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Bevezetés

A hepatitis B virus (HBV) a hepadnavirus csaladba tartozd, enveloppal rendelkezd, rész-
legesen kettélancu DNS-t tartalmazo virus. A virusburokban 1év6 nukleokapszid tartalmazza a
kb. 3.2 kB hosszusagu DNS-t és a polimerdzt, mely a komplett DNS minusz lanc 5' végéhez
kovalensen kapcsolddva talalhat6. A minusz ldnc négy open reading frame-t (ORF) tartalmaz.
Az els6 ORF a HBV felszini (pre-S1, pre-S2, S) antigénjeit kddolja. A masodik ORF-rdl a
core antigén, a virus nukleokapszidjanak f6 komponense szintetizalodik és a szorosan hozza
kapcsoldéddo HBeAg. A harmadik ORF a virus polimeraz enzimjét kodolja, mely jelen van a
virus core (HBcAg) partikulumokban, a virus replikdciojanak a helyén. A negyedik open
reading frame-je altal kodolt fehérje az X antigén (HBxAg). Irodalmi adatokbol ismert, hogy
a HBxAg fehérjeszerkezetét tekintve jelentdsen eltér az €16 rendszereket felépitd fehérjektol.
A rendkiviil konzervativ, 17 kDa-os fehérjére jellemz06 a nagyfoku hidrofébicitas. A 154 ami-
nosavbol 80 (54%) hidrofob jellegili, amely biologiai rendszerekben egyediilallo fiziko-kémiai
szerkezetet jelent, ezért vizsgalata mind az alap, mind a gyakorlati immunologia szdmara fon-
tos.

A vilagon tobb mint 400 millié hepatitis B virussal (HBV) fert6zott egyént tartanak nyil-
van (Andrisani 1999, Malik 2000). A hepatitis B virus altal okozott elsédleges fert6zések
10%-a perzisztens¢ valik. Ezen fertdzések eredménye a tiinetmentes hordozoéi allapot vagy
kronikus hepatitis, cirrdzis és az elsdédleges majrak (primer hepatocellularis karcinoma, PHC)
kialakulasa. A hepatitis B virus perinatalis transzmisszidja egy €leten at tartd tiinetmentes, de
fert6z6-hordozé allapotot eredményez, amely Oriasi epidemiologiai jelentdséggel bir. Megal-
lapithato, hogy a perinatalis atadas valosziniisége az elsdsziilott gyermekek esetében kb. 55%-
0s, mig a tiinetmentes hordozé anyak késobbi terhességeinél az atadas esélye 40 %. A kroni-
kus B virusos hepatitisben szenvedd betegeknél 25-30 év alatt alakul ki az els6dleges majrak.
A hepatitis B virus (HBV) fert6zésben a kronikus hordozokké valt betegeknél az elsddleges
majrak kialakulasdnak valoszinlisége kétszazszorosa a fertézésen at nem esettekének. A kro-
nikus hepatitisben és PHC-ban az epidemioldgia mortalitdsi statisztikai konzekvensen évi fél
¢s egy millio kozotti halalesetet regisztralnak. A fejlett orszdgokban a vakcinalds jelentds
mértékben csokkentette ugyan az akut megbetegedések szamat, de az idiilt hepatitis és szo-
vOdményei, koztiik az elsédleges majrak tovabbra is sulyos gondokat okoznak. A HBV fertd-
z¢s minden kozegészségligyi erdfeszités ellenére tovabbra is szamottevd, az emberiség nagy
hanyadat érinté megbetegedés, ami hosszu tava hatdsaiban is komoly kozegészségiigyi gon-
dokat okoz. A kozegészségtani-jarvanyligyi problémak megoldasanak eldsegitése mellett alta-
lanos pato-biologiai szempontokbol is kiemelt fontossagu teriilet a hepatitis B virus és a szer-
vezet kozotti kdlesonhatasok kutatdsa. A kronikus B virus fert6zottekben ugyanis nem csupan
az elsddleges majrak fordul el6 Iényegesen gyakrabban, hanem mas virusfert6zések is, koztiik
az AIDS el6éfordulasi gyakorisaga is jelentésen megndvekszik, ennek oka, hogy hasonléan
terjednek illetve hasonldak a veszélyeztetett csoportok.

Bér a hepatitis B virus X protein (HBxAg) szerepét kozel egy évtizede felfedezték, az 4l-
tala indukalt transzkripcidos mechanizmusok (DNS bazissorrendjében rogzitett informéacio
specifikus RNS-szekvencidkba irddik at) részletei korantsem ismertek. Ugyancsak kevés ada-
tunk van arra vonatkozolag is, hogy a B virusfertdzést kovetden az idiilt hepatitis kialakulasat
milyen immunologiai mechanizmusok befolyasoljak. Alapvetd kérdés, hogy az akut fert6zés-
b6l hogyan alakul ki a kronikus virushordoz6 allapot és a majszovet folyamatos destrukcioja-
val jar6 idiilt gyulladas. Szamos irodalmi adat utal arra, hogy a HBxAg elleni immunvalasz az
akut fertdzésben ¢€s a kronikussa valt hepatitisben szenveddk kozott eltérd jellegii.

A HBxAg bioldgiai szerepe még nem teljesen tisztazott, de szamos irodalmi adat mutatja
a fehérje hatasanak valtozatos formait a hepatitis B virus fertézés soran. Szamos tudomanyos
adat tdmogatja azt a tényt, hogy a hepatocellularis carcinoma indukcidjaban a HBV X fehér-



jének tobb mas hatasmechanizmusa mellett- szerepe van a cellularis gének transzaktivacioja
és a p53 funkciondlis inaktivacidja révén is. Az X fehérje transzaktivalja a HBV core
promoterrdl torténd transzkripciot, és mivel a HBV replikacidja az errdl a promoterrdl szintetiza-
16d6 RNS intermedier utjan torténik, nyilvanvalo, hogy a HBxAg medilt transzkripcié noveli a
HBV DNS szintjét a fertdzott sejtekben. A HBxAg azonban képes mds viralis promotert is
transzaktivalni, mint az SV40 korai régi6, RSV, HIV-1, HTLV-1. Az utébbi két virus esetében
ennek a hatdsnak az a jelentsége, hogy az AIDS betegek esetében a HBV fertdzés eléfordulasi
aranya csaknem 100%, valamint a HTLV-1 és a HBV kozott is szoros epidemiologiai kapcsolat
van. A HBxAg-nek a human retrovirusok altal okozott betegségek pathogenesisében jatszott
szerepét aldtdmasztja az a tény is, hogy a HBV gyakran megfertézi a periférias vér
mononuklearis sejtjeit, ugyanazt a populaciot, amelyet a HIV-1 és a HTLV-1 is. A HBXAg nem-
csak heterolog viralis, hanem cellularis promotereket is képes transzaktivalni (beta-interferon, c-
jun, c-fos, c-myc). Az X fehérje transzaktivacios hatdsa protein-protein kolcsonhatasok alapjan
valosul meg, ugyanis a fehérje nem kotddik kozvetleniil a DNS-hez. Az X reszponziv elemek
(XRE) nagy repertoarjat irtak le, melyek magukba foglaljak az AP-1, AP-2, NF-kB, SRF,
c/EBP, Ets, ATF1, TFIIB és CREB kotohelyeket. Direkt kapcsolodasa figyelheté meg néhany
transzkripcids faktorhoz, mint az Octl, ATF, ATH2, CREB, Egrl, valamint azokhoz a fakto-
rokhoz, melyek bZIP domaint tartalmaznak. Mas esetekben (NF-kB, SRF, Spl) direkt kapcso-
latot nem sikeriilt kimutatni. Ezekben az esetekben transzkripciot befolyasold hatasat indirekt
uton fejti ki, komplex szignal-transzdukciods utakat hasznal. A diacilglicerol (DAG) szintjének
novelésével aktivalja a protein kindz C-t (PKC) és a kiilonb6zé PKC-fliggd transzkripcids fakto-
rokon keresztiil fejti ki hatasat (AP-1, AP-2, NF-kB), ami magyardzatul szolgdl a HBxAg 4ltal
indukalhaté gének nagyfokt variabilitdsara. A PKC szignal utat hasznaljak olyan tumorkeltd
anyagok is, mint a kiilonb6z6 novekedési faktorok, mitogének, forbolészterek stb. Befolydsolja a
DNS javitast, a sejtciklus folyamatat, az apoptozist stb. Funkcidja a sejtmitkddésben lokaliza-
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deklédés kozéppontjdba. Kezdetben szdmos tanulmany sziiletett immunhisztokémiai ¢és
immunszeroldgiai mddszerek segitségével. Ezekben a szeroldgiai munkakban elsdsorban a ke-
ring6 anti-HBx ellenes antitestek kimutatasa tortént, illetve a keringd X antigen kimutatasa szé-
rumb6l immunoblot segitségével poliklonalis anti-HBxAg antitest felhaszndlasaval. Az
immunisztokémiai munkak tobbnyire poliklonalis anti-HBxAg antitesteket hasznaltak. Atfogo
immunszeroldgiai munka nem sziiletett ezekben a kezdeti években. Tovabbiakban molekuléris
biologiai mddszerek segitségével (tranziens sejtvonalak, transzgenikus egerek, RT-PCR, cDNA
microarray) vizsgaltdk az X fehérje biologiai funkcidit.

Mig a HBxAg biolodgiai funkcidirol egyre tobb ismeret all rendelkezésiinkre, addig ennek az
egyedi fiziko-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd fehérjének az immunoldgiai térképezése még
nem tortént meg. Ennek egyik oka az, hogy a HBxAg izolalasa és tisztitasa a jellegzetes hidrofob
szerkezet miatt nehézségekbe litkozik.

Munkacsoportunknak sikertilt els6ként az antigént eléallitani €s tisztitani olyan mennyiség-
ben, hogy alkalmazasaval lehetévé valt monoklonalis antitestek kifejlesztése, tesztelése. Igy
olyan standardizalt immunesszéket tudtunk kifejleszteni, amelyek felhasznalasaval atfogo, 6sz-
szehasonlité immunszerologiai felmérést tudtunk végezni a HBxAg és az ellene termelddott ke-
ring0 természetes antitestek kapcsolataban.



Az értekezés célkitiizései

Munkam célja kettds volt. Egyrészt elméleti szempontbdl fontosnak tartottam az anti-HBxAg
monoklondlis ellenanyagok létrehozasat, ennek az egyedi fiziko-kémiai tulajdonsagokkal rendel-
kezd fehérjének a tovabbi (immunologiai) térképezésére. Ugyanis szamos irodalmi adat szerint
a HBV genomot hordozé betegekben expresszaloddo HBxAg-nek, illetve a vele szemben ki-
alakult immunreaktivitasnak a betegség progndzisa szempontjabol alapvetd jelentdsége van.
Az idiilt majgyulladas, illetve az els6dleges majrak kialakuldsdnak mechanizmusaban az immu-
noldgiai komponensek tanulmanyozasahoz is elengedhetetlennek latszott ezen ellenanyag-
csaladok kifejlesztése és jellemzése. Masrészt fontos szempont volt munkdm megkezdésekor
egy, a gyakorlati laboratériumi diagnosztikaban hasznosithaté immundiagnosztikum kifejleszté-
se is, mert jelenleg a kereskedelmi forgalomban ilyen ellenanyagok nem éllnak rendelkezésre.
Mind az immunszerologiai, mind az immunhisztokémiai 6sszehasonlito vizsgalatok végzéséhez
alapvetd fontossagu volt az ellenanyagok eldallitasa.

Célkitiizések:

1. A HBxAg immunogenitasanak térképezése szadmitdgépes modelleken valamint
rekombinans HBxAg ¢€s fragmenseinek kifejlesztése a predikcios eredmények alapjan.

2. Anti-HBxAg monoklondlis ellenanyagok kifejlesztése rekombinans €s szintetikus an-
tigének ellen. Az antitestek jellemzése immunszerologiai és immunhisztokémiai mod-
szerekkel.

3. A rekombinans HBxAg antigén ellen eldallitott monoklonalis ellenanyagok epitdp
specificitdsanak meghatarozasa.

4. Immunhisztokémiai vizsgalatok human majbiopszias anyagbol szarmazo, formalin-
fixalt, paraffinba agyazott metszeteken.

5. Immunesszé (un. szendvics ELISA) kifejlesztése, hepatitis B virus X antigén szérum-
bol vald mérésére. A kifejlesztett rekombindns HBxAg fragmensek felhasznalasaval a
hepatitis B virus X antigénje ellen termelddott természetes antitestek detektaldsa.

6. Multiparaméteres vizsgalatokra alkalmas, masodik generacids immunszerologiai mod-
szer kifejlesztése a mikrogyongy technika felhasznalasaval a keringd HBxAg mennyi-
ségi meghatarozasara.

Anyagok és Modszerek

HBxAg immunogenitdsanak térképezése szamitogépes modelleken

A HBxAg molekula antigén determindnsainak vizsgalatat szamitdgépes elemzés segitségével
((Wisconsin GCG Programcsomag ProteinStructure programjabol (Genetics Computer Group
Inc.,USA)). A Chou-Fasman ¢és Garnier-Ousguthorpe-Robson masodlagos szerkezet
predikcios algoritmust (Phydrophobicity < 0; Pp-um > 1) (Chou, 1974; Garnier, 1978; Gibrat, 1987;
Prevelige, 1990) és a Jameson-Wolf antigenitasi indexet (Pyw antigenity > 1) (Jameson, 1988)
hasznaltuk.

Két peptidszekvenciat (22-31 és 100-114) valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatainkhoz. A
peptideket megszintetizaltattuk (Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Kémiai Intézet).

Rekombindns HBxAg és fragmensek kifejlesztése



Kisérleteinkhez kétféle tton eldallitott rekombinans antigéneket alkalmaztunk (Prof. Dr.
Molnar Jénos, Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Mikrobio-
logiai Intézet, Szeged). Az ayw szerotipusi HBV genombol szarmazé X gén (Bichko, 1985)
klonozésa kiilonbozd prokaridta expresszids vektorokban a kovetkezé modon tortént. Fuzids
konstrukcidt hoztunk Iétre, a felhasznalt plazmid a pRIT2T (Pharmacia) melyben a f0zids partner
a Staphylococcus aureus proteinA. Minthogy a pRIT2T fuzios vektor klonozo helyei nem teszik
lehetdvé a kozvetlen klonozést (a proteinA disztalis szakasza €s az X gén proximadlis szakasza
olvasasi kereteit azonos fazisban kell egyesiteni), egy tovabbi szubklont konstrualtunk: A pHBX-
46 plazmidbodl az X gént Spel és Smal enzimekkel kimetszettiik ¢s a pUC19 plazmid Hincll és
Xbal hasito helyei koz¢ klonoztuk. Igy 1étrejott pHBX-8 plazmid, melybdl az Smal és Pstl enzi-
mekkel kivagott X gén klénozhatd a pRIT2T fuzds-expresszids vektorba, annak Smal és Pstl
altal vagott szekvencidjaba (a két fuzids partner olvasasi kerete megegyezik). A fizios konstruk-
ci6 a pRITX-12, melyet E. coli N8430 baktérium torzsbe transzformaltuk (Marczinovits, 1997).

A pX-HBxAg konstrukci6 csak korlatozott mértékben felelt meg a céljainknak. Ugyanis a
HIV protedzzal levalasztott terméken a proteinA maradéka zavarhatja az immunologiai reakcid
specificitdsat, ezért mas génklonozasi stratégiat kovettiink. (Minthogy egyéb enzim nem alkal-
mas a fuzids fehérjekomponensek szétvalasztasara, egyéb génkonstrukciot kellett 1étrehoznunk.)

Valasztasunk az u.n. GST gén-fizids expresszios rendszerre esett. Ez olyan expresszids vek-
tor, melyben IPTG-vel indukalhatd p,. promoter mogott a Schistosoma japonicum glutathion-S-
transzferaz (GST) génjét talaljuk. Ennek disztalis végéhez illeszthetd a fuzids proteinként
expresszalando partner-fehérje génje. A fzid helyét kozvetleniil megelézéen a konstrukcid a
trombin (pGEX-4T-2), vagy az Xa faktor (pGEX-3X) hasitd helyét hordozza, igy a partnerek in
vitro a megfeleldé enzimmel szétvalaszthatok. Tovabbi elénye a rendszernek, hogy a
rekombinans fuzidés fehérje a baktérium sejtek lizatuméabol affinitds kromatografiaval,
Glutathione Sepharose 4B gyantan egy lépésben az E. coli fehérjétdl kitisztithatd és redukalt
glutationnal a gyantar6l elualhato.

