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EPIDEMIOLOGIA

L’Epatite B € una delle infezioni piu comuni, cingoinfatti circa 400 milioni di portatori al mondo.
Ogni anno un milione di persone muore per epatitaica, Cirrosi, epatocarcinoma, tutte patologie
correlate a questa infezione. Si stima che apprasiamente 400.000 nuovi casi vengano
diagnosticati ogni anno solo in America Latina.[ prevalenza dei portatori di Epatite B nella
popolazione adulta apparentemente sana varia ded@se aree geografiche. Motivo per cui il
mondo e stato suddiviso in tre zone in base alaglenza dell’infezione:

- Regioni iperendemiche in cui l'infezione e praticamente universale: &stl Asiatico (compresa
la Cina), Pacifico Occidentale e Africa subsaharidn queste zone il sovraffollamento nei singoli
nuclei familiari e nelle comunita, la promiscuital’mosservanza delle piu elementari norme
igienico-sanitarie favoriscono la diffusione deifézione sia orizzontale, da soggetto malato a,sano
sia verticale o perinatale, da madre a figlio. Lexcpntuale di portatori in tali popolazioni é
maggiore dell'8%.

- Regioni ad endemia intermediaguali Nord Africa, Medio Oriente, parte dellEusomeridionale

ed orientale e Sud America con prevalenza di pmitali HBsSAg variabile dal 2 al 7% della
popolazione generale;

- Regioni a bassa prevalenzahe comprendono il nord Europa, la maggior pade ghesi
dell'Europa occidentale, gli Stati Uniti, il Canadi@dustralia e la Nuova Zelanda. In queste aree
meno del 10% della popolazione generale ha evidgieralogica di infezione da HBV e il tasso di
portatori € pari o inferiore al 2%. Anche in qugsdiesi tuttavia, la prevalenza di infezione e di
portatori puo variare considerevolmente in base afiitudini sociali, voluttuarie e sessuali nonché

in base ai gruppi etnici e ai movimenti migratgi.
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In particolare in Europa uno studio di sieropremate ha permesso di tracciare una dettagliata
mappa geografica sulla reale diffusione dell'inbeld da HBV nei diversi paesi. L’analisi

dell'insieme dei dati raccolti ha portato a suddére I'Europa in tre pattern epidemiologici distint

- un primo pattern rilevabile nei paesi scandirawviel Regno Unito si caratterizza per i bassissimi
livelli di sieroprevalenza con una percentuale alit@ori di HBsSAg inferiore allo 0,1% e di

marcatori globali d’'infezione al di sotto del 5%;

- un secondo pattern osservabile in molti paesi@etst europeo (quali la Francia, l'allora
Repubblica Federale Tedesca e i Paesi Bassi) corrgaali di prevalenza del HBsAg variabili
dallo 0,1 allo 0,5% e percentuali globali di maocatal 5 al 10%;

- un terzo pattern riscontrabile in tutti i paesl Hacino del mediterraneo e dell’Est europeo,lave
percentuale di sieroprevalenza per I'HBsAg osaldl’l al 5% e quelle globali d’'infezione dal
10 al 20%.

L'ltalia, paese ad endemia intermedia, si collatajuesta terza fascia con una prevalenza, nella
popolazione generale, per uno o0 piu marcatori €zione da HBV, intorno al 20% ed una
positivita media per HBsAg del 3% (oscillazionildad.5% nelle regioni del Nord, al 5% nel Sud).
[3]

Alla fine degli anni ottanta & stato condotto imliik uno studio di sieroprevalenza su una
popolazione di 65000 gestanti, uniformemente digtreé nel territorio nazionale. Secondo questa
indagine, la prevalenza media del HBsAg é risultetb2,4%, ma con una distribuzione alquanto
disomogenea nelle diverse regioni: da percentaaisissime, dello 0,5%, rilevate nel Trentino-Alto
Adige, a percentuali del 5,2% in Sardegna e Camapardel 5,6%, in Puglia. Queste differenze si
possono verosimilmente attribuire alle diverse whiti di vita e alle piu o meno precarie
condizioni sociosanitarie nel Centro-Sud Italisspatto al Nord. Sacche iperendemiche, con
sieroprevalenza per HBsAg superiore al 7%, e tadora al 10%, sono state riscontrate in alcune
aree urbane del napoletano ad altissima denspamtlazione, cosi come in aree urbane del Nord-
Italia, in particolare nelle province di BergamBmscia.[4]

Se fino alla meta degli anni '80 l'infezione da HBWstituiva il piu frequente fattore eziologico
delle epatiti croniche, nell’'ultimo decennio le ogate condizioni socioeconomiche ed igienico-
sanitarie, il calo della natalita (con il consegeeminore affollamento delle aule scolastiche e dei
nuclei familiari), I'utilizzo sempre piu diffuso tle siringhe a perdere, hanno progressivamente e

considerevolmente modificato I'mpatto dell'infem® da HBV nell’eziologia delle epatopatie



croniche in Italia. Nellultimo quinquennio, in lta, la percentuale di epatopatie croniche

attribuibili ad infezione da HBV é ulteriormentessa sino a livelli del 13,7%. [5]

VIE DI TRASMISSIONE

L'HBV si trasmette per via parenterale apparenteapparente. Il contagio avviene per via
percutanea o tramite il contatto diretto con le as&s per la presenza del virus nei liquidi biologic
di una persona infetta (questo vale sia per l'iiieg cronica sia per la forma acuta). Il rischio di
contrarre I'epatite € direttamente proporzionalea quantita del liquido infetto che entra in cic@

al livello di contagiosita del portatore dellHBWhe funge da serbatoio dell'infezione. Tra le
complessita che contraddistinguono il virus e ldathia esiste anche la variabilita della carica
virale, che nei portatori dell’'antigene HBsAg okcdla un minimo di dieci virioni/ml al massimo di
un miliardo di virioni/ml. Le piu elevate concertrani del virus si registrano nel sangue, nei suoi
derivati e nei fluidi sierosi, mentre nel seme, fidbo vaginale e nella saliva sono decisamente pi
basse. Il sangue e i rapporti sessuali rappresegaindi i modelli piu efficienti di trasmissioneld
contagio. Seppure in bassissime concentrazioniidjane di superficie dellHBV (HBsAQ) € stato
individuato anche in fluidi organici come le lacaml sudore, le urine, le feci, il colostro, igjliido
cerebrospinale e sinoviale, i quali non sono satd associati ad un reale rischio di trasmissione
dell'infezione. Le principali vie di contagio pBHBV sono quindi rappresentate da trasfusioni di
sangue e suoi derivati , rapporti sessuali noregirptrapianti di organi e tessuti, uso di siriegh
aghi contaminati, impiego di apparecchiature ensémnti sanitari non sterilizzati, trasmissione
verticale. La trasmissione verticale e estremamémrtguente nelle aree geografiche ad elevata
endemia, cosi come la possibilita che il contaginga trasmesso dalla puntura di insetti riguarda
essenzialmente le zone tropicali e si pud comurmpresiderare piuttosto remota. Le categorie
particolarmente esposte al rischio di infezione MRV sono pertanto i tossicodipendenti, i
politrasfusi, gli emodializzati, gli omosessualisuhi, gli operatori sanitari.

