo imida.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de las muestras de pép-
tido. Los péptidos fueron sintetizados por
la metodologia de sintesis en fase sélida
propuesta por Merrifield (7), por estrate-
gia de sintesis t-Boc, aplicando la tecno-
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Figura 1. Formacion de aspartimida y rearreglo de péptidos «-, B-aspartilo.

(figura 1). Esta reaccién secundaria es
critica especialmente en secuencias tales
como Asp-Gly, Asp-Ser, Asp-His, cuan-
do estan protegidas con grupos bencilo,
los cuales permiten la produccién extensi-
va de imidas (4-6). En este trabajo, se
hace un anilisis en los productos crudos
por la técnica de espectrometria de masas
MALDI-TOF del péptido 1686 de la pro-
teina PV200 de Plasmodium vivax (resi-
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logia de sintesis miltiple de péptidos de
Houghten (8), sobre una resina amida
MBHA (Orpegen-Pharma, Heidelberg,
Alemania). La desproteccion de las cade-
nas laterales y Ia liberacion de] péptido de
la resina se llevé a cabo usando el proce-
dimiento de baja y alta concentracion de
fluoruro de hidrégeno (9). De cada uno
de los péptidos crudos se prepard una so-
lucion (0.2 mg/mL TA, = 100 pmol / uL
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TA; TA= 0.1% TFA en agua/acetonitri-
lo 2:1). Aparte se prepard una solucién
saturada de acido o-ciano-4-hidroxicin-
amico (CCA) en TA, el cual actu6é como
matriz para el andlisis de masas. De cada
solucién de péptido se tomaron 2pl y se
diluyeron con 18pL de la solucion de ma-
triz para obtener una concentracién de 10
pmol / pL. De estas ultimas mezclas se
aplico 1pL (10 pmol) por pozo en un dis-
co portamuestra y se dejo secar al aire.

Espectrometria de masas MALDI-
TOF. Los espectros de masas fueron to-
mados en el modo reflector en un espec-
trometro de masas Protein-TOF (Bruker,
Billerica, MA, USA). Este instrumento
usa un liser de nitrégeno a una longitud
de onda de 337 nm con pulsos de una du-
racion de 3 ns. El voltaje de aceleracion
usado fué de -17.5 kV y el voltaje del re-
flector de +20kV. Todos los espectros
fueron obtenidos adicionando los datos de
10 - 20 pulsos de laser para obtener condi-
ciones comparables. La potencia del laser
fue la minima posible, utilizando atenua-
ciones entre 30 y 60 en la escala instru-
mental.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las espectros de masas de los péptidos
analizados muestran una especie [M+H]*
predominante que corresponde a la masa
molecular M del péptido y otros picos que
corresponden a las especies [M+H-18]*
v [M+H-36]*, que indican la pérdida de
1 y 2 moléculas de agua respectivamente,
debido a deshidrataciones de los aminod-
cidos (figura 2). El péptido original 1686
presenta la secuencia DG (Asp-Gly), la
cual es critica en la formacion de la imida
del 4cido aspdrtico. El espectro del pépti-

do 1686 (figura 2-a) muestra un pico de
gran intensidad cuya masa (calculada /
encontrada) corresponde a la de la espe-
cie intacta [M+H]" (2185.5 Da /2186.0
Da+ 1.4 u) y un segundo pico de intensi-
dad fuerte en [M+H-18]" (2168.3 Da +
1.4 u). El espectro del péptido analogo 11
(figura 2-b), que contiene la secuencia
DGDG (Asp-Gly-Asp-Gly) presenta tres
picos: dos de muy fuerte intensidad en
[M+H]* (2127.0 Da + 1.4 u) y en
[M+H-18]* (2109.1 Da £+ 1.4 u), y un
tercer pico de pequefia intensidad en
[M+H-36]" (2091.6 Da + 1.4 u). El es-
pectro del péptido andlogo 12 (figura
2-¢), en el cual se ha reemplazado en su
secuencia el DG por GG (Gly-Gly), pre-
senta solo el pico correspondiente a
[M+H]* (2125.5 Da+ 1.4 u). El espec-
tro del péptido andlogo 19 (figura 2-d),
que contiene en su secuencia DG (Asp-
Gly) y EG (Glu-Gly), presenta un com-
portamiento similar al del péptido anélo-
go 11 conpicosen [M-+H]" (2112.7Da+
1.4 u), [M+H-18]* (2094.8 Da + 1.4 u)
y IM+H-36]* (2077.1 Da+ 1.4 u). Enla
tabla 1 se presenta un resumen de la se-
cuencia de espectros de masas de los pép-
tidos de la serie observada por espectro-
metria de masas MALDI-TOF.