Atfedd rekombindins GST-HBxAg fragmensek kifejlesztése
Rekombinans GST-HBxAg (10-143 aminosav).

A HBxAg rekombinans plazmid eldallitasat korabban kozoltiik (Marczinovits 1997).
Roviden, a pHB320 (Bichko 1985) plazmid BamHI-Fspl enzimekkel torténd hasitasat
kovetden a csonkitott X gént a pHSG 395 klonoz6d vektoron keresztiil a pGEX-3X
(Marczinovits 1997) fuzios expresszids vektor BamHI-Smal restrikcios enzimek hasitd helyei
kozé klénoztuk. gy az X protein 9 és 11 aminosavval lett révidebb az N- és a C terminalis
végeken. A klonozasi stratégia szerint a rovidebb X fehérje az N-terminalis végen 5 (pHSG-
395 eredetli) és a C-termindlis végen 4 aminosavval (pGEX-3X eredetll) kiegésziilt. A
géntechnnologiai eljaras felhasznalaséval eldallitott roviditett rekombinans GST-HBxAg
alkalmazasaval kikiiszobolhetové valtak a HBxAg nagyfokti hidrofobicitasabol adodo
nehézségek.

Rekombinans GST-HBxAg N-terminalis fragmense (10-90 aminosav).

A teljes HBx kodolo régidt, a kiindulasi plazmid (pHB320) Ncol és Bgl/lI hasitohelyekkel
torténd vagasa utdn a pHSG-395 atmeneti klonoz6 vektor fenti enzimekkel hasitott helyére
épitettiik be. Ezutan az X gént hordoz6é pHSG 395 plazmidot Bg/Il és EcoRI enzimekkel vag-
tuk és a pGEX-3X vektor BamHI és EcoRI helyére klonoztuk. Igy a pGEX-3XX rekombinans
plazmidot kaptuk. A HBx N terminalis végét kodold rekombinans plazmidot, a pGEX-3XX
Aval és EcoRI hasitasat kovetden, a ragados végeket Klenow enzimmel feltdltve, intramole-
kularis religaci6é utan nyertiik.

Rekombindns GST-HBxAg C-terminalis atfedo fragmensei (79-143, 79-117, 97-136, 117-
143).



A pGEX-3X plazmidot hasznaltuk az atfedé fragmentumokat tartalmazé rekombinans
konstrukciok létrehozasara. Négy primer parral pGEX-3X vektorba klonozott HBxAg sza-
kaszt templatként hasznalva PCR-t végeztiink. A PCR-t (95°C 3 min; 30 ciklus: 95°C 45 sec,
50°C 30 sec, 72°C 1 min; 72°C 10 min) végeztiik. A reakcid keverék a kovetkezoket tartal-
mazta: 50 ng templat, 200 nM dNTP, 0.5 nM primer, 1x Pfu puffer, 1 U Pfu polimeraz. A
tisztitott termékeket BamHI majd EcoRI restrikcios enzimekkel emésztettiik, pPGEX-6P-1 vek-
torba klonoztuk. Az olvasasi keret helyességét mindharom plazmidnal szekvenalassal ellen-
oriztiikk (Pal 2003). A rekombinans plazmidokat E. coli DH5alfa torzsbe transzformaltuk,
IPTG-vel indukaltuk és a rekombindns fizios fehérjéket glutathione-S transzferaz gélen tiszti-
tottuk Marczinovits és mtsai. 1997. szerint. Az atfedé rekombinans peptideket anti-HBxAg
ellenanyagokkal ELISA rendszerben teszteltiik.

Szintetikus HBxAg peptidek

A kivalasztott X antigén (22-31, 13-26, 100-114) szekvenciakat a fmoc modszerrel a Sze-
gedi Tudomanyegyetem Orvosi Kémiai Intézetében (Dr. Toth Gabor) kémiailag szintetizaltak.
A szintetikus peptideket HPLC-vel tisztitottak és a szekvencidk tomegspektrometriai méd-
szerrel ellendrizték.

Monoklonalis anti-HBxAg ellenanyagok eloadllitasa

Az immunizaldshoz 6-8 hetes, néstény, BALB/c egereket hasznaltunk. Az egerek
(BALB/c) immunizélasat az intézetliinkben eldzetesen kidolgozott protokoll alapjan végeztiik
(Najbauer 1986, Balogh 1994). Az alapimmunizaladsat (intrakutdn) komplett Freund
adjuvanssal, a megerdsitd immunizalast (intrakutan és intraperitonedlisan) inkomplett Freund
adjuvanssal végeztiik. Az antigén ellenes antitestek titerét az immunizalt allatok szemzugabol
vett poliklonalis szérumok ELISA vizsgalataval kovettilk nyomon. Antigénként 20ug/200ul
rekombinans proteinA-HBxAg-t (pA-HBxAg), illetve a tireoglobulin-HBxAg;3.26 (TG-
HBxAgi3.26) szintetikus peptidet hasznaltunk. Két nappal az utolsé immunizalas utan végez-
tiik el a sejtfuziot. A hibridémakat Kohler és Milstein (1975) mddszere alapjan allitottuk eld.
A 1épsejteket Sp-2/0-Agl4 nemszekretdlo, HGRT egér myeloma sejtvonallal (Flow Labs,
UK) fuzionaltattuk 4 : 1 aranyban, polietilén glikol-t hasznalva (Mw: 6000, Sigma). A sejte-
ket DMEM+10% FCS tartalmu tapoldatban novesztettiik. A hibridomakat HAT: hypoxanthin
(0,1 mM) thimidin (0,016 mM) és aminopterin (4x10*mM) tartalmi DMEM+20%FCS
(Gibco, USA) tapoldaton szelektaltuk. A hibridoma feliiluszokat ELISA-val (enzyme linked
immunosorbent assay) teszteltilk. Antigénként a glutation S transzferdz-HBxAg (GST-
HBxAg) és tengeri csiga hemocianin-HBxAg) 326 (KLH-HBxAg)3.26) konstrukcidkat hasznal-
tuk. (Az immunizalas és a hibridoma klonok tesztelésére hasznalt eltérd karrier molekulat tar-
talmaz6 konstrukciok alkalmazasaval a keresztreakciok a hordoz6 molekuldk ellen kivédhetdek
voltak.) A kivalasztott hibridomaékat véghigitadsos mddszerrel klonoztuk. A legjobb klonokbol,
monoklondlis ellenanyagot allitottunk elé a tovabbi immunszerologiai, ¢s immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz. Az immunizalt allatoktol nyert poliklonalis szérumokat szintén felhasznaltuk a
tovabbi vizsgalatainkhoz.

Monoklonalis anti-HBxAg ellenanyagok jellemzése
ELISA



A poliklonalis és monoklondlis ellenanyagokat indirekt ELISA mddszerrel teszteltiik,
melynek soran antigénként HBxAg-GST-t, valamint a KLH-HBxAg)3.26 szintetikus peptidet
hasznaltuk. A specificitas kontrollja immunoblottal tortént.

Az ELISA vizsgélatokat a kovetkezOképpen végeztikk: a mikrotitrator lemezhez (Nunc,
USA) egy ¢jszakan keresztiil 4 °C-on 2pg/ml HBxAg-GST-t, illetve GST-hez fazionaltatott
HBxAg fragmenseket, KLH-HBxX3.26 4. kOtiink ki karbonat pufferben (pH 9,6). 0.02 % Tween
20 (Sigma, USA) tartalma PBS-ben torténd haromszori mosas utan telitettiik a lemezt 0.5 %
PBS-zselatinnal. Ezek utdn 37 °C-on, 1 6rdn at inkubaltuk a feliiluszokkal, illetve a kifejlesztett
tisztitott monoklondlis antitestekkel 0.5 pg/ml koncentrdcidban. Haromszori mosas utan
tormaperoxidazzal jelolt anti-egér Ig-vel (Dako, Dania) torténd, 1 ords inkubacio kovetkezett, 37
°C -on. A mikrotitrator lemez mosésa utan a reakciot o-fenilén-diaminnal (Fluka, Németorszag)
hivtuk el6. Az OD értékeket 492 nm-en mértilk automata mikrofotométer (Dynatech MR 7000,
USA) segitségével.

Izotipus meghatarozds

A monoklonalis ellenanyagok izotipusat indirekt ELISA mddszerrel, Monoclonal
Antibody Isotyping Reagent Kit (Sigma) segitségével hatdroztuk meg, kdvetve a gyari proto-
koll utasitasait.

SDS-poliakrilamid gél elektroforézis és Western blot

A fehérjéket 15 %-os gélen valasztottuk el Laemmli mddszere alapjan (1970), Mini-
Protean 3 apparatussal (Bio-Rad). Az elvélasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra
(Schleicher and Schuell) blottoltuk 4°C-on egy éjszakan at (Towbin, 1979). A nitrocelluloz
membranokat PBS / 0.5 % Tween oldattal mostuk a reakcidlépések kozott. A blottolas haté-
konysagat Ponceau festéssel ellendriztiikk a membranokon. A nitrocellul6zt 2%-0s sovany tej-
porral (Sigma) blokkoltuk PBS-ben egy oran keresztiil. El6hivashoz HRPO esetében DAB
(Sigma) vagy ECL (Amersham) reagenst hasznaltuk. Kontroll ellenanyagként biotinalt a-
FITC monoklonalis antitestet hasznaltunk.

Anti-HBxAg monoklonadlis antitest epitopjanak tomegspektrometriai meghatdarozdsa

Az antigén, gélben torténd tripszines emésztését végeztik (Kele, 1998). Nativ
elektroforézis utan a gél savokat finoman szétvagjuk. A proteint dithiothreitollal redukaltuk és
jodoacetamiddal alkalikus kémhatast allitottuk be (pH 8.0). Tripszin (1: 10 higitasban) hozza-
adasa utan a mintakat egy ¢éjszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A peptid-fragmentumokat
a gélbdl kioldottuk (5 % hangyansav, 50 % metilaklohol, 45 % viz). Az egyes peptidek elva-
lasztast HPLC-vel, 4.0 x 250 mm, Nucleosil 5C18 300A oszlopon végezziik (0.1 %
trifluorecetsav 80 %-os vizes acetonitril olddszerekben, 5-95 % 40 min gradiens mellett, 1.0
ml/min atfolyasi sebességgel, 215nm-en detektdlva). A HPLC-n elvalasztott frakcidkat
(Browne, 1982) ELISA rendszerben teszteltiik, a pozitiv frakcidkat tomegspektrometriai mod-
szerrel analizaltuk. TSQ7000-es tripla-quad tomegspektrométeren vizsgaltuk, nano-
ES/MS/MS (Wilm, 1996).

A random peptid konyvtdar screenelése

crer

peptid konyvtar Alessandra Luzzago (IRBM, Roma) nagylelkii ajdndéka volt. A fagok dusita-
sat a korabban leirtak szerint (Parmley és Smith, Gene, 1988, 73: 305; Felici, 1991) végeztiik.
A petricsészEét egy €jszakan at érzékenyitettiink anti-HBxAg antitesttel (40 pg/ml az elso, 4
pg/ml a masodik dusitasi ciklusban). 0.05 % Tween-20-t tartalmazd PBS-el tortént mosas,



majd 3% BSA-PBS-el val6 blokkolas és ujabb mosas utan, 10" fagot (1% BSA-PBS-el blok-
kolva) adtunk a lemezhez. 2 6ras 37 °C-on végzett inkubacié és Tweent-20-t (0.05 % az elso,
0.5 % a masodik ciklusban) tartalmaz6 PBS-el tortént mosas utan, a fdgokat elualtuk (1mg/ml
BSA , 0.1 M glycine pH 2.2 HCI), majd neutralizalast kovetden (2M Tris Base) XL1-Blue
E.coli-t fertoztiink velilk. M13KO7 helper faggal tortént feliilfertdzés utan a fagokat kicsaptuk
(16.7 % PEGS8000, 3.3 M NaCl) és egy masodik dusitési ciklust kezdtiink. A mésodik ciklus
utan a fagokkal fertdzott majd M13KO7 helper-faggal feliilfertdzott XL1-Blue E.coli telepe-
ket nitrocelluloz membranra transzferaltuk. A membranokat blokkolas utan (TBS / 0.05 %
Tween-20 / 5 % tejpor) 2 6ran at inkubaltuk anti-HBxAg antitesttel (1 pg/ml), majd 1 6ran at
alkalikus-foszfataz konjugalt anti-egér IgG masodlagos antitesttel. Az el6hivast BCIP / NBT
szubsztrattal végeztiik. Igy negyven pozitiv klont valasztottunk ki, amelyeket ELISA-val to-
vabb teszteltiink, oly mdodon, hogy a fagokat kotottiikk ki a lemezre. Az ELISA alapjan tiz
klonbol DNS-t izolaltunk amit ABI Prism 310-es késziiléken megszekvenaltattunk. Eredmé-
nyiinket atfedé rekombindns GST-HBxAg fragmenseken ellendriztiik.

Immunbhisztokémiai vizsgalatok human majbiopszias anyagbol szarmazo, formalin-
fixalt, paraffinba agyazott metszeteken

Immunhisztokémiai vizsgdlatainkat 72 human hepatitis B virus fert6zott majbiopszias
anyagbol szarmazo, formalin-fixalt, paraffinba dgyazott metszeteken végeztiik. A mintak
megoszlasa diagnozis szerint: akut hepatitis (10), kronikus hepatitis (45), maj cirrozis (9) és
els6dleges majrak (8) volt. A mintakat a Hisztopatologia Kft. (Dr. Szekeres Gydrgy), a Bara-
nya Megyei Korhaz Koérbonctani Osztalya (Dr. Hegedlis Géza) és a Zala Megyei Korhaz
Pathologiai Osztalya (Dr. Sipos Jozsef) bocsatotta rendelkezésilinkre. A metszeteken immun-
festést végeztiink streptavidin-biotin peroxiddz komplex (Immunotech Inc., Franciaorszag)
technikdval. Els6 ellenanyagként az intézetlinkben eldallitott monoklonalis anti-HBxAg-t
(klonszam: 3F6G10, IgG2a), illetve az 6sszehasonlitd vizsgdlatohoz kereskedelmi forgalom-
bol szarmazo, kecske anti-HBsAg-t és nyul anti-HBcAg-t (Dakopatts, Dénia) poliklonalis
ellenanyagokat hasznaltunk. Kontrollnak az IgG2a izotipusu (anti-CD45RO, kléon: UCHL-1;
Immunotech Inc., France) monoklonélis antitestet hasznaltunk.

Human szerum mintak

Szeroldgiai vizsgalataink sordan 186 hepatitis B virus pozitiv human szérumot vizsgaltunk,
meg anti-HBxAg sandwich ELISA rendszeriinkkel. A szérumok a kovetkezd diagndzis meg-
oszlas szerint allithatok sorba: akut hepatitis (14), kronikus hepatitis (80), tiinetmentes HBsAg
hordoz6 terhes n6 (80) tlinetmentes hordozo (12) és egészséges kontroll (22). A szérumban
keringd antigén mennyiségi meghatarozasa mellet vizsgaltuk a HBxAg fragmensek segitségé-
vel a szérumban az X antigén kiilonboz0 epitopjai ellen termelddott ellenanyagok aranyat. A
szérumokat a Johan Béla Orszagos Epidemiologiai Kozpont, Viroldgia laboratoriumatol és a
PTE AOK 1. Belgyogyaszati Klinika Gasztroenteroldgiai laboratoriumatol kaptuk.

