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Peptidy s vlastnostwi antigenni determinanty
bilkoviny viru HPV a zpisob jejich vyroby!

Refeni se tyk4 peptidd s vlastnostmi

antigenni determinanty H-Met-Gly-Thr-Pro-
Phe-Ser-Pro-Val-Thr-Pro-Ala-Leu-Pro-Thr-
Gly-Pro-Val-NH2 a Jejich konjugdtd s bio-
logicky inaktivnimi nosigi typu bilkovin
nebo makromolekuldrnich polymert, zejména
latexu, spheronu a polystyrenu nebo s akti-
vovanymi membrédnami. Peptidy byly p¥iprave-
ny syntézou v pevné fdzi a prokdzalo se, Ze
Jje lze pouZit jako diagnostikm pFi detekei

pué6 a 11.

"protildtek proti lidskym papilomavirtm ty-
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Vyndlez se tyké& peptidu s vlastnostmi antigenni determinanty obecného vzorce I
H-Met~Gly-Thr-Pro-Phe~Ser-Pro-Val-Thr-Pro-Ala-Leu~Pro-Thr- Gly-Pro-Val-NH2 (1)

a jeho konjugdtu s nosi¥i typu bflkovin nebo makromolekuldrnich polymery, zejména la-
texu, spheronu a polystyrenu nebo aktivovanymi membrdnami, a zplsobu jejich vyroby.

L4tky podle vyndlezu jsou nové a byly u nich prokézdny vlastnosti antigennich
determinant proteinu kodovaného L-2 oblasti genomd HPV-6 a HPV-11. Peptidy mohou slou-
%it jako vhodné diagnostikum pro prikaz protildtek w osob infikovanych t&€mito typy HPV,

K' prokazu imunitnfch reakef proti HPV byly v minulosti pouZity rizné serologické
techniky jako nap¥. imunoagregatni test (Almeida J. D., a P. Goffe, 1965, Lancet ii,
1205 a# 1207) difuze v agarovém gelu (Cubie H. A., 1972, J. Hyg. 70, 677 aZ 690), fixa-
ce komplementu (Genver J. 1971, Acta Dermato-venerol 51; 365 aZ 373), redioimunostano-
ven! (Hefton J. M.,,M. Eisinger 1977, J. Gen. Virol. 38, 179 aZ 182) a neutralizaZni
text (Kienzler J. L. a spol. 1983, Br. J. Dermatol. 108, 665 aZ 672). Vzhledem k tomu,
¥e HPV nelze kultivovat in vitro, Ze tedy'nem’. moZné k pPfipravé antigenu pouZit klasic- -
ké zpisoby pFipravy virovych antigend na tkdnovych kulturdch, jedinym zdrojem antigent
byly a% doneddvka piirozené virové leze. MoZnosti ziskat preparativni mnoZstvi virovych
antigend jsou vSak omezené. Nékteré leze vyvolané HPV, jako nap¥. kondyloma accumina-
tum, obsahujici jen velmi mflo virovych &4sti a v n¥kterych zhoubnych nddorech spojova-
nych s HPV Jsou prokazatelné pouze virové nukleové kyseliny.

Uvedené nedostatky Pe3i zpiisob podle vyndlezu, jehoZ podstata spodivéd v tom, Ze
pou¥ivd k detekei protildtek vytvofenych po infekei viry HPV 6 a HPV 11 synteticky pep-
tid s vlastnostmi antigenni determinanty proteinu kodovaného IL~2 oblasti genomu.

IL4tky podle vyndlezu byly syntetizovény zplisobem podle vyndlezu, jehoZ podstata
spo&iv4d v tom, %e se na polymerni nosi& polystyrenového typu s chlormetylovymi nebo
benzhydrylaminovymi skupinami zakotvi karboxytermindlni aminokyselina a postupnou kon-
denzaci jednotlivych aminokyselin se vystavi peptidicky Fet&zec. Potom se ziskany pep~
tid acidolyticky od3t&pi z polymernfho noside a pfefisti se.