| mutamenti sociali che stanno avvenendo nel nopaese e una serie di abitudini e mode
sembrano aver aumentato il propagarsi del con@aiblBV. Per cambiamenti sociali si intendono
le numerose migrazioni dai paesi in cui 'HBV ha amdamento endemico, oppure i sempre piu
frequenti viaggi di svago in zone esotiche speggmadenenti alla fascia dei paesi in cui e piu
elevato il rischio di contrarre il virus. Le abitodconsiderate “pericolose” sono senza dubbio i

rapporti sessuali promiscui, dal momento che liépaB va considerata una delle malattie



sessualmente trasmesse piu diffuse, ma non somoeda nuove mode sempre piu diffuse quali

tatuaggi e piercing.[6]

PREVENZIONE

L'allestimento di vaccini per la prevenzione defézione da HBV rappresenta una delle principali
conquiste della medicina moderna.

Esistono diversi tipi di vaccino:

- vaccini a base di HBsAg (Antigene di Superficie);

- vaccini contenenti I'HBsAg e gli Antigeni S e [Be

- vaccini preparati con la tecnica del DNA ricondnite.[7,8]

Per la prima vaccinazione si consiglia di fare &iurazioni per via intramuscolare, distanziate di 1
mese l'una dall'altra. Un primo richiamo a distandia 1 anno dalla prima iniezione e
successivamente un richiamo ogni 5 anni.

Per il vaccino ricombinante la distanza ottimake & dosi &: 0-1-6 mesi e non sono necessari i
richiami.

In Italia la vaccinazione del neonato é obbligadgkiegge n 165 del 27 maggio 1991) e va fatta, per
I nati da madri HBSAg negative al 3°-5°-11° mese vita contemporaneamente alle altre
vaccinazioni obbligatorie (antidifterica, antiteiza antipolio). Inoltre la vaccinazione anti-epati

B é obbligatoria anche per tutti gli adolescenticmso del 12%@nno di vita (limitatamente ai 12
anni successivi all’entrata in vigore della legdefine € obbligatorio per legge lo screening per
HBsAg di tutte le gravide nel corso del &imestre di gestazione. Il vaccino € comunque
consigliato ai gruppi ad alto rischio quali: indlui sessualmente attivi con piu di un partner
sessuale in 6 mesi, maschi omosessuali 0o bisessagjgetti afferenti a centri per malattie
sessualmente trasmesse, partner sessuali o cofdatiliari di soggetti HBsAg positivi,
tossicodipendenti per via endovenosa, pazientitaffa coagulopatie/emopatie che necessitano di
frequenti trasfusioni di sangue, emoderivati odfattiella coagulazione, emodializzati, soggetti che
risiedono o lavorano in istituzioni per malati ma&ho istituti di contenzione, operatori sanitari,
soggetti che hanno in programma di risiedere pedpb mesi in aree ad endemia elevata.[9]

Il vaccino anti-HBV e sicuro ed efficace e induagloduzione di anticorpi diretti contro I'antigene
di superficie (anti-HBs), che rappresentano gliicampi neutralizzanti protettivi. Si ritiene
protettivo un titolo di anti-HBs 10 mIU/ml.[10] Questo titolo anticorpale si osserni solito in piu

del 95% dei soggetti vaccinati. L'immunogenicitddatta negli individui che hanno piu di 40 anni

e negli immunocompromessi. In presenza di non respibd al vaccino, si consiglia la



rivaccinazione con 3 ulteriori dosi di vaccino.doesti casi, di solito, circa la meta dei pazienti
sieroconverte, nei restanti casi non c'e nessutieairione a ripetere un nuovo ciclo vaccinale, ma
si puo tentare di indurre una risposta somminiskoaih vaccino con un adiuvante specifico di
derivazione T linfocitaria ovvero in concomitanzanammunoglobuline specifiche (HBIg) o con
immunostimolanti. Generalmente la persistenza di-tdBs dopo la vaccinazione correla con
I'entita del titolo anticorpale raggiunto dopo tilma dose di vaccino. L'anti-HBs scompare in un
certo numero di soggetti vaccinati dopo 10 anni \d&icino, ma l'immunita sembra persistere

ancora per molti anni .[11]

| MARCATORI SIEROLOGICI dellINFEZIONE da HBV

HBsAg e anti-HBs

L'HBsAg e l'indicatore sierologico piu importantellinfezione da HBV. Puo essere rilevato nel

siero di pazienti affetti da epatite B da 6 a 18@irsane dal contagio e di solito precede di 1-7
settimane l'aumento delle transaminasi e degli teradinsintomi. L'HBsAg di solito diventa non
determinabile dopo 4-6 mesi nei pazienti che vanoontro a guarigione spontanea, mentre la sua
persistenza per piu di 6 mesi indica l'evoluziorexse una forma di infezione cronica. La
scomparsa dellHBsAg e seguita dalla comparsaealativo anticorpo (anti-HBs). Nella maggior
parte dei pazienti, I'anti-HBs persiste per anmieo tuta la vita, conferendo un‘immunita a lungo
termine. Alcuni pazienti, tuttavia, presentano aksicldetto "periodo finestra" che corrisponde al
periodo in cui 'HBsSAg si negativizza, ma l'anti-silBion € ancora determinabile in circolo. In
guesta fase il paziente non ha né l'antigene $anticorpo e quindi la diagnosi di infezione da
HBV si basa sulla ricerca degli anticorpi anti gatie core di classe IgM (anti-HBc IgM). Circa il
25% dei soggetti infetti presenta nel siero sia MBxhe anti-HBs. In taluni casi si tratta di
portatori cronici nei quali gli anticorpi anti-HBson sono in grado di neutralizzare i virioni
circolanti.[12]

HBCAQg e anti-HBc

L'antigene core dellHBV (HBcAg) & un antigene augllulare espresso negli epatociti infetti e

quindi non presente nel siero. Il corrispondenticarpo (anti-HBc) e presente nel siero per tudta |
durata dell'infezione: in fase acuta si tratta giche nella fase finestra rappresentano l'unico
marcatore di infezione. In particolare, si ritieokee la presenza nel siero di IgM anti-HBc sia
diagnostica di infezione acuta, nonostante cheataficorpi possano rimanere determinabili nel
siero anche per piu di 2 anni dopo linfezione acet possano ricomparire nelle fasi di
riesacerbazione delle epatiti croniche. Le IgG-BBC persistono insieme con gli anti-HBs nei



pazienti che guariscono e insieme con I'HBsAg @agignti che cronicizzano. La presenza isolata di
anti-HBc in assenza di HBsAg o anti-HBs, e stgtantata nello 0,4-1,7% dei donatori di sangue in
aree a bassa prevalenza e nel 10-20% della popotarkelle regioni endemiche. Questo riscontro e
indicativo di tre situazioni: periodo finestra di’apatite B acuta (in questo caso si tratta di-anti
HBc di classe IgM), pregressa infezione da HBV daarisalente a molti anni addietro (di
conseguenza il titolo di anti-HBs é diminuito fincon essere piu determinabile); infezione cronica
da HBV di lunghissima durata (di conseguenzaaldidi HBsAg € diminuito fino a non essere piu
determinabile). Ai fini della diagnosi differenziapud essere utile la determinazione dell’HBV-
DNA che comungue, in alcuni pazienti con solo &iie, puo anche risultare negativo.[10]
HBeAg e anti-HBe