Szendvics ELISA

Mikrotitrator lemezhez egy ¢éjszakan keresztil 4 °C-on 10ug/ml befogd anti-HBxAg
monoklondlis ellenanyagot (klon: 3F6/G10) kotottiink ki karbonat pufferben (pH 9.6). 0.2 %.
Tween-20 tartalmu PBS-ben torténd haromszori mosas utan telitettiik a lemezt 0.5 % PBS-
zselatinnal (Sigma, USA). A standard sor HBxAg-GST antigént tizenkét 1éptékii felez6 higitasat
(1 / 10 higitast normal szérummal) pH 2-es glicin pufferben inkubdltuk 56 °C-on, 10 percig,
majd 1M Tris-sel pH 8-9-re allitottuk be. A hepatitis B pozitiv és az egészséges kontroll
szérumokat 10-es higitasban hasznaltuk és hasonldan kezeltiik mint a standard sorhoz hasznalt
rekombinans antigént. Ezek utan 37 °C-on, 6 0ras inkubacid utan biotinalt, masodik detektdilo



anti-HBxAg monoklonalis ellenanyag (klon: 4F1/A9) 1 o6rés inkubacidja kovetkezett, 37 °C -on.
A mikrotiter lemez mosasa utdn streptavidin-peroxidaz reakciot o-fenilén-diaminnal hivtuk eld.
Az OD értekeket 492 nm-en mértiik (Thermo Labsystems IEMS Reader MF, Finland)
automata mikrofotométer segitségével. A mért optikai denzitds értékeket a HBxAg
mennyiségének meghatarozasa esetén interpolaltuk a GST-standard kalibracidés gorbéhez, az
illesztéshez automata kalkuldcids programot hasznaltunk. (Labsystems Ascent Software 2.4
for IEMS Reader MF). A sandwich ELISA mérérendszer specificitasat immunoblottal
végeztiik.

Indirekt ELISA

Az anti-HBxAg antitestek kimutatasara indirekt ELISA moédszert hasznaltunk. Melynek
soran antigénként a HBxAg-GST-t, valamint GST-hez fuzionaltatott HBxAg fragmenseket és
szintetikus KLH-HBX 3262 peptid konjugatumot hasznaltunk. A GST elleni keresztreakcid
kizarasara minden szérumot teszteltink GST-re. A protokoll megegyezik a ELISA
alfejezetében ismertetettel. Az aspecifikus helyek telitése utan 37 °C-on, 1 6ran at inkubaltuk a
szérumok széazszoros higitasaval. Haromszori mosas utan tormaperoxidazzal jelolt anti-human
IgG ¢és [gM-mel (Dako, Dénia) torténd, 1 6rds inkubacio kovetkezett, 37 °C -on. A mikrotitrator
lemez mosasa utan a reakciot o-fenilén-diaminnal (Fluka, Németorszag) hivtuk eld. Az OD
értékeket 492 nm-en mértiik (Thermo Labsystems IEMS Reader MF, Finland) automata
mikrofotométer segitségével.

Szendvics tipusu mikrogyongy alapu aramlasi citometriai esszé

A szendvics ELISA-ban hasznalt monoklonalis antitest part hasznaltuk egy mikrogyongy
alapt dramlasi citometriai mérémodszer kifejlesztéséhez. Az ELISA rendszerben antigén-kotod
anti-HBxAg monoklonalis antitestet (3F6/G10) az eldzetes protokoll (Carson and Vignali,
1999; Cook, 2001) szerinti eldkészitett 7.5 nm atmérdjii polystirén mikrogydngydkre (BD
Biosciences USA) kotottiik thiol-maleimid alapu kovalens kotéssel. A jeldlt mikrogyongyoket
4 °C -on taroltuk. A mikrogyongyoket hasznalat el6tt (1000 gydngy / minta) moso pufferben
szobahdmérsékleten ultrahanggal (37 kHz, 100 W, 2 min) regeneraltuk. Az &sszes szérum
mintat elékezeltik a szendvics ELISA protokollja alapjan. A mintdkat 1000-1000
mikrogyonggyel inkubaltuk 4 6ran keresztiil 37 °C -on. A mintdk haromszori mosasa utan 1
oran keresztiil inkubdltuk a mintdkat a biotinalt antigén-detektaldé anti-HBxAg (4F1/A9)
monoklondlis antitesttel (2ug/ml). Mosasi 1épések utan a mintakat streptavidin-FITC (DAKO)
1 / 100-as higitasaval inkubaltuk 37 °C -on 1 6ran keresztiil. Végiil a mintak haromszori mo-
sasa utan FACSCalibur aramlési citométerrel (BD Biosciences USA) mértiik meg. Tovabbi-
akban a mért FITC intenzitas értékeket FCAP Array (SoftFlow, Hungary) programmal illesz-
tettiik a standard sor értékeire, amely alapjan a program megadta a HBxAg szérum koncentra-
cioit.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizist és az adatok abrazolédsat egy IBM PC kompatibilis személyi szami-
togépen futtatott SPSS 9.0 (SPSS Inc., 233 S Wacker Drive, Chicago, 60606, I11., USA) prog-
ramcsomaggal végeztilkk. Az ELISA eredményeket regresszid analizisét mind a harom cso-
portban (akut, kronikus €s hordozd) minden mintdval minden minta ellen matrixban elvégez-
tik (N, C, CI1, C2, C3, X, X326, HBxAg). A 0.4-nél kisebb abszolut értekli regresszios
koeficinenssel (|R| > 0,4) rendelkez6 és/vagy a P > 0.05 parokat elvetettiik.

Anti-HBxAg antitestek epitopjainak homoléogia analizise



Homolodgia analizist végeztiink a HBxAg (gi: 4704317) ellen kifejlesztett antitestjeink is-
mert epitop (13-26 és 89-94) szekvencidival. A szekvenciainkat lefutattuk BLAST protein
adatbazisban (adatbazis mérete 2004 szeptember = 688443072), BLASTP 2.2.9 programot
hasznaltuk  (Altschul  1997). Az eredményeket Entrez  (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast/Blast.cgi) opcidk alapjan limitaltuk, ,,hepatitis B virus” [ORGANISM] ¢és ,.X
protein” [PRODUCT] kulcsszavakal.

Eredmények

1. A HBxAg immunogenitasinak szamitégépes modelleken torténo térképezése és a
predikcios eredmények alapjan kifejlesztett rekombinans HBxAg fragmensek

A szamitdgépes analizis soran a 17 kDa-on tomegl, 154 aminosavbdl allo fehérje mésod-
lagos szerkezetét a Chou-Fasman és Garnier-Osgothorpe-Robinson predikcidos mddszerekkel
vizsgaltuk. A fehérje szekvenciajanak els6 harmadaban, illetve a C-terminalis szakaszon tala-
lunk csavarodasokat. A 75. aminosavtdl a 130.-ig nagy szamban talalunk alfa-hélixeket. To-
vabbi hélixeket valdsziniisitett a Chou-Fasman analizis a 10-15 aminosav szekvencia kozott.
A béta lemezes szerkezet a lanc egész hosszusagaban megtalalhato. A HBxAg glikolizaltsagi
foka igen alacsony volt. A 154 aminosavbdl 84 (54 %) volt erdsen hidrofob aminosav. Rész-
ben ez utobbi fiziko-kémiai tulajdonsdggal magyarazhatd, hogy a HBxAg fehérjét a hagyo-
manyos biokémiai eljarasokkal nem sikeriilt eddig tisztdn izolalni, mert vizes oldatokban
konnyen kicsapodik.

A szamitdgépes modellezés lehetdséget nyujtott az immunreaktivitas szempontjabol meg-
hatdrozonak valoszinlisithetd peptid szekvencidk kivalasztasara is. A Jamson és Wolf
antigenitasi index alapjan két szekvenciat (22-31 és 100-114) valasztottunk ki a tovabbi vizs-
gélatainkhoz.

Poliklonalis ellenanyagaink a 22-31 peptiddel intenzivebb reakciot adtak, mint a 100-114
szekvenciaval, ami jol korrelalt a szamitdégépes vizsgalat sordn kapott predikcionkkal (nem
abrazolt adat). Az anti-HBxAg hibridomaék szelekcidja soran azonban nem kaptunk a szinteti-
kus peptidekkel megfeleléen reagald klonokat.

A peptid szekvenciak kivalasztasaval egyidejliileg az X fehérje immunoldgiai térképezésé-
nek elvégzéséhez a predikcids eredményeink alapjan tovabbi rekombinans X fragmens szek-
venciakat hatdroztunk meg.

Tovabbiakban a predikcids eredményekre alapozva a kivalasztott HBxAg fragmensekre
primer parokat terveztiink. Négy primer parral pGEX vektorba klonozott HBxAg szakaszt
templatként hasznalva PCR-t végeztiink.

A tisztitott termékeket BamHI majd EcoRI restrikcios enzimekkel emésztettiik, pGEX vek-
torba ligaltuk, majd a kapott konstrukciokkal DH5a E.coli-t transzformaltunk. Az olvasasi
keret helyességét mindharom plazmidnal szekvenalassal ellendriztiik. Az atfedé rekombinans
peptideket anti-HBxAg ellenanyaggal ELISA rendszerben teszteltiik.

A predikcios technikak kritikai analizisét egy konzervativ fehérje a mitokondridlis citrat
szintaz (CS) dsszehasonlito in silico és in vitro (immunszerologiai) vizsgalati eredményeinek
Osszevetésével is elvégeztiik.
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2. A rekombinans és szintetikus antigének ellen kifejlesztett anti-HBxAg monoklonalis
ellenanyagok. Az antitestek immunszerologiai és immunhisztokémiai jellemzése

Két jo novekedési tulajdonsdgokkal rendelkezd, magas affinitdsti anti-HBxAg szekretald
hibridoma sejtvonalat sikertilt eléallitanunk. A 3F/G10 klonszamu antitestet kifejlesztése soran
pA-HBxAg rekombinans antigén molekuldval immunizaltunk és GST-HBxAg-re teszteltiik a
hibridomak 4ltal termelt antitesteket a hordozé molekulaval valo keresztreakcio elkeriilése miatt.

A masik anti-HBxAg monoklondlis antitestet (4F1/A9) tomegspektrometriai és irodalmi ada-
tok alapjan egy meghatarozott X antigén szekvencia ellen, szintetikus peptid antigén fragmens
felhasznalasaval fejlesztettiik ki. Ebben az esetben is a magas specifitas érdekében eltéré hordozo
molekuldkat hasznaltunk immunizalashoz (tircoglobulin, TG) és a hibridomak teszteléséhez
(tengeri csiga hemocianin, KLH ¢és végiil rekombinans GST-HBxAg) hasznaltunk.

Az izotipus meghatarozas soran a (3F6/G10) klon IgG2a, a masik (4F1/A9) klon IgG1 oszta-
lytnak bizonyult.

Monoklonalis antitestek (5 ng/minta) immunreaktivitdsanak immunszerologiai vizsgalatdhoz
a GST-HBxAg-t hasznaltuk fel 200 ng/minta koncentracidban. Mindkét ellenanyag specifitasat
immunoblottal ellendriztiik, az abran 1athatd az anitestek kizarolagos kotddése a cél antigénhez.

Az immuhisztokémiai jellemzés soran formalin fixalt parafinba agyazott kiilonb6z6 nor-
mal human szoveteken (tiidd, vese, maj, porc) és torzsfejlddésileg alacsonyabb rendli szerve-
zetek szovetein (foldigiliszta, egér) tesztelt 3F6/G10 klonszami monoklonalis antitest nem
mutatott semmi keresztreakciot.

Azonban intenziv immunreakciot taldltunk human mdjbiopszids mintdkban, - amelyek
kronikus hepatitis B virushordozé betegekbdl szarmaztak - kiillonboz6 szdvettani és sejtszinti
elhelyezkedésben.

3. Anti-HBxAg monoklonalis ellenanyaggal végzett immunhisztokémiai vizsgalat ered-
ményei hepatitis B virussal fertozott betegek majbiopszias anyagan

A virussal fertézott majsejtekben talalt HBxAg lokalizacidja szerint azonos aranyban el6-
fordult citoplazmatikus és nukledris és egyes eseteken perinukledris elhelyezkedés is. Néhany
masik esetben kizarolagos nuklearis pozitivitast talaltunk.

Szovettani elemzésiink soran 72 klinikailag ellen6rzott hepatitis B virushordozo
majbiopszids mintat vizsgaltunk meg. Elemeztiilk a HBxAg mikroszkopikus megjelenését és a
jelolddés intracelluléris lokalizaciojat az altalanosan elfogadott rangsorolas szerint.

A legtobb HBxAg pozitiv esetet a kronikus B virusos hepatitisben szenvedd betegek cso-
portjaban (86,6 %) talaltuk heterogén mikroszkopikus megjelenésben. A biopszias mintak 40-
50 %-a mutatott HBxAg pozitivitast az B virusos: akut hepatitises, majcirrdzisos €s elsodle-
ges majrakos csoportokban. A HBxAg szdvettani és sejtszintli megoszlasa valtozé formakat
mutatott minden egyes csoportban.

A pozitiv sejtek frekvencidja a kronikus B virusos hepatitises és elsédleges majrakban volt
a legmagasabb, az immunreakci6 intenzitdsa az elsdédleges majrak csoportjaban volt a leger6-
sebb.

Anti-HBxAg immunhisztokémiai jeldlodése tobbnyire citoplazmatikus és nuklearis min-
tdzatot mutatott. Az akut hepatitis és kronikus hepatitis mintdk tobbségében a jel6lédés goc
mintazatot mutatott (lokalizalt, jol koriilirhato HBxAg pozitiv teriiletek a citoplazmaban).
Meérsékelt sejt membran jelolddést talaltunk az egyik kronikus hepatitises esetben szemcsés
citoplazmatikus €s nuklearis jelolodés mellett. A citoplazmatikus X-antigén jelolédése egyes
esetekben kifejezett szemcsézettséget mutatott, diffiz nuklearis pozitivitds mellett. Tlnyo-
moéan nuklearis immun-pozitivitads volt jellemz6 szort megjelenési formaval egyes kronikus
hepatitis mintakban.
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Az anti-HBxAg antitesttel jellegzetesen erds €s egységes nuklearis immunreakciot talal-
tunk az ép majszovet minden egyes sejtjében majrak esetében, mérsékelt citoplazmatikus jeld-
16déssel. Kontroll majbiopszias mintdkon antitestiinkkel nem kaptunk semmilyen aspecifikus
reakciot.

A monoklonalis anti-HBxAg antitest immunhisztokémiai jelolédését Gsszehasonlitottuk
masik két kereskedelmi forgalomban megvasarolhato hepatitis B virus antigén ellenes (anti-
HBsAg ¢s anti-HBcAg) poliklonalis antitest reakcidjaval.

A napi laboratoriumi gyakorlatban az ,,S” (surface) és ,,C” (core) antigének vizsgalatat
hasznaljék az elsddleges diagnozisokra, mint eldrejelzési tényezoket. A mi monoklonalis anti-
testiink jelentdsen érzékenyebb reakcidt mutatott kronikus hepatitises betegek csoportjaban,
mint az anti-HBsAg és anti-HBcAg antitestek. A tovabbi csoportok alacsony mintaszama
miatt egyértelmili kovetkeztetést nem vonhatunk le.

4. Anti-HBxAg monoklonalis ellenanyag epitopjanak meghatarozasa soran kapott
eredmények.

Egyik monoklondlis ellenanyagunk (klonszam: 3F6/G10, I1gG2a), amely alkalmasnak bi-
zonyult mind immunszeroldgiai, mind immunhisztokémiai vizsgalatokra, kézel 100 human
majbiopszids mintan végzett retrospektiv vizsgalat arra utalt, hogy ellenanyagunk egy prog-
nosztikailag fontos epitdpot ismer fel, ezért sziikségesnek tartottuk ezen monoklondlis ellen-
anyagunk pontos idiotipus specificitdsanak meghatdrozasat.

A monoklondlis ellenanyagok epitdp specifitisanak meghatarozasara szamos modszer is-
mert, ami egyben azt is mutatja, hogy nincs egy altalanosan elfogadott, minden antigénre ¢és
ellenanyagra alkalmazhato technika.

A predikcids vizsgalataink soran kivalasztott igen magas antigenitasi értékkel rendelkezd
peptid szekvencidkhoz (26-31 és 100-114) az antitestiink nem kapcsolodott. A peptidek tesz-
telését ELISA rendszerben végeztiik.

Tovabbiakban az epitop vizsgalatat limitalt proteolizishez kapcsolt tomegspektrometridval
kiséreltiik meg. A rekombinans HBxAg részleges proteolizisét tripszines emésztéssel végez-
tilk, a peptideket molekulastlyuk alapjan 215nm-en detektalva, HPLC alkalmazasaval elva-
lasztottuk egymastol. A peptid frakciokat ELISA rendszerben teszteltik a 3F6/G10
klénszdmi monoklonalis antitestiinkkel. A pozitiv frakcidok tomegspektrometriai elemzése
alapjan egy peptidet (4lDVLCLRPVGAESR) lehetet meghatarozni az elsd pozitiv reakcio-
ban a tripszines emésztés sordn képzddott antigén fragmensek koziil. A megszintetizalt X fe-
hérje fragmenst viszont az antitestiink nem ismerte fel.

