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RESUMEN

Una de las proteinas mas estudiadas con ¢l fin de realizar ensayos inmunoldgicos ha sido el antigeno
de superficie del virus de Ja hepatitis B humana, tanto por su interés para la produccion de una
vacuna, como para disponer de nucvos métodos de diagndstico de la enfermedad mediante la
aplicacion dc la 1écnica de obiencion de anticuerpos monoclonales. Ein este articulo se describe la
sintesis por via quimica en solucion, del péptido correspondiente a la region 130-138 de la
region pre-S del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, asi como el estudio de los
rcsultados obtenidos por espectrometria de masas, andlisis de aminodcidos y secuencia aminoacidica
manual, siguiendo el método de degradacion de Edman.

SUMDMARY

Human hepatitis B virus surface antigen (11BsAg) has been widely studied and used as a vaccine and
for diagnosis methods using monoclonal antibodics due to its antigenicity and immunogenicity, lere
we describe the chemical synthesis in solution of a peptide corresponding to the 130-138 epitope of
the pre-S region of this antigen and its characterization by mass spectrometry, aminoacid analysis
and aminoacid sequence by manual Edman degradation.

INTRODUCCION

En la actualidad ha tomado gran auge la sintesis de péptidos con fines de utilizacion
en estudios inmunologicos. Una de las proteinas mas estudiadas en este sentido ha sido
¢l antigeno de superficic del virus de Ta hepatitis B humana, tanto por ¢l interés de usarlo
en forma de vacuna, como por la posibilidad de desarrollar métodos de diagnostico
mediante la obtencion de determinados péptidos de su secuencia (Neurath, 1984).

Al mismo ticmpo, la produccion de anticuerpos monoclonales especificos dirigidos
contra una region determinada del antigeno presenta interés, tanto en diagndstico como
en ¢l desarrollo de métodos de purificacion de este.  Por tal razon consideramos
importantc la obtencién por via de sintesis quimica de un péptido correspondicnte a la
region pre-S del antigeno de superficie (Ncurath, 1984a).
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La disponibilidad de este péptido nos permitiria la obtencidon de anticucrpos
utilizables ¢n la purilicaciéon del antigeno de superflicic obtenido mediante ingenieria
gendlica, que incluye la region pre-8 del gen, como parte del proceso de obtencion de la
vacuna recombinanie.

MATERIALES Y METODOS

Proteccion de aminodicidos

Todos los grupos alfa-amino se protegieron utilizando el cloruro de carbobenzoxilo (ZCl) (Fluka).
Dec esta forma se obtuvicron los siguientes aminodcidos protegidos: Z-Ala-OH: Z-Leu-OH;
Z-Asp-(OBut) -O; Z-3-Arg-OH; Z-Val-O11.

Iin ¢l caso del dcido aspirtico se ulilizd como producto de partida Asp-(OBut) -OH comercial (Reanal).

En el caso de Leu. Ala, Asp y Val, las condiciones de reaccidon fueron: 1,2 equivalentes de ZCL2.0
cquivalentes de hidroxido de sodio, a una temperatura entre 0 y 4°C, durante dos horas, manteniendo el pll
enire 102y 10,3

La 7-3-Arg-Oll se obtuvo en las siguientes condiciones: 3.0 equivalentes de ZCl/6 equivalentes de
hidroxido de sodio, a una temperatura entre -10 y -5°C durante 2 horas, a pl1 13.

Fl rendimiento de estas reacciones estuvo entre el 80 y el 90 %; todos los aminoacidos protegidos se
aislaron por cristalizacion, excepto Z-Leu-Oll. que se utilizé en forma de aceite.

Obtencion de fragmentos intermediarios

Para obtener los péptidos intermediarios, las reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo utilizando
el metodo del €ster activo, En todos los casos, ¢l grupo carboxilo se activd con un equivalente de
4-nitrofenol (Fluka), excepto en ¢l dcido aspdrtico, que sc activé con un cquivalente de
N-hidroxi-succinimida. Estas reacciones se realizaron en presencia de un equivalente de diciclohexil
carbodiimida (Fluka) a -40°C. los productos fueron cristalizados de n-hexano y se purificaron por
recristalizacion de isopropanol. Los rendimicntos obtenidos estuvicron entre el 90 y el 95 5.