L'HBeAg € in genere considerato marcatore di attieplicazione virale ed infettivita. E'

riscontrabile in circolo nella prima fase dell'efatacuta B, cioe durante la fase di attiva
replicazione virale, pochi giorni dopo la compadsdl'HBSAg e la sua presenza si associa alla
presenza di HBV-DNA nel siero. La maggior parte pazienti HBeAg positivi ha una malattia
epatica attiva, a meno che non si tratti di pakieah infezione perinatale che, in questo caso
possono avere transaminasi normali e minima infiamome nel fegato. La sieroconversione da
HBeAg al relativo anticorpo (anti-HBe) si associaalito alla scomparsa dell'HBV-DNA nel siero

e alla remissione della malattia. Tuttavia un cemonero di pazienti affetti da infezione cronica
continua ad avere una malattia epatica attiva gréaenza di HBV-DNA nel siero nonostante la
presenza di anticorpi anti-HBe. Questa tipologia pizienti, prevalente nel bacino del
Mediterraneo, e portatrice di una popolazione ginalevalente caratterizzata da una mutazione a
livello della regione precore che previene la pmooe di HBeAg (mutanti precore).[13]

HBV-DNA

La presenza di HBV-DNA nel siero € indicativa dblieazione virale. Questo marcatore puo essere

rilevato nel siero con metodiche quantitative oliggi@/e i cui limiti di sensibilita dipendono dal
test utilizzato: da ®a 1P equivalenti virali/ml in caso di tecniche di ibrdiazione o di

amplificazione del segnale, fino a 4003 equivalenti/ml in caso di polymerase chain reaction
(PCR). La guarigione di una epatite B acuta si aqzagna generalmente alla scomparsa dellHBV-
DNA rilevata mediante tecniche non-PCR. Con la P@Ritti, 'HBV-DNA puo rimanere
determinabile nel siero per molti anni dopo la ggiane. Questo dato suggerisce la persistenza del
virus dopo guarigione verosimilmente contenutorddirno del sistema immune. Analogamente in
pazienti con infezione cronica, la sieroconversibiiieAg ad anti-HBe, sia spontanea che indotta
dal trattamento, si accompagna di solito alla s@s® dellHBV-DNA sierico determinata da



metodiche non-PCR, che pero permane positivo coARdR a meno che il paziente non abbia
sieroconvertito da HBsAg ad anti-HBs.[14]

Il principale ruolo clinico della determinazionellddBV-DNA sta nella predittivita della risposta
alla terapia virale in pazienti con infezione caailn caso di infezione da virus selvaggio, i
pazienti con elevati livelli sierici di HBV-DNA prattamento hanno minori probabilita di
rispondere alla terapia con interferone.[15] Noch&ro se questo vale per la terapia con analoghi
nucleosidici. Infine, 'HBV-DNA, in quanto indice ceplicazione virale, € utile nella selezione dei
pazienti con epatopatia cronica HBV-relata da adend al trapianto di fegato. | pazienti HBV-
DNA positivi, infatti, hanno una probabilita eleisima di reinfettare il fegato trapiantato con

conseguente prognosi negativa per la sopravviveiazdell'organo che del paziente.[12]

IL VIRUS DELL’EPATITE B

Il virus dell'epatite B (hepatitis B virus: HBV) ie prototipo di una famiglia di virus a DNA di

piccole dimensioni muniti di envelope denominatp&@naviridae e caratterizzati da uno spiccato

epatotropismo e da uno spettro d'ospite ristretto.

Oltre al'HBV questa famiglia comprende:

- il virus dell'epatite della marmotta (woodchudphtitis virus: WHV);

- il virus dell'epatite dello scoiattolo (groundusgel hepatitis virus: GSHV);

- il virus dell'epatite B dell'anatra (duch hepati virus: DHBV);

- altri virus ancora non bene caratterizzati caphdnfettare sia mammiferi (ad esempio alcune
specie di scimmie) che uccelli (ad esempio l'aijyjone

Tutti questi virus hanno una struttura simile, gmdanamente circolare, un genoma a DNA

parzialmente bicatenario e una peculiare ed irgsstiategia replicativa .[16]

STRUTTURA

Al microscopio elettronico, il siero di pazienti rcanfezione da HBV presenta diversi tipi di
particelle virali, strutturalmente ben distinte;lale complete altre incomplete:

- "particelle di Dane": particelle sferoidali a g guscio di 42 nm;

- particelle sferiche di circa 22 nm;

- particelle filamentose del diametro di 22 nm éudighezza variabile.
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Le "particelle di Dane" altro non sono che i viiiamfettanti del’'HBV e la loro presenza nel si€ro
indicativa di attiva replicazione virale nel fegat8ono costituite da un involucro esterno
lipoproteico (envelope) di 7 nm, contenente tutti aptigeni di superficie del virus, e da un
rivestimento proteico interno (capside) dotatopBdficita antigenica (antigene core), che nel suo
interno racchiude il genoma virale (HBV-DNA) e laNB-polimerasi virus-specifica. Nel loro
insieme le molecole proteiche del capside, il gem@ma DNA-polimerasi formano il core della
particella virale. Quest’ultimo, di 28 nm di diam®t mostra alla microscopia elettronica una
configurazione esagonale a simmetria icosaedrioa, aGapsomeri, punte e spikes che aggettano
dalla superficie del nucleocapside con prolungaménZ-10 nm di lunghezza terminanti con
rigonfiamento distale bulbare.

Le particelle sferiche e filamentose sono cosgt@idblo dall'involucro lipoproteico e mancano di
nucleocapside e di genoma, di conseguenza nonisfattanti. Anche se in differente percentuale
fra loro costituiscono le forme preponderanti ircaio potendo raggiungere, nel siero dei pazienti

infetti, concentrazioni elevatissime, sino &%ger ml.[17]



L'involucro del virione e formato dal doppio strdifaidico proveniente dalle cellule dell'ospite @ d
tre glicoproteine virali chiamate proteine di sdmee small (S), middle (M) e large (L). Il
rivestimento esterno dei diversi tipi di particeNérus-relate presenti nel siero e costituito
principalmente dalla proteina S, mentre le protdihee L sono presenti in minor quantita. La
proteina di superficie S rappresenta pertanto tigeme di frequente riscontro chiamato antigene di
superficie dell'epatite B (hepatitis B surface geti: HBSAQ).