A predikcios és tomegspektrometriai vizsgalataink valdszinilileg az antigén szerkezete és e
modszerek elvi korlatai miatt nem vezettek eredményre.

Az epitdp meghatarozasat kilenc aminosavas, filamentézus fag felszinen megjelenitett
random peptid konyvtar segitségével folytattuk. A monoklonalis anti-HBxAg antitestiinkkel
megsziirtiik a random peptid konyvtarat. A vizsgélat eredményeként tiz (10) fag klont vélasz-
tottunk ki a DNS szekvenalasra. A klénok a szekvenciainak dsszehasonlitasa alapjan kaptunk
egy, az LPXXLH-val megegyez6 szekvenciat. Ez a szekvencia megtaldlhato a HBxAg elsdd-
leges aminosav szekvencidjanak 89.-94. intervallumaban.

A kapott eredmény megerdsitésére a HBxAg 79.-143. aminosavig terjedd szakaszabol - a
predikciés modell-vizsgalat eredményeit felhasznalva - négy atfedé6 GST-fuzids peptidet
expresszaltattunk E.coli-ban, melyeket ELISA-val teszteltiink. Az atfed6é fragmensek tesztelé-
se soran nem kaptunk reakciét a 97.-136. és a 117.-143. aminosavakat lefedé peptid-
fragmensekkel, viszont az el6z6leg random peptid konyvtarral meghatarozott LPXXLH szek-
venciat tartalmazoé 79.-117. és a 79.-143. aminosavat tartalmazé peptid-fragmensekhez az
antitestiink kapcsolodott. A 3F6/G10 klonszadmu monoklonalis antitestiink epitopja a HBxAg
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aminosav-szekvencia alapjan az (3o LPKVLHo4) aminosavakat tartalmazza. A meghatarozott
epitopt 3F6/G10-es klonszami monoklonalis antitestiink 89.-94. aminosav tartomanyhoz
kotoédik. A masik 4F1/A9-es antitestiink epitopja - amelyet ismert aminosav-szekvencidju
peptid ellen fejlesztetiink ki - a 13.-26. aminosav kozott talalhato.

5. A HBxAg és az anti-HBxAg antitestek detektalasara kifejlesztett immunesszék. mérési
eredményei

Szerolédgia vizsgalataink sordn 186 hepatitis B virus pozitiv human szérumot vizsgaltunk
meg. Az antigén mennyiségi meghatarozasat az altalunk kifejlesztett anti-HBxAg szendvics
ELISA rendszerrel végeztiik el, emellett az eldallitott HBxAg fragmensek segitségével a szé-
rumban az X antigén kiilonboz0 epitdpjai ellen termelddott ellenanyagok aranyat is meghata-
roztuk.

Els6 1épésként a monoklondlis antitest par specifitasat teszteltiik rekombinans HBxAg-el
¢s HBV fertézott betegekbdl szarmazd szérum-mintadkon immunoblot technika felhasznalasa-
val. Az antitestjeink mas szérum komponensekkel nem reagaltak.

A vizsgéalatot 12 HBV pozitiv mintan és 5 HBV negativ mintan végeztik el. Az
immunoblot abran 3 reprezentativ hepatitis B pozitiv és egy hepatitis B negativ mintan az
antitestjeink specifitdsdnak vizsgélata lathato.

Az immunszerologiai essz¢ kifejlesztésének elsd 1épéseként homologia vizsgalatot végez-
tiink a két antitestiink epitop-szekvencidja, a hepatitis B virus alcsoportok szekvencidja és a
BLAST adatbazis fehérje szekvenciai kozott. A homologia vizsgalat alapjan az antitestjeink
felismerési helyei kizardlag a hepatitis B virus X antigénjében talalhatoéak és konzervativak a
virus alcsoportokban.

Szendvics tipustt ELISA-t fejlesztettiink ki, a standard sorhoz rekombinans GST-HBxAg-t
alkalmaztunk. Eldzetes vizsgalatokra alapozva a 3F6/G10 jelll antitestiinket alkalmaztuk ,,be-
fogd” antitestnek ¢és a 4F1/A9 jelt antitestiink lett a ,,detektalo” antitest. Esszénk optimalis
érzékenységi tartomanya legalacsonyabb 4 ng/ml és a legmagasabb 2000 ng/ml kimutatott
értekek kozé esik.

A HBxAg detektaldsat 128 humén szérumban végeztiik el. A hepatitis B virus pozitiv
mintak diagndzisuk szerint a kovetkezoképpen csoportosithatdak: akut hepatitis (14), kroni-
kus hepatitis (80), tiinetmentes hordozo (12), a vizsgdlatba negativ kontrollként (22) egészsé-
ges kontroll szérumot vizsgaltunk meg. Az esszé negativ tartomanya a negativ (vak) minta és
a kontroll szérumok optikai denzitas értékei és a hozzdjuk tartozo standard deviencia kétsze-
resében volt meghatarozva, ng/ml értékben kifejezve 4 ng/ml alatti értékeket negativnak mi-
nositettiik.

A HBxAg-t az akut B virus fertdzésben szenvedé betegek szérumanak 64 %-ban, a kroni-
kus staddiumban 1évo betegek szérumanak 76 %-ban és a tliinetmentes hordozdok 50 %-ban tud-
tuk az esszénkkel detektalni. Az antigén koncentracioja 18.2 ng/ml és 1803.86 ng/ml érékek
gyobb a szdras, a +:0-200 ng/ml-es intenzitasi csoportba esik a legtobb szérum minta, de az
1000 ng/ml feletti HBxAg koncentraciot kizarolag ebben a csoportban detektaltunk. Az akut
csoportban az X antigén koncentracidja dominansan 500-1000 ng/ml hatarok kozé esett. A
hepatitis B virus fertdzott, de tiinetmentes hordozoéi csoportban a virus X fehérjéjének ala-
Az egészséges kontrollok esetében konzekvensen nem tudtunk HBxAg-t kimutatni a szérum-
bol.

Osszefiliggéseket kerestiink a betegség stddiuma, a keringé antigén mennyisége és a ter-
mészetes anti-HBxAg IgG illetve IgM izotipusu antitestek epitop mintazata kdzott. Az emberi
szervezetben termelddott anti-HBxAg antitestek feltérképezésére a rekombindns HBxAg-t
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(10-143 aminosav) ¢és 0t rovidebb rekombidns fragmensét valamint az N-termindlis (13-26
aminosavat tartalmazo) szintetikus peptidet hasznaltunk. Vizsgélatunkat ugyanazokon a szé-
rum mintdkon végeztiik, amelyeket a keringd antigén mennyiségének meghatarozasahoz al-
kalmaztunk. Az egyéni eltérések viszonylag egynemiiek voltak a titer mintazatban, kivéve a
kronikus hepatitises csoport IgG izotipust anti-HBxAg antitestjei esetében kaptunk karakteres
kiilonbségeket. Mindkét izotipusndl a legerdsebb anti-HBx valaszt a leghosszabb
rekombinans fragmens (10-143 aminosav) ellen kaptuk. A rekombinans C-terminalis
fragmens (C1: 79-117 aminosav) része egyértelmiien pozitiv volt mindkét izotipus esetében a
kronikus csoportban, illetve anti-IgG-HBxAg immunvalasz soran az akut csoportban. A to-
vabbi immunreakcidk hasonl6 jellegiiek voltak az akut és a tiinetmentes hordozok csoportjai-
ban. A szintetikus (13-26) aminosavat tartalmazo fragmensre a vizsgalt 106 hepatitis B virus
fertdzott beteg szérumabol csak ottel kaptunk pozitiv reakciot, harom IgM vélaszt az akut
csoportban és két IgG valaszt a kronikus csoportban (nem abrazolt adat).

Természetes anti-HBxAg antitest valasz vizsgalata rekombindns HBxAg szetten.A kiilon-
boz6 HBxAg fragmensek elleni természetes anti-HBxAg antitest titer és a HBxAg szérum-
koncentracidja kozott regresszid analizist végeztiink, hogy felfedjiink esetleges rejtett 0ssze-
fliggéseket a betegség stadiuma és a kapott paraméterek kozott.

Az akut B virusos hepatitis csoport regresszié analizise soran a csoportban az IgM
izotipusu antitestek reakcioja az Gsszes antigén fragmenssel igen magas korrelacios értéket
adott. Az analizis értékei kitiintetett szerepét mutatjak a Cl-es fragmensnek az IgG tipusu
immunvalaszban, illetve az N-terminalis recesziv jellegét. Erds Osszefiiggés volt a szérum
HBxAg szintje és a leghosszabb (10-143) fragmenssel szembeni antitest specifitas kozott.

A kronikus B virusos hepatitis csoport regresszio analizise soran IgG dominanciat talal-
tunk ebben a csoportban a C fragmensek preferalasdban. Mérsékelt osszefliggés kaptunk a
HBxAg szérum szintje az IgG valasz kozott. Az N-terminalis preferaltsaga is egyértelmiien
novekedett az akut csoporthoz képest. Viszont az IgM vélasz homogenitdsa elveszett és vi-
szonylagosan kitiintetett N-terminalis mellett megjelent a C fragmensek elleni immunvalasz
korrelacids 0sszefliggéseinek dominans jellege.

A tiinetmentes B virushordozok regresszio analizise soran karakterisztikus IgM domi-
nancia tapasztalhaté a korrelaciokban, hangstlyos C-termindlis és mérsékelt N-terminalis
korrelaciok mellett. Viszont az akut csoporthoz képest az IgM véalasz heterogenitasa figyelhe-
t0 meg. Az IgG tipust felismerésben a C1 és N-terminalis mérsékelt kapcsolata mutathato ki a
szérum HBxAg szintje kozott.

6. A keringé HBxAg mennyiségi meghatarozasa szendvics tipusi aramlasi citometriai
mikrogyongy esszével

Az altalunk kifejlesztett szendvics tipusii dramlési citometriai mikrogyongy esszében -

amelynek modszertani hatterét az el6zéleg kialakitott szendvics ELISA esszénk adta - ugyan-
azt a monoklonalis antitest part hasznaltuk és ugyanazt a rekombinans HBxAg-t.
A 3F6/G10 klon altal termelt anti-HBxAg monoklonalis ellenanyagunkat kotottik a
mikrogyongyre, majd a 4F1/A9 jeli klon 4ltal termelt ellenanyagot floureszcein-
izotiocianattal (FITC) jeloltiik és detektalo antitestként hasznaltuk. A teszt optimalizalasa so-
ran hasonl6 dinamikus tartomanyt tudtunk meghatarozni, mint az ELISA esetében.

A két rendszer Osszehasonlitdsa soran (32) kronikus B hepatitis beteg szérumat, (80) tii-
netmentes HBsAg hordozo terhes nd szérumat és (22) egészséges véradonak a szérumat hasz-
naltuk. Az elemzés eredménye ugyanazt az érzékenységet és szelektivitast mutatta ki méro-
rendszeriink mindkét szeroldgiai adapticidja sordn. A mérési eredményeink nagy fokban
egyeztek a hagyomanyos szendvics ELISA rendszerben kifejlesztett modszeriinkkel kapott
eredményekkel a két rendszer korrelacios koeficiense 98.67 %-os lett.
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Az eredmények megbeszélése

Munkdm sordn egy nagymértékben hidrofob fehérje a hepatitis B virus X antigénjét
(HBxAg) vizsgaltam. Az immunologiai felismerést befolyasolé molekuléaris mikrokornyezet,
ezen beliil az antigének alapvetd fiziko-kémiai tulajdonsdgainak tanulméanyozéisa napjaink
immunologiai alapkutatasanak egyik fontos kérdése, ami a biotechnolédgia és a rutin diagnosz-
tika szamara is donté fontossaggal bir. Az immunreaktivitast meghataroz6 elektrosztatikus és
hidrofil/hidrofob régiok térbeli elhelyezkedése az antigén molekula felszinén mind az immu-
nologiai felismerésben, mind a kivaltott effektor valaszban meghatarozo szerepet jatszik. Az
er6sen hidrofob antigénekrdl altalanossagban ismert, hogy nemspecifikus molekularis kol-
csOnhatdsokat hoznak 1étre, gyakran maszkirozddnak, kevésbé hozzaférheték az immunrend-
szer felismerd molekuladi és sejtjei szdmara, valamint a rejtett epitopok immunogenitisa
nagymértékben valtozik. Az eltakart reziduumok antigenitasarol kevés adat all rendelkezé-
stinkre.

Az epitoptérképezésre tobbféle modszert, koztiik NMR-t és rontgen-krisztallografiat al-
kalmaznak, de sikerrel hataroztak meg epitopokat limitalt proteolizist kovetd
tomegspektrometrids analizissel, polypropilén tiikon szintetizalt atfedd peptidekkel végzett
ELISA-val, fag felszinen megjelenitett random peptid vagy antigén fragmens konyvtarral,
illetve rekombinans antigén fragmensekkel ¢és predikciés modellekkel is. Az
epitoptérképezésre hasznalt modszerek tobbsége a szokatlan fiziko-kémiai jellegli antigének
¢€s a nem-linedris epitdpok esetében csak korrekciokkal hasznalhat6. Ezeknek a technikédknak
a hatékonysagat ndvelni lehet az antigén molekulak immunogén régidinak computer modelle-
zésével és valoszinliség-szdmitassal. A szokatlan fiziko-kémiai jellegli antigének viszont ront-
jak a klasszikus immunszerologiai €s spektometriai technikak alkalmazasanak hatékonysagat
¢és csokkentik a szamitogépes szerkezetelemzés sikerét. Ezt mi is tapasztaltuk a sajat anti-
HBxAg monoklondlis antitestiink epitop specifitasdnak vizsgalata soran:

- Mivel az anti-HBxAg hibridomak szelekcioja soran nem az in silico prediktalt régidoban (a
22-31 és a 100-114 szekvencia) kaptunk pozitivitast a szintetikus peptidekkel végzett kontroll
soran, epitoptérképezést kellett végezniink. Az irodalmi adatok szerint a teljes HBxAg
szekvencia képes antitestek képzését indukalni HBV fertézott betegekben, és a 100-114
szekvencia feltételezhetden az immundominéns régioba esik.

- A tomegspektometriai epitoptérképezés nem vezetett eredményre az anti-HBxAg
(klonszam: 3F6/G10) monoklonalis antitest esetében. Tovabbiakban az epitdp szekvencidja-
nak meghatdrozasara filamentozus fag felszinén kifejezett, kilenc aminosavboél 4ll6 random
peptidkonyvtarat alkalmaztunk sikerrel. A meghatarozott epitop szekvencia (s9 LPKVLHos)
tartalmaz egy tripszin vagasi helyet. gy a tomegspektrometriai analizis els6 1épéseként al-
kalmazott tripszines emésztés miatt lecsokkent az ,,epitdp” szekvencia mennyisége, és a szek-
venciat tartalmazo fehérje régié hidrofob jellege miatt a tovabbi kezelések soran kicsapodha-
tott, ez lehetett az oka a sikertelen tomegspektometriai epitoptérképezésnek.

- Antitestjeink epitopjait tartalmazo szekvencidk - klon: 3F6/G10: (89-94 aminosav) és klon:
4F1/A9: (13-26) - magas antigenitassal rendelkeznek Jameson és Wolf antigenitasi index alapjan
(Jameson, 1988). Chou-Fasman és Garnier algoritmusok alapjan, melyek az a-helixek és -
lemezek elhelyezkedését josoljadk meg, antitestjeink epitop szekvencidi az a-helixek és B-
lemezek kozott, azoknak a hataran helyezkednek el. Az a-helixek és B-lemezek hidrofobok, és
altalaban a fehérjék belsejében helyezkednek el. Karplus és Shultz-féle flexibilitasi index
alapjan mindkét szekvencia a HBxAg molekula nagyobb flexibilitdsu részeibe tartozik, az
algoritmus szerint ezek a szekvencidk a felszinen helyezkednek el és igy részvételiik az im-
munvalaszban valdszinisithetd.