Peptidy obeoného vzorce I byly pPipraveny Merrifieldovou metodou syntézy peptidu
v pevné fdzi. Jako polymerni nosié byl pou¥it polystyren siltovany divinylbenzenem, s
v¥hodou jednim procentem, s funkinimi skupinami chlormetylovymi nebo benzhydrylamino-
vymi. N-alfa-aminoskupiny byly chrinény acidolabilni chrdnfei skupinou, s vyhodou Boc
skupinou, jejf od¥tdpovdni v jednotlivych fdzich syntézy bylo provdd&no acidolyticky,
s vyhodou smési TFA a DCM nebo nasycenym roztokem chlorovodiku.v DCM. Postranni funk&-
ni skupiny vicefunkénich aminokyselin byly chrdn&ny skupinami benzylového typu. Kon-
denzace chréné&nych aminokyselin byly provadény vhodné sktivovanymi derivdty, s vyhodou
symetrickymi anhydridy nebo HOBt estery. Po ukon¥ené syntéze byl peptid z pryskylice
od§tdpen a soufasnd byly odstran&ny chrdnici skupiny vicefunkdnich aminokyselin acido-
1lyticky, s vyhodou plsobenim kapalného HF nebo TFMSA ve smési s TFA a thioanisolem.
Surovy produkt byl &i$tén bud pomoci sloupcové chromatografie na nosiéich pou¥ivanych
v chemii peptidd, s vyhodou silikagelu, potaZeném hydrofobnimi uhlikatymi Fetézci nebo
nosié&d fungujicich jako molekuldrni sita. Peptidy byly charakterizovény aminokyselino-
vou analyzou a jejicﬁ.. Sistota byla ovéF¥ena chromatografickymi a elektroforetickymi me-
todami.

Aminokyselinovd sekvence peptidu I byla odvozena z oblasti I-2 genomu HPV 6, kte-
ry je homologni a HPV 11 a zdroven zahrnuje sntigenni determinentu proteinu kodovaného
genomem L-2. Peptidy mohou slouZit pro diagnostické i&ely, coZ bylo prokdzano autory
vyndlezu a pro produkci monodeterminantnich protildtek.

Zékladem diagnostické reakce je vytvofeni komplexu syntetickych peptidd podle vy-
ndlezu s protildtkami vytvoPenymi v organismu, ktery byl infikovdn virem HPV 6 nebo

kA
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HPV 11. P¥i praktickém pouZiti lze s vyhodou pouZit napt. enzymoimunologicky test
{ELISA). Synteticky peptid byl konjugovén s bilkovinnym nosilem (nep®. BSA) pomoci
glutaraldehydu a po navdzéani antigenu na mikrotitradni ELISA distigku, opldchnuti puf-
rem a vysyceni neobsazenych nist 1% roztokem BSA byla splikovdna vy$etPovand séra. Po
inkubaci a promyti pufrem byla p¥iddna prasedi protildtka proti lidskému IgG zna¥end
peroxiddzou. Pokud byly ve vysetPovaném séru protildtky proti zvolené antigenni deter=
minantd viru HPV 6 &i HPV 11, peroxiddzou znatend protildtka se navédzala na komplex
antigen-lidskd protilédtka. Mno¥stvi navdzanych protildtek je dmdrné jejich koncentraci
ve vySetPovaném séru. Detekce peroxiddzové aktivity se provadi oxidac? o-fenylendiami-
nu kyslikem, ktery se uvolnuje z peroxidu piitomného v substrdtovém roztoku. Hodnoty
absorbanci u pozitivnich vzorkd se pohybovaly od 0.D. 1,2 AV do 2.612 A.V. {74 vy3etfe-
nych vzorkd), hodnoty pro negativni séra nepfevysily 0,5 A.V. (250 stenoveni).

7#skané vysledky ukazuji, Ze peptidy podle vyndlezu je mo¥no pouzit jeko diagnos-
tika k prukazu specifickych protilédtek a pFichdzeji v dvahu p¥i produkci monodetermi-
nantnich protilétek.

Ndsledujici pfiklady provedeni ldtky a zplsob podle vynélezu pouze doklddaji,
ale nikterak neomezuji.