Una delle caratteristiche peculiari del’'HBV e 6eme eccesso con cui vengono prodotte alcune
proteine virali (in particolare le proteine di suji@e e la forma secretoria della proteina
nucleocapsidica). L'esubero di sintesi delle pn&ali superficie fa si che solo una piccola porgion
di esse vengano utilizzate per la costituzionerielstimento del virione, la maggior parte viene
invece secreta sottoforma di particella (sfericdilamentosa) difettiva, che pur presentando la
reattivitd "HBSAQ", non é infettiva in quanto noontente I'acido nucleico virale.[18]

ORGANIZZAZIONE

2.1 kilobase RNA

0.7 kilobase RNA



Il genoma dell’HBV € costituito da una molecolalNA circolare a doppia elica incompleta, del

peso molecolare di 2,3x8adalton. i doppio anello & formato da un filamehiago a polarita

negativa di dimensioni costanti (minus strand) euddilamento corto a polarita positiva che puo

variare dal 15 al 60% della lunghezza della foringotare (plus strand).

Il genoma dell’'HBV ha un'organizzazione molto cottggavale a dire che ogni nucleotide si trova

in una regione codificante e piu della meta deloges € tradotto da piu moduli di lettura aperta

(open reading frames, ORFs).[19] Questa estremapattezza dunque, determina inevitabili

sovrapposizioni delle regioni che codificano letpnoe virali, con lettura a partire da codoni di

inizio parzialmente sfalsati. Questo tipo di arettiira risulta molto vantaggiosa, in questo modo

infatti I'HBV puo contare su un genoma poco ingoambe, ma particolarmente duttile, visto che la

mutazione di un singolo nucleotide puo cambiaredpiina proteina virale.

L'analisi di sequenza del DNA virale (HBV) ha pdtotaallidentificazione di quattro ORFs

localizzati tutti sul minus strand:

- ORF pre-S/S che codifica per gli antigeni di stipe (pre-, pre-2 e S);

- ORF pre-C/C che codifica per le proteine stratiiLotel core e per I'antigene e (HBeAQ);

- gene P che codifica per la polimerasi virale;

- gene X che codifica per una proteina il cui ruak ciclo biologico del virus rimane tuttora
ignoto.[18]

Proteine di superficie

L'ORF che codifica per le proteine strutturali delfolucro esterno della particella di Dane e
costituito da un unico modulo di lettura che compeesia il gene S sia due altre regioni contigue
che lo precedono nello stesso modulo definite dre-Bre-%. Il genoma puo cosi codificare per le
tre diverse proteine di superficie: S, M ed L: latpina L ¢é il prodotto dell'intero ORF (pre$
pre@ + S), la M del gene S e della sequenza piEtiate a monte di S e la S codificata solo dal
gene S.

Tutte e tre le proteine sono costituenti essendali’involucro esterno dellHBV ove sono
stabilmente rappresentate e sembrano svolgere tampioiunzioni quali ad esempio I'assemblaggio
del core a livello citoplasmatico, I'adesione attembrane plasmatiche delle cellule dell'ospite e la
penetrazione della particella virale all’interndlaeellula epatica.

Nel siero dei pazienti infettati da HBV I'espressalelle tre proteine di superficie € estremamente
variabile e dipende dalla fase della malattia @cat cronica) e dall'attivita replicativa del
virus.[19,20]



Proteine del core

Come per I'ORF pre-S/S, anche per 'ORF del cone goesenti due distinti codon di inizio della
trascrizione che permettono di identificare dueamig pre-C e C (2). Il prodotto del gene C € la
proteina del core (HBcAQ) che costituisce lI'unitddamentale del nucleocapside e sintetizzata nel
citoplasma della cellula ospite, ritorna nel nuatemcorrendo poi all'assemblaggio della particella
virale infettiva. La proteina HBCAg contiene unajgenza carbossiterminale protamino-simile di
38 amminoacidi ricca in arginina e ritenuta respdile, in quanto altamente basica, del legame tra
I'antigene e I'acido nucleico virale.[21]

Se il segnale di trascrizione inizia a livello ¢geimo codone in posizione 1814, si ha la sintesi di
una proteina di 25 Kd (espressione dell’intero modii lettura pre-C/C) che differisce dal’HBcAg
per la presenza all'estremo N-terminale di 29 asuih tradotti dalla regione pre-C. Questa
regione contiene un piccolo peptide che ha la fumeidi sito di riconoscimento per il trasporto
della proteina di 25 Kd nel reticolo endoplasmatietia cellula ospite. In seguito all’'eliminazione
di tale peptide nel lume dello stesso reticolo g@aematico, residua una proteina intermedia di 22
kd che puod o essere liberata come tale nel citoaas essere ulteriormente clivata all'estremo C-
terminale dando origine ad una proteina di 17 K@mlata antigene “e” (HBeAg). L'HBeAg €
pertanto un antigene nucleocapsidico non struttuddl virus, fisicamente e antigenicamente
distinto dal’lHBcAg. L'HBeAg non sembra indispensalper le funzioni biologiche e vitali del
virus, come dimostrato dal fatto che le mutaziomalv coinvolgenti la produzione di proteine
precore non hanno alcun effetto sulla replicaziomale. Pur non essendo fondamentale per il
completamento del ciclo biologico del virus, laguaione dellHBeAg e stata mantenuta in tutti gli
hepadnavirus. E' possibile che cio tragga ragioak stio ruolo di modulatore dell'interazione
virus/sistema immune dell'ospite, come dimostrae@wdenze sperimentali.[22]

Proteina P

Il prodotto codificato dal gene P, una proteinaidesicca in istidina di 90000-950000 dalton, si
caratterizza per le sue molteplici attivita funabnprima fra tutte quella svolta nel processo di
replicazione del virus, ma anche quella di piu meeindividuazione che assegna un ruolo
importante nelle varie fasi di packaging del’RN&npmico all'interno della primitiva particella
del core.

L’analisi di sequenza del genoma ha rivelato lesiza, all’interno dellORF P, di quattro distinti
domains. Un amminoterminale detto primase che wadger la proteina e funge da primer per la
sintesi del minus strand del DNA virale. A questgise un secondo dominio di incerto significato,
definito spacer intercalato tra il primo e il terdaquale codifica per la DNA-polimerasi viraleal€

enzima svolge un ruolo chiave nel processo di capione del virus ed é dotato di differenti



funzioni: antigene, enzima di riparazione per laustra del tratto spaiato del plus strand nel
momento dell'ingresso del virione nel nucleo dglieocita infettato e infine attivita di trascrittas
inversa indispensabile per dirigere la sintesi D&IA virale a partire dal’lRNA pregenomico
sintetizzato da una polimerasi dell'ospite. Un qouaominio, localizzato all’estremita 3’ dellORF
codifica per un H-ribonucleasi che serve a degedaligoribonucleotide posto all’estremita 5’
una volta che questo ha svolto la sua funzioneemvfunzionare da primer per la copia del plus
strand all'interno del core immaturo.[23,24]