A HBxAg, illetve az antigént specifikusan felismerd monoklonalis antitestek 1étrehozéasa
technikailag nehéz a protein sajatos fiziko-kémiai tulajdonsagai miatt mivel a molekula 54%-
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ban hidroféb aminosavakbol all. A teljes protein szintetikus eldallitasa technikai nehézségek-
be litkozik mert a HBxAg vizes oldatban kicsapddik. Ugyanakkor a HBxAg izoldldsa HBV
fert6zott human mintakbol kiilonleges eljarast igényel. Korabban a rekombinans HBxAg eldalli-
tasara MS2-HBxAg-t, illetve leggyakrabban GST-HBxAg-t konstrukciot hasznaltak. A GST-nek
mint hordozé molekulanak a hasznalhat6sagat szamos antigén konstrukcidéval 0sszehasonlitva
vizsgaltuk. Atfogd vizsgalatunk sordn bebizonyosodott, hogy GST-HBxAg megfeleld paraméte-
rekkel rendelkezik ahhoz, hogy reagensnek hasznaljuk az antitestek teszteléséhez €s esszéfejlesz-
téshez.

Rekombinans HBxAg felhasznalasaval és a klonok parhuzamos (immunszeroldgiai és
immunhisztokémiai)  jellemzésével  sikeriilt  kifejleszteniink  olyan =~ monoklondlis
ellenanyagcsalddot, mely formol-paraffinos, rutin szdvettani anyagokon is alkalmas volt
immunhisztokémiai vizsgalatokra.

Szamos irodalmi adat szerint a HBV genomot hordozé betegekben expresszalodo
HBxAg-nek a klinikai diagnézis szempontjabol alapvetdé prognosztikai értéke van. Az
irodalomban eddig kozolt HBxAg immunhisztokémiai vizsgalatokat tobbnyire poliklonalis,
illetve néhany esetben monoklondlis ellenanyagokkal végezték. Az adatok egyértelmiien arra
utalnak, hogy a HBxAg ko6z6s markerként szolgél hepatitis B virusos majgyulladas eseteiben
(akut, kronikus, cirrhosis hepatitis), valamint a PHC esetében.

A HBxAg jelenlétét tobb mint szaz paraftinos szovettani anyagon vizsgaltuk. A hepatitis B
virus fertdzott betegek méjbiopszias szovetmintak patologiai besorolasuk szerint a kdvetkezd
tipusokba tartoztak: akut hepatitis, kronikus hepatitis, cirrozis, primer hepatocelluléris karci-
ndéma. Retrospektiv immunhisztokémiai vizsgalatunk soran az akut B hepatitisben az X anti-
génnek koriilirt sejtcsoportokra lokalizalt jelolodését talaltuk, dominans citoplazmatikus ¢€s
mérsékelt nukledris festddéssel. Kronikus B hepatitis mintdkban az erds pozitiv régiok lokali-
zalt eléfordulasa mellett er0sen kiterjedt, szemcsés, citoplazmas és nuklearis pozitivitast is
kaptunk. Jelentékeny sejtmembran pozitivitast talaltunk egy kronikus B hepatitises esetben. A
cirrozisos esetekben eldtérbe keriilt nuklearis pozitivitas mellett mérsékelt citoplazmatikus X
antigén jelenlétet tudtunk detektalni. A PHC esetekben jellegzetesen erds nukleéris jeldlést
mutattunk ki az egész majra kiterjedten.

A kiilonbozd szerzOk eltérd gyakorisagot talaltak a HBxAg pozitivitdsban a vizsgalt
populaciotol és az alkalmazott anti-HBxAg ellenanyagoktdl fiiggden. Jellegzetes intracellularis
megoszlast talaltak poliklondlis ellenanyagokkal. A cirr6zisos betegek esetében a nukleéris
jelolodés 70 %-os, szemben a kronikus hepatitises esetekben taladlt 5-15 %-os gyakorisagu
nuklearis festddéssel. Ez az eltérés a lokalizdcioban arra utalhat, hogy a HBxAg a kronikus
majbetegség tipusatél fliggéen kiilonbozd sejtkomponensekhez kapcsolodik, ezaltal a
transzaktivaciot szabalyoz6 mechanizmus is eltérd lehet. A citoplazmdban talalhaté HBxAg
valosziniileg jelatviteli utakat befolyasolhat, mig a nuklearis lokalizacio a HBxAg transzkripcios
transzaktivalo képességére utalhat. Feltételezhetd, hogy a fertézés korai szakaszaban a B virus
kiilonb6z6 mitogén szignalokat aktival a citoplazmaban, majd késdbbiekben a sejtmagban
kozvetleniil 1ép kapcsolatba kiilonb6z6 transzkripeids faktorokkal.

Immunhisztokémiai eredményeink mind a kronikus hepatitises, mind a PHC-s csoportok-
ban korrelaltak az irodalmi adatokkal.

Az altalunk kifejlesztett monoklonalis ellenanyagokkal tisztazni tudtuk, hogy a HBxAg to-
megesen lehet jelen a fertézott majsejtekben és nemcsak a citoplazméaban, hanem a magban is
kimutathato, ugyanakkor alapvetden ) megfigyelésiink volt, hogy a monoklonalis ellenanya-
gunkkal a HBxAg immunreaktivitdsdnak megvaltozasat észleltiik a sejten beliili lokalizacio
fiiggvényében. A kronikus hepatitis B virus fertézés soran a sejtmag HBxAg pozitivitasanak a
novekedése a betegség prognozisanak rosszabbodasat és a primer hepatocellularis karcindma
kialakulasat jelezheti.
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Monoklonalis antitestiink (klon: 3F6/G10 epitop: 89-94 HBxAg szekvencia) a HBxAg-
nek azonos szekvencidjahoz kapcsolodik, mint az XAP1/DDB1 (DNS javitasban résztvevo
fehérje). A HBxAg-DDBlkapcsolat gatolja: a DDB1 fehérje funkciojat, a sejtndvekedést,
befolyasolja a sejtek ¢életképességét és fokozza a HBV replikacidjat. A human patogén HBV-
nek a HBxAg 89.-125. intervalluma fontos immunodominéns régioja €s funkcionalis szaka-
sza. A predikci6 alapjan antitestlink az antigén felszini 89-94 determinansdhoz kapcsolodik.
Igy kimondhatjuk, hogy a magas szelektivitasu antitestiink kitiintetett HBxAg szekvenciahoz
kapcsolodik és ellenanyagunk altal felismert epitopnak funkcionadlis jelentdsége van.

Immunhisztokémiai vizsgélataink jelentdségét abban latjuk, hogy olyan epitdp
specificitastt monoklondlis ellenanyagot sikeriilt eldallitanunk, mely a rutin pathologiai gya-
korlatban, mar fénymikroszkopos szinten is jol haszndlhaté informaciot ad a HBV fert6zés
mechanizmusarol és varhatod prognozisarol.

Ugyan a molekularis bioldgiai technikék alkalmazhatéak a HBxAg detektalasara, azonban
a rutin laboratériumi szolgaltatdsokhoz hagyoméanyos immunoesszékre van sziikség a nagy-
szamu mérés elvégzéséhez.

Sikertilt két magas affinitdsu anti-HBxAg monoklonalis antitestet kifejleszteniink, az eld-
zO6ekben mar jellemzett 3F6/G10 klénszamu 1gG2a izotipusu (esszénkben befogd antitest,
epitop: 89-94 aminosav szekvencia) és a 4F1/A9 klonszamu IgG1 izotipusu (esszénkben de-
tektald antitest, epitép: 13-26 aminosav szekvencia) monoklonalis antitesteteket. Az utobbi
antitest epitopjanak jellemzésére az alabbi irodalmi adatok ismertek:

A HBYV patomechanizmusanak vizsgalata soran jelentds fontossagi N-terminalis régiokat
(1-20 ¢és 13-26) is leirtak Ehhez a régidhoz kapcsolodo XAP2 - feltételezett funkcidja az X
antigén transzaktivald hatasdnak gatlasa.

Osszehasonlito szerologiai vizsgalataink soran 208 hepatitis B virus pozitiv humén szé-
rumot vizsgaltunk meg anti-HBxAg szendvics ELISA rendszeriinkkel. A szérum HBxAg an-
tigén mennyiségének meghatarozasa mellett vizsgaltuk a HBxAg fragmensek segitségével az
X fehérje kiilonbozo epitodpjai ellen termelddott természetes ellenanyagok aranyat is. Elsoként
vizsgaltuk kvantitativ eljarasokkal az Osszefliggéseket a betegség stddiuma, a keringd antigén
mennyisége €s az epitop mintazat kozott. Egy széles korben és régota alkalmazott, korrelaciods
analizist hasznaltunk fel a korszerli adatfeldolgozas segitségével nagyszamu
immunszeroldgiai minta tobb szempontt kiértékelésére. Az altalunk alkalmazott matrixsta-
tisztikai eljaras segitségével sikertiilt jol jellemezhetd prognosztikai csoportokat kialakitanunk:
A hepatitis B virus fert6zés akut stddiumaba tartoz6 betegek keringé antigén mennyisége ho-
mogén képet mutat a csoportban, értéke 500-1000 ng/ml kozé esik. A fertdzésnek ebben a
stadiumaban nincs kitiintetett régidja az [gM tipusi immunvalasznak, de az IgG tipusu valasz
soran mar a C1 (79-117) régio kitlintetett jellege jut érvényre a megfigyelheté N-terminalis
recesszivitas mellett.

A kronikus csoportban nagy szorast, karakteres kiilonbséget tapasztaltunk a HBxAg
mennyisége kozott, mely valoszinileg a fertdzés perzisztalo, illetve aktiv jellegét mutatja. Az
immunvalaszt vizsgalva a kronikus stddiumban eredményeink IgG dominanciat mutatnak C-
termindlis (C1 régio) preferalasa mellett. Emellett az N-terminalis IgG tipusu immunfelisme-
résének érvényre jutdsat figyelhetjilk meg. Azoknal a betegeknél, akiknél érvényre jut az N-
terminalis negativ regulald képessége, a kronikus fertézés valdszintileg perzisztalo jellegtivé
valhat. Azokban az esetekben ahol nincs, vagy elhanyagolhatdé az immunvélasz az N-
termindlis ellen feltételezhetden a kronikus fert6zés aktivizalodik. Az IgM tipusi immunva-
laszban az akut stddiumhoz képest a homogenités eltlinik és itt is C-terminalis dominancia
jelenik meg. Eredményeink alapjan kimondhatjuk, hogy a HBxAg expresszidjanak mértéke és
a kitiintetett C1 (79.-117. aminosav) régi6 elleni immunvalasz intenzitasa kozott szignifikans
kapcsolat van a hepatitis B virus fert6zés kronikus stddiumaban. A HBxAg C-terminalisa
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transzaktivacios funkcidval rendelkezik. E régio ellen kapott erds immunvalasz ¢és az X anti-
gén erds expresszidja a hepatitis B virus fertzés rosszindulati kimenetelét jelezheti.

A tiinetmentes hordozok csoportjdban karakterisztikus IgM tipusu immunvalaszt talal-
tunk, hangsulyos C-terminalis és mérsékelt N-terminalis korrelaciok mellett. Az akut csoport-
hoz képest az IgM vélasz heterogenitasa figyelhetd meg. Mérsékelt kapcsolat mutathato ki a
C1 és N-terminalis elleni IgG tipusu immunfelismerés és a szérum HBxAg mennyisége ko-
z06tt. (Ez utobbi valdsziniileg jelzi, hogy az immun-komplexek IgG antitestekbdl ¢s HBxAg-
bdl épiilnek fel.) Ez a korreldcié mutatja a HBxAg transzaktivaciot modositod szerepének gat-
lasat és szerepet jatszhat a tiinetmentes allapot kialakulasaban és fenntartasaban.

Az éltalanosan hasznalt immunszeroldgiai vizsgalati technikak elsésorban egyedi méré-
sekre alkalmasak. A klinikai rutin diagnosztikdban és a kutatasban egyarant fontos lehet
ugyanazon mintabol egyszerre tobb paraméter parhuzamos meghatirozasa. Ezt szolgéalja a
kozelmultban kifejlesztett aramldsi citometrian alapuld un. mikrogyongy technika is.
Polisztirén mikrogyongyoket szdmos immunesszében hasznalnak hordozoként. Az 4ramlasi
citometriai mérések optimalisak nagyszamu minta gyors analizisére.
tunk egy mikroanalitikus immunszerologiai mikrogyongy alapu dramlasi citometriai esszét.
Ezt kdvetden elvégeztiik e két rendszer dsszehasonlitd vizsgalatat azonos human szérum min-
takon. Az igy keletkezett mérési eredmények erds korrelaciot mutattak.

A technikai szempontbdl egy adaptaciot jelentd munka 0j Osszefliggések feltarasara valt
alkalmassa €s az 0sszeallitott biostatisztikai panel tovabbi, hasonlo klinikai és epidemiologiai
feldolgozasokban is alkalmazhato lehet.

A 208 klinikailag ellen6rzott szérum mintan végzett immunszeroldgiai vizsgalatunk ered-
ménye megerdsiti az X fehérje szerepét a HBV patomechanizmusaban és felveti az HBxAg
prognosztikus markerként val6 hasznalatanak elonyét.

Osszefoglalas

A hepatitis B virus (HBV) az egyik leggyakoribb human patogén, a hepadnavirusok csa-
ladjaba tartozik, enveloppal rendelkezik, részleges kettdslanca DNS-t tartalmaz. Az Egész-
ségiigyi Vilagszervezet (WHO) felmérése szerint az ezredfordulon 400 millié kronikus hepa-
titis B virus fert6zott ember €It vilagszerte. Az elmult évtizedben évente fél és egy millio ko-
z6tt ingadozott a HBV fert6zés szovédményeiben elhunytak szdma. A HBV fertdzés jelentd-
sége abban 4ll, hogy a kronikus hordozok esetében a primer hepatocellularis karcindma
(PHC) kialakuldsanak valoszintisége kétszdzszorosara nd. A PHC kialakuldsdban nagy szere-
pet tulajdonitanak a hepatitis B virus X antigénjének (HBxAg), amelyet a virus negyedik
,open reading frame”-je kodol. Ez az antigén rendkiviil konzervativ, a 17 kDa-os fehérjére
jellemz6 a nagyfoku hidrofobicitas, 154 aminosavabol 80 (54%) hidrofob jellegili, amely bio-
l6giai rendszerekben egyediilallo fiziko-kémiai szerkezetet jelent. A HBxAg egy multifunkci-
onalis szabalyz6 fehérje, amely jonéhany transzkripcids faktor miikodését modositja. Szamos
irodalmi adat szerint a HBV genomot hordozo6 betegekben expresszalodd6 HBxAg-nek a klini-
kai diagnozis szempontjabol alapvetd prognosztikai értéke van.

A HBxAg kimutatasanak nehézsége annak erdsen hidrofob jellegébdl kovetkezik. Ismert,
hogy nem-specifikus molekularis kdlcsonhatasokat hoz létre, gyakran maszkirozddik, kevésbé
hozzaférhetd a detektald antitestek szadmara. Kimutatdsdhoz a vizsgalt mintdk specialis keze-
1ése sziikséges.

Munkam célja kettds volt. Az elsd fazisban - a virus fehérje tovabbi immunologiai térké-
pezéséhez és immunszeroldgiai, immunhisztokémiai vizsgalatdhoz - a hepatitis B virus X
antigénjével reagald monoklonalis ellenanyagokat allitottunk eld. A masik cél a rutin klinikai
laboratériumban hasznosithaté immunszerologiai diagnosztikum kifejlesztése volt, mivel je-
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lenleg a kereskedelmi forgalomban ilyen antitestek és szerologiai esszék nem allnak rendelke-
zésre.

Rekombinans HBxAg felhasznalasaval sikeriilt kifejleszteniink olyan monoklonalis ellen-
anyagcsaladot mely formol-paraffinos, rutin szdvettani anyagokon is alkalmas volt
immunhisztokémiai vizsgalatokra, ill. kombinalt alkalmazasukkal lehetévé valt a human széru-
mok labordiagnosztikai kvantitativ analizise is.