Ein las reacciones de acoplamiento el grupo carboxilo C-terminal se protegid mediante la formacion de
su sal de sodio, excepto en el caso del tetrapéptido, en que no fue necesario a causa de la presencia de una
arginina en su estructura,

Las rcacciones de desproteccion del grupo amino en los intermediarios obtenidos se efectuaron
mediante hidrogendlisis (Pd/C, 5 %, a presion atmosférica. durante una hora).

El dltimo paso de sintesis que condujo a la obtencion del nonapéptido consistio en el acoplamiento del
tetrapéptido y el pentapéptido mediante ¢l método del éster activo, pero utilizando como agente activante
del grupo carboxilo el N-hidroxi-5-norborneno-2.3-dicarboxiimida (Fluka).

De esta forma se obtuve el nonapéptido progegido: Z-Ala-1.eu-L.cu-Asp-(OBut)-Pro-Arg-Val-Arg-Gly,

La remocidn de los grupos protectores se llevo a cabo utilizando dcido bromhidrico.

La pureza del péptido obtenido se analizd mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
utilizando una columna Spherisorh C-18, 4.6 x 250 mm y un gradiente lincal de 10 a 50 € de acetonitrilo en
un tampén de fosfato deido de potasio 50 mM, a pll 3.0, durante 20 minutos.

La purificacién del péptido se efcctud mediante HPLC preparativa utilizando una columna ODS y se
aplicd un gradiente lineal del 20 al 50 % de metanol en tampén de trietilamina-dcido acético 20 mM, y
pll 4.0, durante 30 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la scleccion de la secuencia de amionodcidos conveniente, se utilizo ¢l programa
discnado por S. Fraga (Fraga, 1982) quc toma cn cuenta la contribucion a la
hidrofilicidad de cada aminoacido y los factores de reconocimicnto correspondientes a
las interacciones entre aminodcidos individuales. Este céleulo suministrd como region
mds interesante la zona centre los aminodcidos 130 y 138 de la region pre-S-2, cuya
secuencia es ALA-LEU-LEU-ASP-PRO-ARG-VAL-ARG-GLY.
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La sintesis de estc péptido se acometié mediante las técnicas de unién por bloques en
solucién, la estratcgia se detalla cn la figura 1.

D+P R+G

LﬁDP V+ﬁG

L+%DP R+FRG

A+L%DP RVRG
ALLDP |
ALLDPRVRG

FIG. 1. Estrategia utilizada para la sintesis del péptido en solucidn.

En las reacciones intermedias para la sintesis del producto se obtuvieron buenos
rendimicntos, y en todos los casos ¢l aislamiento de los productos intermediarios, asi
como su purificacién, se llevo a cabo mediante la técnica de cristalizacion.

En la figura 2 se muestra ¢l analisis llcvado a cabo utilizando HPLC, donde aparece
el producto final (tiempo de retencién 17 min) y tres contaminantes.

FIG. 2. HPLC analitico del nonapéptido antes de seguir los procedimientos de purificacién.
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Su purificacion se efectud utilizando esta misma via. En la figura 3 se muestra el
cromatograma analitico de la muestra después de purificada.

FIG. 3. IIPLC analitico del producto final puro.

El andlisis dc aminoacidos del péptido aparece en la tabla 1, coincidiendo con la
composicién csperada.

Tabla 1
NONAPEPTIDO. COMPOSICION AMINOACIDICA

Aminodcido Valor tedrico Numero de residuos
D 1 0,52
T . ”

5 A =
E . -
G 1 0,96
A 1 0,86
Y 1 0,66
M . -

| . :
L 2

Y . -

F : 2
H - -
K 5 5

R 2 1,80

El espectro de masa mediante la técnica de bombardeo atémico rapido (FAB-MS)
confirmé el peso molecular del producto, identificandose cl i6n correspondiente a la
relacion M/Q 996.
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Se efectud la secuenciacion manual del péptido hasta ¢l sexto residuo. Los resultados
concuerdan con la secuencia descada.

Este péptido es utilizado para la obtencion de un anticuerpo monoclonal dirigido al
reconocimiento de la region pre-S del antigeno de superficie de HBV.
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