Proteina X

L'ORF X codifica per una proteina non strutturaéd dirus la cui esatta funzione rimane ancora per
certi aspetti da chiarire. Sembra si tratti di ymateina dalle spiccate proprieta transattivanti in
grado di promuovere la trascrizione di diversi g&oin solo del’'HBV (sul quale agisce regolando
e/o potenziando le varie fasi del processo replicgt ma anche di altri virus e delle cellule
dell'ospite.[25] In particolare, la proteina X a&dibe su oncogeni e fattori di crescita quali c-neyc,
fos c-jun, TGFea esercitando cosi una spinta proliferativa sullulzeche, se non opportunamente
controregolata e bilanciata dall’attivita di algeni ad effetto opposto (antioncogeni), puo poréare
situazioni estreme, quali la trasformazione nedigias[26]

La proteina X ha inoltre potere immunogeno ed édjuiapace di indurre nel soggetto infettato da
HBV una risposta anticorpale. Tale risposta, fugacabortiva nel soggetto con epatite acuta
autolimitantesi, puo persistere a titoli abbastaeleaati nell’epatite cronica HBsAg-positiva con

persistente replicazionarale.

REPLICAZIONE

Il ciclo vitale del’HBV e particolare e unico nslio genere. L'HBV, pur essendo un virus a DNA,
replica come un retrovirus: la duplicazione delgoi@ genoma prevede infatti la sintesi di un pre-
genoma ad RNA intermedio successivamente retroittas@d opera della trascrittasi inversa, nel
corrispondente DNA.[27]
Le tappe del ciclo vitale sono le seguenti:

» adesione e ingresso nella cellula ospite
gli eventi piu precoci del ciclo dellHBV sono amadn gran parte ignoti per l'assenza di modelli
cellulari in vitro. Il migliore modello sperimentale rappresentato dall'infezione di epatociti di
anatra con DHBV: su queste cellule sono stati diratisalmeno 1bsiti di legame ad alta affinita.
Il legame specifico a questi siti saturabili si@@opagna all'adesione del virus a siti di legame non

saturabili e a bassa affinita. Sulla base delldeanvie sperimentali, si ritiene che, sia per I'HB c



per il DHBV, i siti recettoriali responsabili detiterazione virus-ospite siano situati all'inteihel
domain pre-S della proteina di superficie L. Restanunque sconosciuta la natura dei recettori
cellulari, anche se nel modello degli epatocitadatra & stata descritta una glicoproteina di 180 k
sulla superficie cellulare appartenente alla fairaidklle carbossipeptidasi D in grado di legare le
particelle virali con elevata affinita. Questa gioa transmembrana sarebbe il recettore
responsabile del riconoscimento e dell'internalizaae del virus, tuttavia sarebbe necessario un
secondo fattore dell'ospite per completare I'ingwesel virus nella cellula.
Una volta avvenuto il legame con i recettori caltylla tappa successiva prevede la liberazione del
genoma e degli altri costituenti virali nel citophaa della cellula ospite. Per I'HBV sembra che cio
avvenga per endocitosi. Una volta nel citoplasth®NA genomico deve raggiungere il nucleo,
come questo trasporto possa avvenire € oggettoudierosi studi. Le evidenze piu recenti
supportano il ruolo della polimerasi virale cheetdire in grado di legare le molecole di DNA
all'interno del nucleo, mentre le particelle delecsarebbero coinvolte nel trasporto nucleare.
Una volta nel nucleo il genoma circolare parzialteea doppia elica si trasforma in una nuova
forma di DNA virale chiamato DNA circolare chiusovalentemente (cccDNA). Il cccDNA
rappresenta lo stampo per la trascrizione del gandrale.[28]

 replicazione del genoma
la prima tappa della replicazione del genoma e damézione del cccDNA che viene
successivamente amplificato di circa 50 volte. lasformazione del DNA virale in cccDNA e la
successiva amplificazione prevedono una serie @izioai enzimatiche che necessitano
dell'intervento di fattori dell'ospite e della peota virale L. Il cccDNA € il primo intermedio
replicativo a comparire dopo linfezione e rappnégda principale forma di DNA presente nel
nucleo.
Il cccDNA viene quindi trascritto, ad opera di URBIA-polimerasi DNA-dipendente della cellula
dell'ospite, in forme multiple di RNA genomico ebgienomico, tutte a polarita positiva, le quali si
distinguono per la differente lunghezza e funziddell’evolversi del ciclo riproduttivo, una parte
dell’lRNA genomico migra nel citoplasma ove viengizgato come RNA messaggero (mRNA) per
dirigere la sintesi delle proteine virali struttiree non, mentre un’altra parte rimane
temporaneamente sequestrata nel nucleo dell’epafoei poi migrare verso il citoplasma e fungere
da stampo per la sintesi di nuovo DNA virale.
L'RNA destinato alla replicazione virale, definifmre-genomico (pgRNA), viene incapsidato in
particelle core immature all'interno delle qualene poi retrotrascritto ad opera della DNA
polimerasi virale nella catena minus strand del DXrale. Man mano che il minus strand si

allunga, il pgRNA viene degradato ad opera dellaABpdlimerasi virale che possiede anche



attivita ribonucleasica. Una volta completato ihos strand, questo servira da stampo per la sintesi
della catena corta (plus strand) che ha luogo senglfinterno della particella virale
immatura.[27,29]

» assemblaggio delle particelle virali e liberazione circolo:
Per essere secreto il virus deve assolutamentegerss l'involucro, in particolare deve avere le
proteine di superficie. L'assemblaggio delle patiicdel core con le proteine dell’envelope avviene
nel citoplasma attraverso una complessa interazibeegenera virioni con involucro. Le particelle
cosi assemblate vengono trasportate nel reticol&algi e quindi secrete mediante trasporto

vescicolare.
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VARIABILITA’ GENETICA

Rispetto ad altri virus il genoma dellHBV sembrssere relativamente stabile con un tasso di
variabilita circa 100-1000 volte piu basso rispeiiteirus a RNA, ma 100 volte piu alto rispettoiag|
altri virus a DNA. Questo dato si puo verosimilmerimputare al fatto che le modalita di
replicazione dell'HBV prevedono la sintesi di usqgenoma ad RNA quindi ritrascritto in DNA, la
fase di retro-trascrizione pertanto giustificheehina variabilitd genomica piuttosto elevata. Al
contrario il numero di mutazioni del’'HBV pari ax2L(sostituzioni/per sito/per anno & nettamente
inferiore a quello di altri virus con meccanismplieativi simili quali I'HIV. E' verosimile che
I'estrema compattezza del genoma virale sia undatteiri limitanti per la produzione di mutanti
biologicamente efficienti. [30,31]

Le varianti dell'HBV negli ultimi anni hanno susatid notevole interesse non solo virologico, ma
anche clinico di conseguenza mutazioni a caricodd&renti geni virali (regioni core e precore,
regione S e regione P) sono state studiate inioglaza specifiche condizioni cliniche.