Analizando los datos de la tabla 1, se
puede observar la aparicion de una espe-
cie de masa [M-+H-18]*, la cual se in-
crementa en intensidad en los anilogos 11
(-DGDG-), 17 (-DG--DG-) y 19
(-DG---EG), y no existe en el andlogo 12
(-GG-). La aparicion del pico en
[M+H-18]* debe corresponder a la for-
macién de las imidas de los dcidos aspar-
tico y glutdmico cuando estan seguidos de
una glicina en su secuencia. El pico en
[M+H-36]" nos indica la presencia de
una pequefia poblacién de moléculas que
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Figura 2. Espectros de masas MALDI-TOF de los péptidos: 1686 (fig. 2-a), andlogo 11
(fig.2-b), andlogo 12 (fig. 2-c) y andlogo 19 (fig. 2-d).

contienen simultineamente dos grupos
imida, como es el caso del analogo 11
(-DGDG-), del anilogo 17 (-DG---DG-)
y del anilogo 19 (-DG---EG).

En la estrategia t-Boc de sintesis de
péptidos en fase sdlida se ha encontrado
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que la formacion de la aspartimida no es
solo dependiente de la naturaleza del gru-
po protector, sino que se produce también
por accién del icido (HF), usado en el
desanclaje, sobre la cadena ya desprote-
gida. Esto ha llevado a implementar cam-
bios en la metodologia de desanclaje del
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Tabla 1. Secuencia de los espectros de masas del péptido 1686 y de sus andlogos de glicina.
Senal muy fuerte + -+ ++-; sefal fuerte + ++; sefial mediana + +; sefial débil +.

Peptido Secuencia [M+Hl+ [h‘l+[‘]-l8]+ [ﬁr""“-ur
1686 VANAKTVNFDLDGLYTDAEE Iy iy
Andlogo ]  GANAKTVNFDLDGLYTDAEE - et
2 VGNAKTVNFDLDGLYTDAEE ERRet -
3 VAGAKTYNFDLDGLYTDAEE EEaad it
4  VANGKTVNFDLDGLYTDAEE e e
5 VANAGTVNFDLDGLYTDAEE S ik
6  VANAKGVNFDLDGLYTDAEL R e
7 VANAKTGNFDLDGLYTDAEE Atk 4
8  VANAKTVGFDLDGLYTDAEE A HE
9 VANAKTVNGDLDGLYTDAEE s -
10 VANAKTVNFGLDGLYTDAEE AR s
Il VANAKTVNFDGDGLYTDAEE FEEy 4 ¥
12 VANAKTVNFDLGGLYTDAEE P
13 VANAKTVNFDLDGGYTDAEE FE— o
14 VANAKTVNFDLDGLGTDAEE HH R
15  VANAKTVNFDLDGLYGDAEE A e
16 VANAKTVNFDLDGLYTGAEE Y -
17 VANAKTVNFDLDGLYTDGEE e A +
18 VANAKTVNFDLDGLYTDAGE PR e
19 VANAKTVNFDLDGLYTDAEG e Ft +
péptido para disminuir esta reaccion se-  (Glu-Gly) también debe considerarse

cundaria.

En conclusion, si en una molécula
existen dos puntos criticos para la forma-
cion de imidas, aumenta la probabilidad
de formacién de la imida, independiente-
mente de que se trate de un Asp o de un
Glu. La poblacién de moléculas que con-
tienen la imida se aumenta y esto se refle-
jaen el aumento de la intensidad absoluta
del pico [M +H-18]" . Sin embargo, debe
existir alguna probabilidad de que esta
reaccion se presente simultaneamente en
los dos puntos criticos en la misma molé-
cula, tal como se observa en los espectros
de masas encontrados (pico de baja inten-
sidad en [M+H-36]%). Como consecuen-
cia de lo observado, la secuencia EG

como un punto critico para la formacion
de imidas y debe tenerse en cuenta su
existencia para introducir los cambios ne-
cesarios en el desanclaje del péptido por
la metodologia de baja y alta concentra-
cion de HF.
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