Piiklad 1

Do pritokového reaktoru (vnit¥ni objem 1 ml) bylo umistdno 100 mg benzhydrylami-
nové kopoly {styren-1% divinylbenzen)ové pryskyFice (obsah aminoskupin 0.4 meg/g):
Syntéza byla provedena na manudlnd ovlédaném syntetizdtoru vlastni kontrukce, autorské
osvéddeni &. 262081, kontinudlni pritokovou metodou, viz sutorské osvéddeni &. 255089.
Jeden synteticky cyklus obsahoval tyto kroky: (1) #tépeni Boc chrénicich skubin, 40%
TFA v DOM, 30 min (3 min promjvat, 27 min v klidu); (2) promyvéni, DCM, do slabé kyse-
1ého efluentu, (kontrolovédno navihienyn pH papirkem); (3) neutralizace, 5% N-ethyl-N,
N-diisopropylamin v chloroformu, 3 min; (4) promyvéni, DMF, do neutrdlniho efluentu;
(5) kondenzace: chréndnd aminokyselina, 0.4 meg v DCM (nebo DCM : DMF, 4 : 1, Je-1i
tfeba), pFidat HOBt, 0.4 meg v DMF, p¥idat DCC, 0.4 meg v DCM, 30 min p¥i 20 °C, od-
filtrovat N, N-dicyklohexylmodovinu, promyt DCM, odpafit DCM za snifeného tlaku
(t 25 °C), nafedit DMF, zfiltrovat, promyt DMF, doplnit DMF na koncentraci 0.2M,
nast¥iknout do pritokového reaktoru, ponechat reagovat do@neutrélni reakce na ninhy<:
drin; (6) promyvdni, DCM, 5 min. Pritok b¥hem promyvacich cykld byl cca 20 a% 30
ml/min, pietlak inertniho plynu 20 a¥ 50 kPa. Syntéze byla ukonena odstépenim BOC
chrénici skupiny z posledni kondenzované aminokyseliny (krok (1)) a peptidyl-pryskyri-
ce byla promyta DCM a metanolem a vysu$ena proudem dusiku. Surovy peptid byl ziskén po
%t&peni peptydyl-pryskyfice kapalnym fluorovodikem. Po odstrandn{ HF byl produkt a
pryskyPice suspendovény v etylacetdtu, zfiltrovény, promyty etylacetdtem a produkt ex-
trahovédn do 20% kyseliny octové a lyofilizovén. VytéZek 49,5 mg. Surovy peptid byl Zis-
+%n na kolond (2.6 x 13 cm) obsahujici jako staciondrni fézi silikagel potaZeny hydro-
£éonimi uhlikatymi Petdzei, mobilni fdze 30 % metanolu, 50 % vody obsahujicf 0.1 % TFA.
Frakce obsahujici homogenni produkt byly spojeny a lyofilizovény. Vysledny produkt
mé1l aminokyselinovou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotemi, ¥istota produktu byla
potvrzena pfi analytické HPCL (Rt 3.3 min, mobilni féze 60 % MeOH, 40 % vody obsahuJi-
ci 0.1% TFA), chromatografii na tenké vrstvé (Rf 0.21 v soustavd n-butanol : kyselina
octovd : voda - 4 ¢ 1 : 1) a elektroforéze na papiru p#i pH 2,5. Vyt¥Zek 18,2 mg
H—Met—Gly—Thr—Pro—Phe—Ser—Pro—Val-Thr—Pro—Ala—Leu—Pro-Thr—Gly—Pro-Val-NH2.

Priklad 2

K roztoku 26 mg (C.37 /uM1) BSA ve 2.6 ml fyziologického roztoku bylo pPidédno
6.3 mg (3.7 /uM - 10ti nds. moldrni pfebytek) peptidu v 1,3 ml fyziologického roztoku.
Ke sm&si bylo za intenzivniho michéni pFi laboratorni teplot® pomalu p¥ikapédno 0.39
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ml 1% roztoku glutaraldehydu a sm&s byla ponechdna pfi laboratorni teplotd v temnu
16 hodin. Potom byl roztok pfenesen do dializa¥nfho stPeva a dialyzovdn 4 hodiny pro-
ti 0.5 M roztoku etanoleminu pH 7.2 a pfes noc proti fyziologickému roztoku s 0.05%
azidem sodnym. V roztoku konjugdtu byla stanovena koncentrace bilkovin a po rozplnéni

byl uloZen pfi -20 %.