Antitestjeink funkciondlis immundetermindnsokhoz kétédnek. Az egyik antitestiink (klon:
mint az XAP2, amelynek a feltételezett funkcidja az X antigén transzaktivalo hatasanak gatla-
sa. A masik antitestiink (klon: 3F6/G10) epitdp szekvencidja beleesik a DDBI1 és a HBxAg
kapcsolodasi szakaszaba (a DDB1 a DNS javitasban résztvevd fehérje). A HBxAg-DDBI
kapcsolat gatolja a DDBI1 fehérje funkcigjat és ezen keresztiil befolyasolja a sejtek ¢letképes-

Immunhisztokémiai vizsgélataink sordn a HBxAg pozitivitds jellegzetes sejten beliili
megoszlasat talaltuk. A citoplazma és a sejtmag kozott a pozitivitds intenzitdsdban jelentOs
eltérések mutatkoztak a hepatitis B virus fertézés kiilonbozé stadiumaiban. Altalanossagban
megallapithatd volt, hogy mig a majcirr6zisban és a PHC-ban dominalt a sejtmag pozitivitas,
addig az akut hepatitisben elsdsorban a citoplazma mutatott (granuléris) pozitivitast. A kroni-
kus hepatitisben mind a sejtmagban, mind a citoplazmaban (diffiz) intenziv festddés mutat-
kozott. A kronikus hepatitis B virus fertézés sordn a HBxAg pozitiv sejtmagok szazalékos
aranyanak a novekedése a Dbetegség prognodzisanak rosszabbodasat és a primer
hepatocelluléris karcinoma kialakulasanak kezdetét jelezheti.

Szeroldgiai vizsgalatokat a monoklonalis ellenanyagaink kombinalt alkalmazéasaval és az
in silico predikcios vizsgalati eredményeink alapjan kifejlesztett rekombindns HBxAg
fragmensek felhasznalasaval végeztiik, ELISA rendszerben, ill. multiparametrikus vizsgala-
tokhoz is alkalmas mikrogydngy technikaval. A predikcids vizsgalataink sordn kivalasztott
magas antigenitasi értékkel rendelkezd szintetikus peptid szekvencidkat a poliklonalis anti-
HBxAg antitestjeink felismerték, ugyanakkor a hibridoma klonjaink 4ltal termelt anti-HBxAg
antitestek nem. Epitoptérképezést végeztiink kiilonbozd metodikdk felhasznalasaval, a
filament6zus fagokon expresszaltatot peptidkonyvtar segitségével sikeriilt az ellenanyagaink
altal felismert aminosav szekvenciat pontosan meghatarozni. A kivalasztott antitestjeink altal
felismert epitdp szekvencidk kitilintetett régioi a hepatitis B virus X antigének, a korlefolyas-
ban fontos szerepet jatszo régiokkal reagalnak, ezért alkalmasak prognosztikai vizsgalatokra.

A kifejlesztett ELISA rendszerek segitségével elsdként tanulmanyozhattuk a keringd
HBxAg mennyisége €s az antigén kiilonboz6 részei ellen termelddott ellenanyagok titere ko-
zOttl Osszefliggést kvantitativ modszerrel, nagyszami mintdn. Vizsgélataink sordn 80 szé-
rummintanak, mintanként tizenhat adatat dolgoztuk fel az egymas kozti korrelaciok felderité-
sére. A bio-statisztikai feldolgozas alapjan Gjabb adatokat talaltunk a fertézés prognozisanak
megitélésére: a C1 epitop (a HBxAg 97-117 aminosav szekvencia) elleni IgG ellenanyagok
magas titere €s a keringd HBxAg nagy mennyisége kozott szignifikéns kapcsolat van a hepati-
tis B virus fertdzés kronikus stddiumaban. Irodalmi adatok szerint a HBxAg C-termindlisa
transzaktivacios funkcidval rendelkezik. E régi6 ellen kapott erds immunvalasz és az X anti-
gén erds expresszidja a hepatitis B virus fert6zés rosszindulati kimenetelét jelezheti.
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Introduction

Hepatitis B virus (HBV) is a major pathogen that chronically infects more than 400
million individuals worldwide. HBV is known as an important cause of acute and chronic
hepatitis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma (HCC). HCC is one of the most common
cancers worldwide, with 250,000 new cases diagnosed each year. Based on epidemiologic
studies involving chronic HBV infection, it is estimated that the relative risk of developing
HCC for HBV carriers may be 100- to 200-fold higher than that for non-carriers. 500,000
lethal consequences of HBV-related chronic hepatitis or HCC are registered. Perinatal
transmission results in lifelong symptomless but infectious carrier status with great
epidemiological importance. The probability of perinatal transmissions has been found to be
about 55% in the case of first-born babies, and about 40% in the case of later pregnancies of
symptomless carrier mothers.

HBYV is a small and partially double-stranded circular DNA virus belonging to the
hepadnavirus family that includes hepatitis viruses of woodchuck, ground squirrel, Peking
duck, etc. HBV genome has four open reading frames (ORFs), including envelope genes
coding region (pre-si, pre-s2 and s gene coding region), precore (pc) gene and core (c) gene
coding region, polymerase (p) gene coding region, X gene coding region. X gene is the
smallest and highly conserved open reading frame of HBV. X gene codes for a 17-kda protein
(X protein, HBxAg), which is made of 154 amino acids. HBxAg, which has no homologue in
the host genome. The X gene is conserved among mammalian hepadnaviruses. HBxAg is a
multifunctional viral regulator that modulates transcription, signaling pathways, protein
degradation, and cell responses to genotoxic stress and signaling pathways.. These
modulations affect viral replication and viral proliferation, directly or indirectly. HBxAg also
affects cell cycle checkpoints, cell death, and carcinogenesis. Importantly, HBxAg is a
moderate but broad-acting transcriptional transactivator and activates a variety of cellular and
viral genes, including proto-oncogenes, such as c-myc, c-fos, and c-jun. However, little is
known about the exact role of HBxAg in tumorigenesis. The X proteins of HBV can
moderately stimulate transcription of many different viral and cellular transcription elements
AP-1, CREB, NF-B and C/EBP. Promoters and enhancers stimulated by HBx typically
contain DNA binding sites for NF- B, AP-1, AP-2, c-EBP, ATF/CREB, or the calcium-
activated factor NF-AT. Biochemical evidence for activation of the DNA binding activity of
NF-B, AP-1, ATF/CREB, and NF-AT. HBxAg activates cell signaling cascades involving
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and Janus family tyrosine kinase (JAK) signal
transducer and activators of transcription (STAT) pathways.

Aims of the thesis

—

Mapping of HBxAg immunogenity on computer models and developement of
recombinant HBxAg fragments based on predicted data.
2. Development of anti-HBxAg monoclonal antibodies against recombinant and
synthetic antigens. Characterization of antibodies via immuno-serology and immuno-
histochemistry.

3. Determination of epitope specificity of monoclonal antibodies produced against
recombinant HBxAg antigen
4. Immuno-histochemical studies on formalin fixed and paraffin embedded slides,

originated from human liver biopsy.
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5. Development of an immunoassay (sandwich ELISA) to measure the X antigen of he-
patitis B virus from serum. Detection of natural antibodies produced against the X antigen
of hepatitis B virus using the developed recombinant HBxAg fragments.

6. Development of a second generation immuno-serological method available to study
multiple parameters, by the use of micro-beads for quantitative measurement of
circulatory HBxAg.

Materials and Methods

Antigenity prediction and synthetic peptides

The Chou—Fasman and the Garnier—Osguthorpe—Robson secondary structure predictions
of HBX were performed with the Protein Structure program of the Wisconsin-GCG package
(Genetics Computer Group Inc., University Research Park, Madison, WI, USA) peptide
sequences chosen on the basis of Jameson—Wolf antigenity index were synthesized using
fmoc chemistry and purified with HPLC at the Department of Chemistry, Faculty of
Medicine, University of Szeged.

Antigens

Two construct of recombinant HBxAg were used (Marczinovits et al. 1997) for mono-
clonal antibody and assay developments. The hepatitis B virus X gene (HBx) was cloned into
the fusion expression vector pRIT2T or into pGEX-3X, resulting a HBx-staphylococcal pro-
tein A (HBxAg-pA) or a HBx-GST (HBxAg-GST) fusion gene construct, respectively. Both
constructs were expressed in E.coli DH5. HBxAg-pA was used for immunization in crude
form. Affinity purified HBxAg-GST was used for testing the antibodies.

Recombinant X antigen (10-143. amino acid):

The development of the recombinant construct of HBxAg was described previously
(Marczinovits et al., 1997). Briefly, the truncated X gene was obtained by cutting of the
pHB320 plasmid with BamHI-Fspl restriction enzymes and cloned via the pHSG 395 vector
into BamHI-Smal restriction sites of the fusion-expression vector pGEX-3X (Amersham
Pharmacia Biotech), creating the pGEX-3XXBF recombinant plasmid. The X protein is
truncated by nine and eleven amino acids at the N- and C-termini, respectively. According to
the cloning strategy, the truncated X protein is flanked by five amino acids at the N-terminus
and by four amino acids at the C-terminal, derived from the pHSG 395 and pGEX-3X
plasmids, respectively.

N terminal fragment (10-90 amino acid) of HBxAg:

The original plasmid (Bichko et al., 1985) (pHB320) containing the HBV DNA subtype
ayw was used to subclone the entire HBx coding region between the Ncol site (position 1370
on the HBV genome) and Bgl/II site (position 1986) into the pGEX-3X vector (Amersham
Pharmacia Biotech) producing the pGEX-3XX recombinant plasmid. Clones containing only
the N-terminal portion of the HBx coding region were obtained by cutting the pGEX-3XX
recombinant plasmid with 4val (position 1461 on HBV genome) and EcoRI (linker sequence
of the vector), blunt-ending with Klenow fragment of DNA polymerase I followed by
ligation.
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C terminal overlapping fragments:

The pGEX-3XX plasmid was used to produce the recombinant overlapping HBx fragment.
Three overlapping parts of the X gene were amplified by PCR using primers with BamHI and
EcoRI restriction sites we published previously (Pal et al., 2003). The fragments were cloned
into the pGEX-6P-1 expression vector (Amersham Pharmacia Biotech). Each construct was
verified by sequencing.

The recombinant plasmids were transformed into E. coli strain DH5a, induced with
isopropyl-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG) and the recombinant fusion proteins were
purified on glutathione-S transferase resin according to Marczinovits et al., 1997.

Synthetic peptide antigens

Peptides of 13-26 amino acids were synthesized using fmoc chemistry and purified by HPLC
using routine techniques at the Department of Chemistry, Faculty of Medicine, University of
Szeged, Hungary.

Hybridoma development

Female BALB/c mice (Charles River Inc., USA) were immunized repeatedly. The spleno-
cytes of the most responding animal were fused to Sp-2/0-Agl4 (ATTC, USA) mouse mye-
loma cells according to the method described by Kohler and Milstein (1975). Hybrids were
selected on HAT containing culture medium (DMEM, Gibco, USA).

Development of the capture antibody

The affinity purified recombinant HBxAg-glutathione S-transferase (GST) construct was
the first antigen and the hybridoma clones were characterized by various methods. A clone
(3F6/G10) was chosen as the capture antibody. Selectivity was tested in human liver biopsy
samples from a retrospective immunohistochemical study.

Development of the detecting monoclonal antibody

Detecting antibody was developed against synthetic peptide fragments (13—26) of HBx.
The 13-26 peptide antigen was conjugated to KLH carrier molecules. Balb/c mice (Charles
River Laboratories, Raleigh, USA) were sequentially immunized. Hybridomas were produced
(Kohler and Milstein, 1975; Najbauer et al., 1986) and cultured in DMEM (Sigma Chemical
Co., USA) containing 10% FCS (Gibco, USA). The purified monoclonal antibodies were la-
beled by biotin (Sigma, USA). The best clone (4F1/A9) was selected for equally highest affin-
ity to the synthetic antigen, to the recombinant HBxAg, and to human serum samples.

Immunoserological characterization by ELISA

Cell culture supernatants were first tested by simple-binding ELISA described by Engvall
et Perlman (1972). HBxAg-GST was used as antigen for screening to exclude cross-reactions
with the carrier proteins used for immunization.

Microtitre plates (Dynatech, USA) were sensitized with Sug/ml of recombinant HBxAg in
0.1IM bicarbonate buffer, at pH 9,6 overnight at 4°C, PBS-gelatin (0,5%) (Sigma, USA) was
used to saturate the free binding sites. The hybridoma supernatants were tested in different dilu-
tions. Reactions were developed by HRPO labeled rabbit anti-mouse Ig (Dakopats, Denmark)
and measured by microphotometer (Dynatech MR 7000, USA) at 490 nm wavelength.
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The isotype subclasses of the mAbs were determined using a mouse isotype kit (Sigma
Chem. Co., USA)

Immunoblot determination

The HBxAg-GST and HBxAg-pA fusion proteins and the glutathione S-transferase (GST)
enzyme protein were used for SDS-PAGE electrophoresis (Laemmli, 1970). The samples
were run on a 15% polyacrylamide gel and stained with Coomassie blue. Proteins were elec-
trophoretically transferred from the gel to a nitrocellulose paper using a semidry system ac-
cording to Towbin et al. (1979). The free binding sites of nitrocellulose were saturated with
5% nonfat dried milk (PBS-milk) for 2 hours at room temperature. The membrane was
washed three times in washing buffer for 30 min and the hybridoma supernatants were added
(1:1000) for 2 hours at room temperature. The samples were washed three times and then in-
cubated with HRPO conjugated goat anti-mouse IgG (Dakopats, Denmark) for 1 hour at room
temperature. The reactions were visualized by diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB,
Sigma Chem Co. USA) as substrate.

The sera were boiled for 10 min in SDS sample buffer and were separated by 15% SDS—
PAGE using Mini Protean 3 devices (Bio-Rad, Hercules, USA). The gel was transferred to a
Hybond ECL membrane (Amersham Biosciences), blocked with 5% non-fat dry milk in PBS
for 1 h and incubated with anti-HBX monoclonal antibodies (1:500, 3F6/G10, 4F1/A9) in
PBS containing 1% non-fat dry milk. After the membrane was washed three times with PBS,
horseradish peroxidase-coupled anti-mouse IgGs (1:5000 Amersham Biosciences) were added
and the signal was detected with the ECL Plus Western blotting detection system (Amersham
Biosciences) according to the manufacturer’s instructions, using Kodak X-ray film.

Immunohistochemical characterization

The specificity of monoclonal anti-HBxAg antibody clones was analyzed in different
human tissues. Formaldehyde fixed and paraffin embedded tissue sections from clinically
verified B hepatitis positive liver biopsies were used as positive controls. HBV negative,
normal and pathologic tissues originating from the tissue bank of Histopathology Ltd. were
analyzed during the further immunohistochemical characterization of monoclonal anti-
HBxAg clones. An IgG2a (anti-CD45RO, clone UCHL-1; Immunotech Inc., France) mono-
clonal antibody was used as irrelevant, negative control during the whole immunohistochemi-
cal investigations.

Retrospective immunohistochemical study

A retrospective study on needle biopsy specimens from patients with acute viral hepa-
titis (10), chronic hepatitis (45), liver cirrhosis (9) and surgical biopsy specimens from pa-
tients with PHC (8) was performed after the selection of the best anti-HBxAg clone (No.
3F6/G10 with IgG2a isotype). The tissue samples were obtained from the Pathology Service
of the County Hospital of Baranya in Pécs, County Hospital of Zala in Zalaegerszeg and from
the Histopathology Ltd., Pécs. Formaldehyde-fixed, paraffin embedded sections were stained
by polyclonal (goat) biotinilated anti-HBsAg (Dacopatts, Denmark) and biotinilated (rabbit)
anti-HBcAg (Dakopatts, Denmark) antibodies. The findings were compared to the results of
immunohistochemical investigations by monoclonal anti-HBxAg (IgG2a) antibody. Biotin
labeled anti-mouse Ig (Dakopatts, Denmark) was used as secondary antibody in the case of
anti-HBxAg. The reactions were developed by the HRPO streptavidin—biotin complex
method. Immunostaining was visualized by H,O,-amino ethyl carbasol (Sigma Chem. Co.,
USA) substrate and the sections were then counterstained with hematoxylin. Irrelevant mono-
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clonal antibodies as the anti-FITC IgG1? and the anti-UCHL-1 IgG2a (Immunotech Inc.,
France) were used as negative controls.