* In riferimento alla regione pre-S/S che codifica |geproteine di superficie, la presenza di
regioni ipervariabili e quindi suscettibili di maiani nelle due porzioni idrofiliche del
gene S, giustifica il riscontro di diversi sottatigrali e la possibilita nellambito degl
stessi, di frequenti mutazioni con sostituzioni maicidiche senza pero comportare
importanti ripercussioni sulla biologia o sulla gg¢nicita del’HBV. Mutazioni puntiformi
e delezioni delle regioni pre-S1 pre-S2 possonmeds, riflettersi rispettivamente
sull’assemblaggio del virione e sulle potenziaditecogene del virus. [32,33]

Sul piano clinico la variazione piu importante ai@a del gene S e quella riguardante il domain
gruppo-specifico “a” altamente immunogeno, in gatare la regione tra gli aa 124 e 147. Tale
domain presente in tutti i sottotipi virali del’NB rappresenta il bersaglio verso cui € diretta la
risposta anticorpale neutralizzante antiHBs, indgrali conferire protezione nei confronti dei
diversi sottotipi del virus.[34] Questa mutazioneifizialmente descritta in un bambino italiano
infettatosi dalla madre HBeAg-positiva nonostante @vesse gia sviluppato, a seguito della
profilassi vaccinale, anticorpi anti-HBs a titoléevato (il bambino divenne HBsAg e HBeAg
positivo portatore di epatite cronica). [35] Quest®ssa mutazione e stata successivamente
evidenziata sia in bambini sottoposti a profilgssssiva-attiva anti-HBV [36,37], sia nei trapiantat
d’organo dopo profilassi con globuline umane speod iperimmuni.[38,39] Tale mutazione
consiste nella sostituzione in posizione 145, dalihoacido glicina con I'aminoacido arginina,
guesto determina la selezione di un mutante vbamgicamente attivo in grado di riprodursi e di

sfuggire all’azione neutralizzante degli anticaapii-HBs, in quanto la sostituzione Gly>Arg altera



la struttura conformazionale dell’epitopo immunodaamte “a” riducendo o annullando la capacita
di legame degli anticorpi monoclonali o policlonstiecifici. [34]
Ogni tipo di mutazione del gene pre-S/S puo poréarerrori diagnostici soprattutto quando sono
utilizzate metodiche di rilevamento dellHBsAg b#esasulla cattura dell’antigene o che si
avvalgono dell’'uso di anticorpi monoclonali antiHBlse possono non legarsi al mutante HBsSAg.
Pertanto i pazienti portatori di un infezione daiaati HBV con mutazioni nella regione del gene
pre-S/S potrebbero risultare falsamente negatdji.[4
» Le varianti della regione preC si caratterizzano fiacapacita di esprimere I'antigene
nucleocapsidico “e” che rappresenta, assieme titfame del core, il naturale bersaglio
della risposta cellulomediata dell'ospite, mante&ltencomunque conservate le piu
importanti funzioni biologiche del virus quali laamacita di riprodursi e il potenziale
patogenico. La mutazione osservata con maggiorguéreza nella regione pre-C e
rappresentata dalla sostituzione, in corrispondeletanucleotide 1896, di un’adenosina al
posto di una guanosina (G>A), con conseguente esiove di un codone 28, che nel
ceppo selvaggio codifica per il triptofano, in uwdone di stop che impedisce la
trascrizione provocando cosi l'arresto della sintietla proteina virale.[41,42,43] In altre
parole, in presenza di questo tipo di mutazionesitéesi della proteina nucleocapsidica
avviene come di norma, ma l'antigene “e” non visirgetizzato per la presenza di una
mutazione tra i due codon di inizio. L'antigene &Un importante bersaglio della risposta
immune sia cellulo-mediata sia umorale, pertantsuia perdita puo consentire al virus di
sfuggire al sistema immune dell'ospite. In terndilmici la sieroconversione dell'antigene
“e” con comparsa del relativo anticorpo € classieat® ritenuto un segno di marcata
riduzione dell'attiva replicazione. Alcuni pazierdi portatori cronici del virus tuttavia,
sviluppano l'anti-HBe, ma continuano a presentagicgazione del virus ad alto titolo.
Questi pazienti sono appunto portatori della motagipre-core che é diventata prevalente
nei paesi del bacino del Mediterraneo. Subito damua prima descrizione, si riteneva che
tale mutazione determinasse una rapida progresdigiimfezione verso forme fulminanti
o croniche ad elevata attivita Osservazioni sudeesson hanno confermato questo dato

anche perché sono stati descritti portatori asiataindi tale mutazione.[44]

* Molto importanti sul piano clinico sono le mutaziatel gene C propriamente detto che
tendono a raggrupparsi in porzioni ristrette delayea virale (tra le sequenze 48-60 e 84-
101) codificanti per epitopi strutturali riconosttidai linfociti T, sia helper sia citotossici.

Tali mutazioni correlano solitamente con la sewedi¢lla malattia epatica, verosimilmente



tramite un migliore riconoscimento degli epatoditiettanti da parte dei linfociti T
citotossici e talora possono essere responsabili rdeontro di insoliti pattern
sierovirologici, quali presenza di HBsAg e assedezanti-HBc nello stesso campione o
addirittura presenza di HBsAg e di HBeAg e assehzeanti-HBc. [45,46]

* Mutazioni nel motivo conservato YMDD del sito cdéiab della trascrittasi inversa
codificata dal gene P alterano la sintesi del DNralg e sono state correlate alla resistenza
alla lamivudina, un farmaco antivirale utilizzaterpga terapia delle epatopatie HBV-relate.
Sempre a carico del gene P altre mutazioni puntif@embrano interferire con la sintesi
delle catene di DNA.

* Rare e ancora senza particolare significato sonmuéazioni a carico del gene X in
corrispondenza del quale sono state descritte sequiategrate troncate, associate a

delezioni, fusioni con il gene C e sviluppo di ¢aoctna epatocellulare.[37]