Pr{lklad 3

Polystyrenovd mikrotitra®ni destidka byla inkubovéna s 100 /ul roztoku konjugdtu
syntetického peptidu s BSA v uhliitanovém pufru (0.015 M Na2003, 0.03 M NaHCO,
0.003 M NaNy, pH = 9.6) 16 h pFi 37 % (koncentrace antigenu 0.0625 Sue/ jeuku). Vy-
syceni volnyeh mist v jamce bylo provedeno inkubaei se 100 /ul 1% roztoku kravského
sérového albuminu v uhligitanovém pufru 1 h pifi 20 %, Jamky byly vypldchnuty fosfé-
tovym pufrem (0.034 M NaCL, 0.002 M KC1, 0.001 M KHEPOI‘_, 0.006 M NazHP04, 2 HZO’
pH = 7.2) s p¥fdavkem 0.1% neionogennfho detergentu (Tritonu X-100). Potom byle do ja-
mek aplikovéno 100 Yol vySetfovaného séra Ped¥ného fosfdtovyu pufrem pH = 7.2, s 0.1%
piidavken neiontového detergentu (Triton X-100) a obohaceném 10 % bovinniho sera (BS).
Po inkubaci (20 °C, 60 min) a opldchnuti fosfdtovym pufrem pH 7.2 s 0.1% detergentem
bylo do jamek pFiddno 100 /ul roztoku peroxiddzou zna¥ené prasedi protildtky proti
lidskému imunoglobulinu G ve fosfdtovém pufru pH = 7.2, s 0.1% neiontového detergentu
(Triton ¥-100) a obohaceném 10 % BS. Po inkubaci (20 °C, 60 min) a promyt{ Skrdt fos-
fdtovym pufrem, 1krdt citrdtovym pufrem byla pfovedena detekce peroxi:dézové aktivity
pfidénim 100 ,ul 0.04% roztoku o-fenylendiaminu v citrdtovém pufru {0.066 M NazﬁPO 4"
2H20 a 0.034 M roztoku kyseliny citronové o pH = 5.0) a obohaceném 0.006 % Haoz.
Reakce byla ukon¥ena pfiddnim 100 /ul 2 M kyseliny sirové a zbarveni vyhodnocené kvan-
titativnd p¥i 492 nm. Peptidu s vlastnostmi antigennich determinant proteinu kodované-
ho 1~2 oblasti genomu HPV-6 a 11 bylo pouZito k otestovdni vice neZ 400 lidskych sér.
Zatimco méng ne# 15 % sér od zdravych jedinct vykazovalo p¥itomnost specifickych pro-
tildtek, v&t3ina sér (52 %) od pacientd s condyloma accuminatum (onemocn&ni zplisobe-
né papillomaviry typu 6 a 11) s antigenem specificky reagovalo. Pfiprava syntetického
peptidu podle vynéi_l.ezu umo¥nuje zavedeni typové specifického serologického testu nez-
bytného p¥i studiu dlohy papillomavird v patogeneze lidskych onemocnéni.

Vysv&tlivky ke zkratkém pouZitym v textu:

HPV lidsky papillomavirus

ELISAg enzymoimunologicky test -
BSA bovinni sérum albumin 7
0.D. optickd densita

HPIC vysokoiéinnd kapalinovd chromatografie
TFA kyselina trifluoroctova

DCM dichlormetan

MeOH metanol

TEMSA kyselina trigluormetansulfonové
HOBt N-hydroxybenzotriazol

TEA trietylamin '

Boc i~butyloxykarbonyl

Tos p-toluensulfonyl

Bzl benzyl

For formyl

™;
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e N, N'- dicyklohexylkarbodiimid
HF fluorovodik
Ala alenin
Gly glyecin
Leu leucin
Met methionin
Pro prolin
Phe fenyalenin
Ser serin
Thr threonin
Val valin

PREDMET VvYNALEZU
’
1. Peptidy s vlastnostmi antigenni determinanty bilkoviny viru HPV vzorce I
H—Met-Gly-Thr—Pro-Phe-Ser-Pro—Val—Thr—Pro—Ala-Leu—Pro-Thr-Gly-Pro—Val—NHZ (1)

a jejich konjugdtd s biologicky inaktivnimi nosidi typu bilkovin nebo makromolekuldr-
nich polymert, zejména latexu, spheronu a polystyrenu nebo s aktivovanymi membrénami.

2. Zplisob vyroby peptidd vzorce I podle bodu 1, vyznadujicf se tim; ¥e se na polymérni
nosi& polystyrenového typu s chlormetylovymi nebo kenzhydrylaminovymi skupinami zakotvi
karbox;ytermindlni aminokyselina a postupnou kondenzaci se vystavi peptidicky Fetdzec,
nateZ se ziskany peptid acidolyticky od¥t&pi z polymerniho nosi¥e, pPedisti se a navd-
Ze se na makromolekuldrni bilkovinny nosi&, s vyhodou bovinni sérovy elbumin, pomoci
glutaraldehydu nebo rozpustného karbodiimidu.
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