Epitope determination of the anti-HBxAg 3F6/G10

Limited proteolysis and mass spectrometry

Recombinant X protein was reduced by dithiothreitol, alkylated with iodoacetamide and
digested by trypsin in solution (Kele et al., 1998). The peptide fragments were separated on a
C18 reversed-phase HPLC column (Nucleosil 5C18, 300 A) using 40 min linear gradient
from 20 to 60% solvent (0.1% trifluoroacetic acid in 80% aqueous acetonitrile) at the flow
rate of 1 ml/min solvent. Column effluent was monitored at 215 nm and was collected in 1ml
fractions. Binding characteristic of the separated peptides to monoclonal antibody against
HBX were tested by ELISA. The amino acid sequence of the fractions showing the highest
positive reaction in ELISA was determined by nano-ES/MS/MS using a TSQ 7000 triple quad
mass spectrometer (Wilm and Mann, 1996).

Screening of the phage displayed random peptide library

The filamentous phage library displaying nine amino acid random peptides as a fusion to
the N-terminal of the M13 major coat protein VIII was constructed previously (Felici et al.,
1991), and was a generous gift from Dr. Alessandra Luzzago (Instituto di Ricerche di Biolo-
gia Molecolare, Italy). The affinity selection of phages with our anti-HBX Mab was per-
formed using the biopanning technique (Parmley and Smith, 1988). In brief, a plastic petri
dish was coated with the Mab overnight (40 and 4 g/ml in PBS during the first and the sec-
ond round of panning, respectively), after washing with PBS/0.05% Tween-20 and blocking
with a solution containing PBS/3% BSA, 1010 ampicillin transducing unit (ATU) blocked
phage was added and incubated for 2 h at 37 °C. The plate was washed with PBS/Tween-20
(0.05% in the first or 0.5% in the second round of panning) and the bound phage were eluted
with 1 mg/ml BSA/0.1M glycine, pH 2.2. Following neutralization with 2M Tris—base, 10 ml
XL1-Blue (0.D.600: 0.5) was infected and plated on LB agar plates containing 50 g/ml am-
picillin. The next day the colonies were scrapped off the plates, were resuspended in 10 ml
LB and were superinfected with 1011 plaque forming unit (PFU) M13KO7 helper phage. Af-
ter an overnight incubation at 37 °C phage were precipitated with 16.7% PEG8000/3.3M
NaCl twice and resuspended in TBS. Following the second round of panning 10 ml XL1-Blue
(0.D.600: 0.5) was infected with 104 ATU phage, superinfected with 1011 PFU M13KO7
helper phage and plated on LB agar plates at a low density to allow immunoscreening to be
performed. After 5 h of incubation nitrocellulose membranes were applied and left on the
plates overnight. The membranes were blocked with TBS/0.05% Tween-20/5% non-fat dry
milk and incubated with the anti-HBX Mab (1 _g/ml in blocking solution) for 2 h. Positive
clones were visualized with an AP conjugated anti-mouse IgG secondary antibody.

Serum samples

All sera were obtained from the laboratory services of the First Department of Medicine,
Medical Center of the University of Pécs and the Division of Virology, Bela Johan National
Center for Epidemiology, Budapest, as residual samples after completion of all laboratory
testing. The results obtained with sera of patients suffering from HBV positive acute (14) and
chronic (80) hepatitis and those taken from healthy HBV carriers (12) were compared with
healthy, HBV negative, serum samples (22) and sera from symptomless HBsAg-carrier preg-
nant women (80). The sera were pretested for HBV by specific ELISA for HBsAg and
HBcAg (Dialab, Hungary).
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Low pH pretreatment was used in serum samples before the immunoassays to decompose
the immunocomplexes and the non-specific aggregates present in sera stored in the frozen
state at —20 °C. GST-HBxAg standard and serum samples were diluted in glycine (pH 2.0, 10
min, 37 °C) and than restored to pH 8.0 in Tris-base to a final dilution of 1:10.

Construction of sandwich type ELISA

Assay conditions were optimized by checkerboard titration of recombinant HBxAg-GST
standard. Microtitre plates (Nunc, France) were coated with 100 ul of mouse monoclonal anti-
HBx (3F6/G10) antibody at a concentration of 10 pg/ml in 0.05 M bicarbonate buffer (pH
9.6) at 4 °C overnight, followed by 60 min incubation at 37 °C. After repeated washing, the
plate with 0.15 M phosphate-buffered saline (PBS) non-specific binding sites was blocked by
adding 1% gelatin—PBS (300 pl) at 37 °C for 1 h. Then, the plate was washed four times with
PBS—Tween 20 (PBST). Following the last wash, GST-HBxAg standard and serum samples
were diluted in glycine buffer (pH 2.0, 10 min, 37 °C) and then restored to pH 8.0 by adding
Tris-base to a final dilution of 1:10. The plate was incubated at 37 °C for 4 h. After washing,
100 pl of biotin-conjugated mouse monoclonal anti-HBx (4F1/A9) antibody (2 pg/ml) were
added to each well and incubated at 37 °C for 1 h and washed again. Then, 100 ul of strepta-
vidin-horseradish peroxidase (Sigma, USA) diluted to 1:3.000 in PBST were added to each
well and incubated at 37 °C for 1 h. Finally, the plate was washed, the color reaction was de-
veloped by ortho-phenylenediamine (oPD) (Sigma, USA), and was stopped by 0.46 M sulfu-
ric acid (100 ul/well). Optical densities (ODs) were read at 490 nm in a plate reader (Thermo
Labsystems IEMS Reader MF, Finland). The levels of HBxAg in the serum samples were
interpolated from a GST-HBx standard calibration curve using an automatic calculation pro-
gram (Labsystems Ascent Software 2.4 for IEMS Reader MF).

ELISA on HBx antigen fragments

Microtitre plates (Nunc, USA) were coated with an even amount of antigens relative to the
peptide component of each construct (recombinant protein or synthetic peptide fragment) in
3ug/ml concentration dissolved in 0.1M bicarbonate buffer, pH 9.6 overnight at 4°C. Followed
by incubation for 1 hour at 37°C. We washed the plates three times with PBS containing 0.05%
Tween 20 (Sigma, USA) and PBS-gelatin (0.5%) (Sigma, USA) treatment was used for 30 min
to eliminate the unbound antigen and to saturate the free bindings sites of the assay plates. After
a washing step serum samples (1:100 diluted in PBS-Tween 20) were added for 1 hour at 37°C.
Following the next wash with PBS-Tween 20, HRPO labeled rabbit anti-human IgG and IgM
(DAKO, Denmark) was added to the wells in 1:2000 dilution (Diluted in PBS-Tween 20) and
incubated for 1 hour at 37°C .The plates were repeatedly washed with PBS-Tween 20. Enzyme
acivity was visualised using o-phenylenediamine (Fluka, Germany) and 0.02% H,0O, added in
0.1M citric acid buffer (pH 5.0). The reaction was blocked by sulfuric acid (4M) and the results
were counted by a microphotometer (Labsystems Ascent Software 2.4 for IEMS Reader MF)
at 490 nm wavelength. The measurements were performed in parallel under standard conditions,
the samples were applied in triplicate. The quantitative measurements of serum HBxAg
concentrations yielded constant values (the inter-assay variability scatters were less than 5%), the
HBx specific antibody measurements showed standard tendencies during the repeated
measurements.

Cytometric bead array immunoassay

Microparticles were prepared and coupled to monoclonal antibody as previously described
(Carson and Vignali, 1999). Briefly, polystyrene beads, 7.5 nm diameter (BD Biosciences
USA), were coupled via a covalent linkage based on thiol-maleimide chemistry with mono-
clonal anti-HBx (3F6/G10) capture antibody according to the labeling kit and the manufac-
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turer’s protocol. The labeled microbeads were stored for sequential investigations at +4 °C in
storage buffer. Before the measurement, 1000 beads per sample were reconstituted in washing
buffer by ultrasound (37 kHz, 100 W, 2 min) at room temperature. Each serum sample was
pretreated as described in the ELISA protocol. The samples were incubated with 1000—-1000
beads for 4 h at 37 °C. Then, the samples were washed and incubated with biotin conjugated
anti-HBx (4F1/A9) detecting antibody (2 pg/ml) for 1 h. After three washing steps, the sam-
ples were incubated with streptavidin-FITC (DAKO, Denmark) in 1:100 dilution for 1 h at 37
°C. The samples (after three washing steps) were acquired within 1 h using a FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences USA) and list mode files were further analyzed with FCAP
Array software (SoftFlow, Hungary). Comparing the mean intensity values of the FITC re-
porter fluorescence of the samples to a standard curve, the software generates quantitative
data on the HBxAg concentration in patients’ sera.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed by Student’s ¢ test. The data were analyzed with Sig-
maPlot software 2000 (SPSS Inc., USA)

In silico homology analysis of HBxAg epitopes

In silico analyses was performed to check for known homologies of 13-26 and 89-94 sub-
sequences of HBxAg (gi:4704317). Subsequences were searched against the non-redundant
protein database (database size as of September 2004 = 688,443,072) using the BLASTP2.2.9
program (Altschul et al., 1997) (expect = 20000; Matrix PAM30; gap cost existence = 9; ex-
tension = 1; word size = 2). Results were limited by the Entrez option: hepatitis B virus
[ORGANISM] AND X protein [PRODUCT] (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Results

1. Mapping of HBxAg immunogenity on computer models and developement of
recombinant HBxAg fragments based on predicted data.

Computer analysis of the HBX secondary structure with the Chou-Fasman and the
Garnier—Osguthorpe—Robson structure predictions revealed that there were a few sequences
exhibiting turn structures along the N-terminal half of the molecule and at the C-terminal as
well. The sequence between amino acids 75-130 contains alpha-helices. Beta-sheets are
predicted all along the polypeptide chain. There are no sites presumed to be glycosylated. The
protein contains 84 hydrophobic amino acids amounting to 54% of the whole molecule. On
the basis of the Jameson—Wolf antigenity index, two sequences (amino acids 22—31 and 100-
114) were chosen and synthesized for further testing. The prediction was controlled
immunoserologically with simple binding ELISA technique using synthetic peptides
(sequences 22-31 and 100-114) as antigens. Unfortunately, none of the Mabs recognized
these epitopes.

2. Anti-HBxAg monoclonal antibodies developed against recombinant and synthetic
antigens. Immunoserologically and immunohystochemically characterisation of
antibodies.

An anti-HBxAg monoclonal antibody family was developed following the usual way

against recombinant hepatitis B virus X protein. Monoclons were selected and characterized
immunoserologically and immunohistochemically. Monoclonal IgG2a antibody secreted by
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hybridoma clone 3F6/G10 was a like optimal for ELISA, immunoblot and
immunocytochemistry. The anti-HBxAg monoclonal antibody recognized (in 5 ng/sample
dilution) the recombinant antigen (in 250 ng/sample) as proved by high optical density
(OD490 >1.000) measured in a simple binding ELISA. 2.3 ng/well antigen concentration
(calculated for the X protein) was the minimum antigen level in the optimal measurable range
(OD490 <0.400). No reactions were found with the fusion partners (GST, and Protein A) or
other non-specific mammalian and non-mammalian proteins. Further characterization of anti-
HBxAg antibody clone by immunoblot technique showed obvious positivity in the relevant
band. The immunohistochemical characterization did not show any positive reaction on
different normal human tissues (embryonic and adult) and non-mammalian samples.
However, intensive immune reactivity was found in liver biopsy samples from chronic hepati-
tis B virus carrier patients in different histological and cellular localization. Granular
cytoplasmic and nuclear stainings were present in equal density in some cases and an
exclusively intense nuclear positivity in some others.

3. Results of immuno-hystochemistry by anti-HBxAg monoclonal antibody on liver-
biopsy samples from patients infected by hepatitis B.

Retrospective histopathological analysis was performed on 72 liver biopsy samples of
clinically verified hepatitis B virus holding patients. We analyzed the microscopic appearance
and the type of intracellular localization of HBxAg immunostaining according to the
classification of commonly accepted literature data. The highest number of HBxAg positive
cases was found in the group of patients with chronic hepatitis (86.6%) in heterogeneous
microscopic appearances. Between 40 to 50% of the biopsy samples showed HBxAg
positivity in the groups of acute hepatitis, liver cirrhosis and primary hepatocellular
carcinoma. The histologic and cytologic distribution of HBxAg showed various forms in each
group. The frequency of positive cells was the highest in chronic hepatitis and PHC, however,
the intensity of the immune reactions was ambiguously strongest in the group of PHC
samples. Intracellular localization after anti-HBxAg immunostaining showed cytoplasmic
and/or nuclear distributions in general, but dominant nuclear positivity was found in PHC.
The histological occurrence of labeling with anti-HBxAg monoclonal antibody showed a
focal pattern (localized in well-defined groups of HBxAg positive cells between broad
negative regions, marked as “L”) in the majority of acute and chronic B hepatitis biopsy
samples. Moderate cell membrane staining was found in one chronic B hepatitis case with
granular cytoplasmic and heterogeneous nuclear labeling. The cytoplasmic occurrence was
granular in some cases, fine granular (diffuse) in the other samples independently from the
clinical and histopathologic stages of chronic hepatitis or cirrhosis.. A predominantly nuclear
appearance was typical with diffuse histologic pattern in a few chronic hepatitis samples. We
found characteristically intense and uniform nuclear immunoreactions with HBxAg antibody
in each cell of the entire liver tissue (both in the tumor and in the residual liver) on PHC cases
with moderate cytoplasmic labeling. The results of the anti-HBxAg retrospective study on 72
biopsy samples with detailed data of the histologic and cytologic microscopical appearance
are summarized. To exclude non-specific nuclear reactions, which could occur in some
formaldehyde fixed samples using mouse antibodies, we tested all tissue samples with an
irrelevant mouse monoclonal antibody as negative control (anti- UCHL-1 IgG2a) but no false
positive immunoreactivity was found. We compared the microscopic immunostaining pattern
of monoclonal anti-HBxAg antibody with two commercially available polyclonal antisera
against other hepatitis B virus antigens. In the laboratory daily routine the determination of
both “s” (surface) and “c” (core) antigens are used for primary diagnosis and as prognostic
factors. Our monoclonal antibody showed significantly more sensitive reactions in the group
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of chronic hepatitis patients than the HBsAg or HBcAg antibodies. The limited number of the
investigated cases in other groups did not allow correct calculations in liver cirrhosis and
PHC, but the tendency is clear. The microscopic patterns of HBxAg positivity have been
summarized in different histopathological stages of HBV infection-related diseases.

4. Results originated from the epitope mapping of anti-HBxAg monoclonal antibody.

Using our anti-HBX Mab we screened a random peptide library displayed on filamentous
phage. Based on the immunoscreening and ELISA tests we chose 10 phage clones for DNA
sequencing. A comparison of the deduced amino acid sequences of these clones revealed a
consensus sequence of LPxxLH. This sequence can be found in the primary structure of HBX
(amino acids 89-94). We found strong reactions with anti-HBX Mab in GST fusion peptides
spanning amino acids 79—143 of the HBX. The anti-HBX Mab recognized only the segment
representing amino acids 79-117. No reaction was found when peptides containing sequence
97-136 and 117-143 were tested. According to the alignment of the segments only the
sequence 79-94 can possibly contain the epitope bound by the anti-HBX Mab. This
calculation further supports the results of the random peptide library screen, which identifies
the epitope sequence as LPxxLH (amino acids 89-94 of the HBX).

5. Experimental results of immuno-assays developed to detect the HBxAg and anti-
HBxAg antibodies.

The selectivity of HBxAg ELISA was tested on 128 human serum samples: the HBV
negative samples (22 healthy control sera) were consistently negativein the assay (the OD490
was in all cases under 2SD of the OD value of the blank and the control sera). The presence of
the HBxAg on 106 HBV infected patients was detected by ELISA in 64% of acute patients, in
76% of chronic hepatitis patients and in 50% of the healthy carriers. The cut off range was N4
ng/ml according to the results of the healthy controls. (The previous literature data are suggest
a similar range. The concentrations were between 18.2 and 1803.86 ng/ml.

We used the recombinant 10-143 HBxAg and other six recombinant antigen fragments and
a synthetic N-terminal peptide fragment (13-26) for mapping the antibodies present in the sera
of HBV infected patients. Serum samples of acute (14 patients) or chronic hepatitis (80 pa-
tients), symptomless carriers (12 patients) and 22 healthy donors were analyzed for anti-
HBxAg antibodies of IgG and IgM isotypes.