SCOPO DEL LAVORO

La small protein, meglio conosciuta come HBsAg, tmsre il sito maggiormente
immunodominante del virus del’HBV. Questo sito damnato determinante “a” € comune a tutti i
sierotipi e genotipi del virus insieme con gli epitsierotipici che determinano i maggiori sottotip
dellHBV: dw, yw, dr eyr.[48]
Il determinante “a” & localizzato in un’ampia araatigenica all'interno della regione idrofilica
maggiore (MHR). La sua struttura terziaria € crigciger il riconoscimento da parte del sistema
immunitario. Mutazioni in quest’area inducono un@ane affinita di legame con gli anticorpi
HBsAg-specifici. Inoltre i mutanti possono sfuggiddlidentificazione da parte di analisi
diagnostiche basate sul legame antigene-antic@@d9J]
Anticorpi monoclonali contro HBsAg sono largamentéizzati in test diagnostici immunologici,
tuttavia questi test non sono in grado di evideeziatti i casi di infezione con varianti virali €h
portano mutazioni nella regione MHR. L’aumento d@eimero di mutanti deriva proprio dalla
necessita del virus di eludere il sistema immuittauesti mutanti hanno vantaggi selettivi per la
propagazione e la trasmissione verticale e orizgemt individui vaccinati.[50]
Obiettivo di questo lavoro e stata la produziondadime ricombinanti dei principali mutanti di
HBsAg (HBV) per allestire kit diagnostici in gradid riconoscere le diverse varianti del virus. | kit
cosi allestiti potranno poi essere utilizzati pealutare l'infezione da Epatite B in diverse
popolazioni di soggetti epatopatici apparentemetdsAg negativi.
Nel dettaglio il programma di ricerca prevede isagi punti:
» Espressione in cellule di mammifero dell’antigergsidg wild-type e di 10 mutanti
identificati tra quelli gia descritti in letteratur
» Determinazione del livello di espressione, mediaest ELISA, sia dell’antigene
ricombinante wild-type che dei 10 mutanti.
» Raccolta di 30 ml di surnatante delle trasfeziaii'@ntigene wild-type e dei mutanti con
livello di espressione di almen@d/ml £ 20%.
» Trattamento delle cellule di mammifero trasfettzda selezione (G418) nel tentativo di
ottenere cloni stabili esprimenti 'antigene wilgpe e tutti i 10 mutanti.
Il lavoro e stato svolto presso il DipartimentcSdiienze Mediche Laboratorio di Immunologia in

collaborazione con la DiaSorin S.p.A.



MATERIALI E METODI

Antigeni mutanti HbsAg e wild-type

= HbsAg ayw3 (wild-type)

» HbsAg D144A (404)

= HbsAg G145R (393)

» HbsAg P142L-G145R (421)

» HbsAg P142S-G145R (422)

= HbsAg T123N (011)

= HbsAg T123N-T124S (012)

» HbsAg P142L-F/Y143H-D144E-G145R (013)
» HbsAg I110R-S1171-G119R-T123N (014)
= HbsAg 122+DT (015)

» HbsAg 122+DT-G145R (016)

Linee cellulari
Hela, sono cellule tumorali immortalizzate altaneestiabilizzate derivanti da un cancro della
cervice uterina. Crescono in adesione in terrendedM.0% FBS.

Vettori plasmidici

pcDNA3.L (+)
S5428/5427 bp




DIGESTIONE ENZIMATICA e LIGASI

Gli antigeni wild-type e i 10 mutanti forniti dal@iaSorin in pCR2.1 e pGA4 e pcDNA3.1 sono

stati digeriti per 2 ore 37°C con i seguenti enailimestrizione:

v' Xbal

v' Hindlll

v' Xhol

v' BamHI

| frammenti di DNA ottenuti sono stati separatintree elettroforesi su gel di agarosio (2%),
purificati mediante QIAquik Gel Extraction (QIAGEN) successivamente legati mediante azione

della T4 DNA ligasi (1-2 U; Invitrogen). La reaziewli ligasi € stata condotta a 22° C per 2 ore.

TRASFORMAZIONE BATTERICA

Come recipiente dei plasmidi originati, & statdiz#ato il ceppo batteric&scherichia coli, specie
JM109 (Promega) A 100 pl di batteri competenti sstadi aggiunti 10 pl del prodotto di ligazione
e incubati 10’ in ghiaccio. Successivamente e statotto uno shock termico (42°C per 45™), per
permettere I'ingresso del vettore nella cellulatdrata. Le cellule sono state successivamente
incubate 2’ in ghiaccio e 60’ in 900 pl di LB brad37°C. Infine sono stati piastrati su piastreiPet
contenenti terreno selettivo (LB-agar-ampicillirabg/ml) e lasciati crescere 12-18 ore a 37°C.

Le colonie cresciute sono state scrinate media@ie. P

PCR

Per amplificare i frammenti di DNA corrispondenglisantigeni HbsAg mutanti e wild-type clonati
in pcDNAS3.1 sono stati utilizzati 2 primers spedgifper il plasmide:

» For -TGGGAGGTCTATATAAGCAGA-

» Rev -GCAACTAGAAGGCACAGTCGA-

in una miscela di reazione composta dal tamponeatiione (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM
KCI), 0,5puM di ciascun oligonucleotide, 0,2 mM di una miscd quattro nucleotidi, e 1,25 U
Taq DNA polimerasi (5Uil) (Invitrogen) e 2mM di MgGl.

Le condizioni di amplificazione utilizzate sonosleguenti:

94° §’

94° 30"

TD 60-50° 30” | 35 cicli

72 1

72 10’



| prodotti di amplificazione sono stati controllati gel di agarosio (1%)

TRASFEZIONE

L'estrazione del DNA plasmidico é stata effettuatanite QIAGEN Plasmid Midi (QIAGEN).

Il giorno prima della trasfezione le cellule Helane state piastrate in capsule Petri, in terreno
DMEM + 10% FBS, alla concentrazione di 4%1®ono poi state trasfettate con metodo
calcio/fosfato: (per ognuno dei 10 antigeni mutaatil wild-type) 15 pug di DNA sono stati
miscelati a 50 pl di Cagl(0,2M) e portati al volume di 500 pl con acqualin@l. Alla soluzione di
calcio e DNA sono stati poi aggiunti goccia a gacsu vortex, 500 pl di tampone HBS (NacCl
280mM, Hepes 50mM, NBEIPO, 1,5mM). La miscela di trasfezione (1ml finale)tata aggiunta al
terreno di coltura.

| surnatanti sono stati analizzati dopo 24-48-7@ dalla trasfezione, per valutare quale fosse il
tempo di incubazione che fornisse la migliore rdsa.48 ore sono state scelte come tempo di

incubazione ottimale.

PROVA DI TOSSICITA’ e SAGGIO MTT

Cellule HeLa sono state piastrate in piastra muéli da 48 pozzetti alla concentrazione di 5it0
200l di terreno DMEM 10%FBS. Il giorno successivo atgtcambiato il terreno a cui sono state
aggiunte dosi crescenti di G418 (da 0,4 a 2,4 nm)g/loel cellule sono poi state incubate per 24-48-
72 ore.

Al termine dell'incubazione € stato aspirato irég10 e ad ogni pozzetto é stato aggiunto 0,5 mg/ml
di MTT. Dopo un’incubazione di 1h e 30min é staspieato il surnatante e ad ogni pozzetto sono
stati aggiunti 20Qul di DMSO. Sono state infine lette le assorbanzecdmpioni a 450 nm, dopo
aver miscelato per 5'.

La concentrazione di G418 necessaria per ave@Al 8i mortalita a 48 ore di incubazione é stata
fissata a 1,2mg/ml. Tale concentrazione € stata ytiizzata per ottenere cloni trasfettati

stabilmente con HBsAg.

SAGGIO ELISA

ETI-MAK-4 (DiaSorin)

Per valutare la positivita al’lHBsAg dei surnatasttienuti dopo la trasfezione, i campioni sonoi stat
analizzati tramite un kit ELISA prodotto e forndorettamente dalla ditta DiaSorin.

Il metodo per la determinazione qualitativa di HBsAi tipo immunoenzimatico si configura come

un dosaggisandwich diretto. La presenza di HBsAg media il legame deddiante alla fase solida:



I'attivita enzimatica risulta pertanto proporzioaallla concentrazione di HBsAg presente nei
campioni.

» Pozzettosensibilizzato con anticorpnti-HBs (monoclonali di topo)

» Tracciante enzimatico:anticorpo anti-HBs (pecora) coniugato con perossidiarafano

(HRP)

La misura dell’attivita enzimatica viene eseguiba@ndo a contatto una soluzione incolore di
cromogeno/substrato che, in seguito all'azionéatetima, produce una colorazione misurabile
mediante fotometro.
Il protocollo seguito & quello consigliato dal kit.
Per dosare il contenuto in HBsAg dei vari surnatadcolti risultati positivi al primo screening |
assorbanze dei campioni sono state confrontatguelte ottenute analizzando mediante lo stesso
kit, una curva di sieri HBsAg positivi a concenicae nota:

v' 5,36ng/ml

v' 1,89ng/ml

v'0,68ng/ml

v' 0,21ng/ml
Per restare nel range di sensibilita del kit, i peomi sono stati diluiti 1:100, 1:500, 1:1000 e le

assorbanze lette a 450nm.



RISULTATI

Clonaggio di HBsAg-ayw3 (wild-type) in pcDNA3.1

L'HBsAg-ayw3 e stato fornito direttamente dallataiDiaSorin clonato in pCR2.1.
Al fine di esprimere la proteina in un modello etgtico € stato necessario clonarla in un vettare d
espressione capace di far esprimere proteine ric@amtd in cellule eucariotiche. Nel nostro caso é

stato scelto pcDNA3.1.

Per sub clonare 'HBsAg-ayw3 in pcDNA3.1 sono ssaglti come enzimi di restrizione Hindlll e
Xhol.
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| campioni (HBsAg-ayw3 e pcDNA3.1) sono stati digeper 2 ore a 37°C con gli enzimi di
restrizione: Hindlll e Xhol. La digestione € statxicata su gel e le bande corrispondenti al wettor
plasmidico e all'inserto HBsAg-ayw3 sono state ficate con il kit QIAquik Gel Extraction
(Qiagen). Successivamente il DNA dell'inserto (HBs&yw3) e stato ligato nel vettore di
espressione pcDNA3.1 per opera della T4 Ligasiifiogen). 1Qul della reazione di ligazione sono
stati quindi utilizzati per trasformare batteri quetenti poi piastrati su piastre con LB agar Amp+ e

fatti crescere a 37° per circa 16 ore. Le colomss@ute sono state scrinate tramite PCR utilizaand
primers specifici per pcDNA3.1.
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Una delle colonie positive alla PCR e stata messa&scere in 100ml di LB broth Amp+ a 37° per

16 ore circa e il DNA plasmidico é stato estratantite MIDI-PREP kit (Qiagen) e quantificato
allo spettrofotometro.
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Clonaggio dei 10 antigeni HbsAg mutanti in pcDNA3.1

| 10 mutanti HBSAQ :

= HbsAg D144A (404)

» HbsAg G145R (393)

» HbsAg P142L-G145R (421)

» HbsAg P142S-G145R (422)

= HbsAg T123N (011)

= HbsAg T123N-T124S (012)

= HbsAg P142L-F/Y143H-D144E-G145R (013)
= HbsAg I110R-S1171-G119R-T123N (014)
= HbsAg 122+DT (015)

» HbsAg 122+DT-G145R (016)

sono stati forniti dalla ditta DiaSorin clonatipGA4.
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Per sub clonare i mutanti HBsAg in pcDNAS3.1 soradi&celti come enzimi di restrizione BamHI e
Xbal. | campioni (HBsAg-mutanti e pcDNA3.1) sonatsidigeriti per 2 ore a 37°C in presenza di
BamHI e Xbal. La digestione e stata caricata stedelbande corrispondenti al vettore plasmidico
e all'inserto, una per ogni mutante, sono statéipate con il kit QIAquik Gel Extraction (Qiagen).
Successivamente il DNA degli inserti e stato ligat vettore di espressione pcDNA3.1 in 10

diverse reazioni, per opera della T4 Ligasi (Irogen).



10ul di ogni reazione di ligazione sono stati quintiizzati per trasformare batteri competenti poi
piastrati su piastre con LB agar Amp+ e fatti ceesca 37° per circa 16 ore. Le colonie cresciute
sono state scrinate tramite PCR utilizzando primpegifici per pcDNA3.1.

Per ognuno dei 10 mutanti e stata scelta una @loositiva alla PCR che é stata messa a crescere
in 100ml di LB broth Amp+ a 37° per 16 ore circal ®NA plasmidico é stato estratto tramite
MIDI-PREP kit (Qiagen) e quantificato allo spettiimetro.
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Espressione degli antigeni ricombinanti in celluleeucariotiche e determinazione del livello di
espressione mediante test ELISA

Dopo aver messo a punto la metodica ottimale dfdézone le cellule (HeLa) sono state piastrate
4x1@ e il giorno seguente trasfettate comdli DNA.

La raccolta dei surnatanti e stata effetuata ard&lalla trasfezione.

| livelli di espressione della proteina ricombinarsiono stati valutati per mezzo di un kit ELISA
fornito dalla ditta DiaSorin e confrontati con uriva di taratura costituita da sieri HBV positavi

concentrazione HBsAg nota.
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pienamente alle esigenze del programma di ricdyegiinl). | 30 ml di surnatante per ogni mutante
dosato sono conservati a -20°C, in attesa di essaisegnati alla DiaSorin.

Per gli altri 5 HBsAg testati invece non e stateotito un livello soddisfacente di espressione.

La causa di questo risultato puo essere imputatuae differenti: problemi durante la trasfezione;

difficolta dello stesso kit ELISA nell'identificanemutanti.



Trattamento delle cellule di mammifero trasfettatecon selezione (G418) nel tentativo di
ottenere cloni stabili esprimenti tutti gli antigen.

Cellule Hela trasfettate con:

= HbsAg ayw3 (wild-type)

HbsAg D144A (404)

HbsAg G145R (393)

HbsAg P142L-G145R (421)

HbsAg P142S-G145R (422)

sono state messe in selezione con G418 (1,2 mgAnttenere cloni trasfettati stabilmente. Dopo

circa una settimana di incubazione nella piastrep sonasti visibili foci costituiti da cloni di ckle
trasfettate stabilmente. | cloni sono stati prefiexgosti in piastra da 96 pozzetti per esseraresp
sempre in terreno selettivo. Solo per uno dei mutélibsAg P142S-G145R (422) si € ottenuto un
clone trasfettato stabilmente che continua peroalir produrre nel surnatante la proteina

ricombinante.
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