The HBxAg serum levels were measured by sandwich type ELISA developed previously
(Pal et al., under publication). The measured concentrations ranged in a wide spectrum of 18 —
1800 ng/ml. The averages of serum HBxAg concentrations were higher in acute and chronic
hepatitis samples than in symptomless carriers; however, individual variations were also
elevated in chronic hepatitis patients.

Demonstrates the distribution of serum titers of circulating anti-HBx antibodies of IgG and
IgM isotypes. Individual differences were relatively homogenous except for anti-HBx IgG in
chronic hepatitis patients. For both the IgG and IgM isotypes, the strongest anti-HBx response
was observed against the longest fragment of the recombinant antigens (10-143). The
recombinant C terminal fragment (C1: 79-117) was typically positive in chronic hepatitis
patients for both IgG and IgM isotypes. IgG antibodies showed strong binding to the same
sequence in acute hepatitis and in symptomless carriers. IgM reaction against the rest of
analyzed sequences was slightly positive, with minimal individual variations. Healthy
controls proved to be consistently non-reactive to all the antigens included in the study.

Correlations between the HBxAg serum concentration and antibody titers against HBxAg
fragments were subjected to regression analysis to unveil hidden correlations among different
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parameters and groups. The results of regression analysis performed on HBxAg serum
concentrations and the antibodies responding to different HBx fragments (both IgG and IgM)
as measured in the sera. Reaction of antibodies belonging to the IgM isotype with all HBxAg
fragments showed strong correlations with each other in patients with acute hepatitis. 1gG
antibodies consistently exhibited highly specific recognition of C1 fragments and accordingly,
ignorance of the N terminal end. Also there has been a strong correlation between the serum
HBxAg level and the antibodies specific to the longest fragment (X: 10-143).

Among the antibodies detected in chronic hepatitis B patients, we have found a high
correlation between IgG type antibody responses in the case of C-terminal fragments, but it
was missing in the case of N-terminal fragments. There was a moderate correlation between
the serum level of HBxAg and the IgG response against the C-terminal fragments and the
longest fragment (X: 10-143). The regression analysis revealed that concerning IgM reaction
N- and C-terminal fragments were dominant, but no correlation was found with the antigen
concentrations in the sera.

The regression analysis results of symptomless HBV carriers showed close similarities to
acute hepatitis B patients. In the case of IgM type immune response, there was a strong
correlation of antibody titers against C3 and N-terminal fragments. However, correlations for
IgM were less homogenous as compared to patients with acute hepatitis, and correlations
were found between the serum HBxAg concentration and Cl- and N-terminal fragment-
specific IgG production. This latter probably indicates that the forming immune complexes
are made up of IgG antibodies and HBxAg.

6 Quantitative analysis of circulating HBxAg via sandwich-type flowcytometric micro-
bead assay.

The microbead assay was tested with the sera of chronic hepatitis patients (32), sera of
symptomless HBsAg-carrier pregnant women (80) and healthy individuals (22). demonstrates
characteristic positive and negative samples. The results were compared to the results of the
ELISA measurements performed in parallel. Comparative analysis of the two assays showed
the same sensitivity and selectivity; the correlation coefficient of the data (measured on the
same serum samples) was 98.67%. The microbead assay resulted in similar sensitivity as the
ELISA.

Discussion

We have studied the hepatitis B virus X antigen (HBxAg), a protein of high
hidrophobicity. The molecular micro-environment that influences immune-recognition
including the study of basic physico-chemical characteristics of antigens is one of the most
important topics of basic immunology studies. This has a great impact on both biotechnology
and routine. The 3D localization of the electrostatic and hydrophobic/hydrophylic regions on
the surface of the antigen, determines immune reactivity and plays a crucial role in immune
recognition and effector mechanisms. It is generally known that antigens, showing strong
hydrophobic features, form non-specific molecular connections and so they are often masked.
They are hard to reach for the recognition molecules and cells of immune system and the
immunogenicity of hidden epitopes changes counts a lot. We have few data on the
antigenicity of masked residues.

Various methods like NMR and X-ray crystallography are applied for mapping epitopes.
They are successful in defining epitopes by limited proteolysis followed by mass-spec
analysis and ELISA on overlapping peptides synthesized on polypropylene needles. Other
methods used random libraries of peptides, recombinant antigen fragments or fragments of
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antigens, expressed on the surface of phages; also there are model predictions. In the case of
non-linear epitopes or antigens exhibiting unusual physico-chemistry, most of the methods
used for epitope-mapping can be applied following corrections. The efficiency of these
techniques is increased by probability analysis or through computer modeling of the
immunogenic regions of the antigen molecules. For antigens with unusual physico-chemical
characteristics the efficiency of regular immune-serological or spectrophotometric
applications and the success of computer structure analyses is severely impaired. We have
also experienced this phenomenon when studying the epitope specificity of our anti-HBxAg
monoclonal antibody:

We had to perfrom epitope mapping since the positive results we obtained during the
selection of anti-HBxAg hybridomes using synthetic peptides as a control, were not in the
region predicted previously in silico (sequences 22-31 and 100-114). According to literature,
the entire HBxAg sequence is able to induce the production of antibodies in HBV infected
patients and the sequence of 100-114 is probably localized in an immunodominant region.

The epitope mapping using mass-spec analysis did not lead to success in the case of anti-
HBxAg (clone No.: 3F6/G10) monoclonal antibody. Later on, we successfully used a random
peptide library, consisting of nine amino acid residues, expressed on the surface filamentous
phages to determine the sequence of the epitope. The defined epitope sequence
(89LPKVLHg4) contains a digestion site for tripsin. Following tripsin digestion, during the

first step of the mass-spec analysis, the amount of the epitope sequence decreased. It probably
coagulated during the treatments as the protein region, containing the sequence, is
hydrophobic. This was the reason of the unsuccessful epitope mapping via mass-spec
analysis.

Sequences containing the epitopes of our antibodies — clone: 3F6/G10: (89-94 residues)
and clone: 4F1/A9: (13-26) — have strong antigenic characters based on the index of Jameson
and Wolf (Jameson, 1988). According to Chou-Fasman and Garnier algorithms, that predict
the localization of a-helices and B-sheets, the epitopes of our antibodies localize on the border
between a-helices and B-sheets. The a-helices and B-sheets are hydrophobic and usually
situated inside the proteins. Both sequences belong to the regions of higher flexibility of the
HBxAg molecule based on the Karplus and Shultz index of flexibility. According to this
algorithm these sequences are located on the surface that suggests their involvement in the
immune response.

The technique of producing HBxAg and a-HBxAg monoclonal antibodies able to
specifically recognize the antigen is difficult because of the unique physico-chemical
characters of the protein since 54% of the protein is made up from hydrophobic residues. The
synthetic production of the whole-protein is hard as well, because HBxAg precipitates in
aqueous solution; also the isolation of HBxAg from HBV infected human samples needs
special procedures. Earlier the MS2-HBxAg and most often the GST-HBxAg constructs were
used for the production of recombinant HBxAg. We studied the usability of GST as a carrier
molecule compared to numerous antigen constructs. It has been proven during our extensive
study, that GST-HBxAg has suitable parameters to use it as a reagent to test antibodies and
develop assays.

We were successful in developing a family of monoclonal antibodies using recombinant
HBxAg and the parallel characterization (immuno-serological and immunohistochemistry) of
clones. This family can be used on routine histological samples embedded in formol-paraffine
for immunohistochemistry studies.

According to numerous data in the literature, if the HBxAg is expressed in patients
carrying the HBV genome, it has clinically significant prognostic value. The HBxAg
immunohistochemistry studies published in the literature were mostly carried out using
polyclonal and in some cases monoclonal antibodies. Data clearly shows that HBxAg serves
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as a common marker in the cases of viral hepatitis B liver infections (acute, chronic, cirrhosis
hepatitis) and PHC cases.

We studied the presence of HBxAg on more than one hundred paraffinated histological
slides. The patients infected by hepatitis B virus were categorized in the following types based
on the pathologic category of liver biopsy: acute hepatitis, chronic hepatitis, cirrhosis and
primary hepatocellular carcinoma. We found the localized labeling of X-antigen in defined
groups of cells with dominant cytoplasmic and weak nuclear labeling in acute B hepatitis
during our retrospective immunohistochemistry studies. We found highly extended,
granulated, cytoplasmic and nuclear positive staining besides the localized presence of strong
positive regions in chronic hepatitis B samples. We found positive cell membranes in a
chronic hepatitis B case. We were also able to detect decreased cytoplasmic presence of X
antigen besides the clear nuclear positive signals in cirrhosis cases. We found strong nuclear
labeling comprising the entire liver in PHC cases.

Different research groups found different frequency of HBxAg positive signals depending
on the population studied and anti-HBxAg antibodies used. In the cases of cirrhosis patients
the nuclear labeling was 70%, in contrast to the 5-15% frequency of nuclear staining in
chronic hepatitis cases. This difference in the localization may be indicative for the binding of
HBxAg to different cell compartments depending on the type of chronic liver disease hereby
the control mechanism of transactivation may be different as well. HBxAg in the cytoplasm
presumably influences signal transduction pathways, whereas the nuclear localization may
refer to the role of transcriptional transactivation of HBxAg. It may be hypothesized that in
the early phase of infection the virus activates different mitogen signals in the cytoplasm and
later on, it makes direct contact with different transcription factors in the nucleus.

Our results from immunohistochemistry correlated well with the data from literature both
in chronic hepatitis and PHC groups.

By using the monoclonal antibodies developed in our lab we could clarify that the HBxAg
could be present in large numbers in infected liver cells not only in the cytoplasm but also in
the nucleus. We also made a novel observation: by using our monoclonal antibody the
HBxAg immunoreactivity changed depending on the intracellular localization. During the
chronic hepatitis B infection the increase of the positive HBxAg signals in the nucleus may
indicate the deterioration of the prognosis of the disease and the development of primary
hepatocellular carcinoma.

Our monoclonal antibody (clone: 3F6/G10 epitope: 89-94 HBxAg sequence) binds to the
same sequence of HBxAg as the XAP1/DDBI (a protein involved in DNA repair). HBxAg-
DDBI binding inhibits the function of DDBI1 protein, cell proliferation, influences the
viability of cells and increases HBV replication. The HBxAg 89.-125. interval is an important
immunodominant and functional region of human pathogen HBV. According to the
prediction, our antibody binds to the 89-94 surface determinant of the antigen. We can declare
that our antibody binds to specific HBxAg sequences with high selectivity and the epitope
recognized by our antibody has functional importance.

We consider our immunohistochemistry studies significant because we were succesful in
producing a monoclonal antibody with an epitope specificity that gives applicable information
of the mechanism and possible prognosis of HBV infection even at light-microscopy level.

Although techniques of molecular biology can be applied to detect HBxAg but
conventional immunoligical assays are needed to manage high numbers of measurements in
routine laboratory services.

We managed to develop two monoclonal anti-HBxAg antibodies with high affinity. These
monoclonal antibodies, clone 3F6/G10 isotype IgG2a (epitope: 89-94 residues — gripper
antibody in our assay) and clone 4F1/A9 isotype IgG1 (epitope:13-26 residues, detection
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antibody in our assay) were described earlier. The following data from the literature are
known to characterize the epitope of the latter antibody:

During the investigation of the pathomechanism of HBV imoprtant N terminal regions
were also described (1-20 and 13-26). The possible function of XAP2 bound to this region is
the inhibition of the transactivator effect of X antigen.

We studied 208 hepatitis B positive human sera with our anti-HBxAg sandwich ELISA
method during the comparative serologic investigation. Besides the determination of the
amount of HBxAg antigen present in the sera we studied the ratio of natural antibodies
produced against the different epitopes of X protein with the help of HBxAg fragments. We
were the first to use quantitative methods to study the relationship between disease-stage the
amount of circulating antigen and the pattern of epitopes. We applied a long-lasting and
widely used correlation analysis with the help multiparametric data management for the
evaluation of large number of immunoserologic samples. We succeded in defining well
characterized prognostic groups with the help of our matrix statistics method. The amount of
circulating antigens in patients in the stage of acute phase of hepatitis B infection shows a
homogenic picture/ distribution within the group, with its value between 500-1000 ng/ml. The
IgM type immune response has no specific region at this stage of infection but during the IgG
type response the C1 (79-117) region becomes significant besides the observed N-terminal
recessivity.

We experienced a great spreading and characteristic difference in the amounts of HBxAg
within the chronic group, which presumably refers to the persistent and active character of the
infection. Investigating the immune response in the chronic stage our results shows IgG
dominance besides C- terminal (C-1 region) preference. In addition we can observe an
increase of N-terminal IgG type immune recognition. In those patients, where the negative
regulatory effect of the N-terminus appears the chronic infection may turn into persistent. In
those cases where the immune response against the N-terminus is negligible or doesn’t exist
at all, it is highly likely that the chronic infection becomes active. In the IgM type immune
response, compared to the acute stage, the homogenicity disappears, and the C-terminal
dominance becomes significant. Based on our results we can declare that there is a significant
link between the expression level of HBxAg and the intensity of immune response against the
specific C1 (79.-117. residues) region in the chronic stage of hepatitis B infection. The C-
terminal region of HBxAg has a transactivator fuction. The strong immune response against
this region and the strong expression of X antigen may indicate the malignant improvement of
hepatitis B infection.

We found characteristic IgM type immune response with significant C-terminal and
moderate N-terminal correlations in patients carrying the disease without symptoms. The
heterogeneity of IgM response can be observed compared to the acute group. Moderate
connection can be shown between the IgG type immune recognition against C1 and N-
terminal and the amount of HBxAg in the serum. (This latter probably indicates that the
immune-complexes consist of IgG antibodies and HBxAg.) This correlation indicates the
inhibition of transactivation modifying effect of HBxAg and can play a role in the
development and conservation of an asymptomic stage.

The generally used immunoserological experimental techniques are feasible for individual
measurements. The abilty to define several parallel parameters from the same samples may be
relevant in the clinical routine diagnostics and research. One possible choice is the recently
developed flow-cytometry based, micro-bead technology. Polystyrene micro-beads are used
as carriers in several immune-assays. The measurements applying flow-cytometry are optimal
for the quick preliminary analysis of numerous samples.

Through the development of our sandwich-type anti-HBxAg ELISA and its adaptation we
offer an immunoserological micro-bead assay for flow-cytometry capable of micro-analysis.
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We also performed the comparative study of these two systems on human serum samples of
the same origin. The results show strong correlation.

From a technical point of view, this study is an adaptation that can be used to reveal new
correlations. The developed bio-statistical panel can help us in clinical and epidemiological
analyses.

Our immunoserological measurements on 208 clinically verified serum-samples support
the possible role of the hepatitis B virus protein X in the pathomechanism of HBV and
suggest the use of HBxAg as a prognostic marker.

Summary

Hepatitis B virus (HBV) is a frequent human pathogen that belongs to the hepadnaviridae
family. According to the study of the World Health Organization (WHO), 400 million chronic
hepatitis B infected patients lived on the globe at the millennium. The number of dead due to
complications of HBV infection fluctuated between 500 000 and one million in the last
decade. The main importance of HBV infection is that in the case of chronic carriers, the
chance of the developing primary hepatocellular carcinoma (PHC) increases 200 folds. It is
accepted that the X antigen of hepatitis B virus (HBxAg) coded by the fourth “open reading
frame” of the virus, plays a crucial role in the development of PHC. This antigen is extremely
conservative, the 17kDa protein is very hydrophobic. 80 (54%) of the 154 residues are
hydrophobic that represents a physico-chemical structure unique in biological systems. The
HBxAg is a multifunctional regulatory protein that modulates the function of many
transcription factors. According to data in the literature the expressed HBxAg has
fundamental prognostic value in the clinical diagnosis in patients carrying the HBV genome.

The complication of indicating HBxAg originates from its strong hydrophobic character.
It is well known that it makes non-specific molecular interactions, it is often masked and
rarely accessible for detecting antibodies. Specific treatment of the studied samples is needed
for its detection.

We had two major goals during this work. In the first step we produced monoclonal
antibodies that interact with the X antigen of hepatitis B virus. This was necessary to make
further studies of the virus protein, such as immunological-mapping, immune-serology and
immune histochemistry. The other goal was to develop an immuno-serological diagnostic for
routine clinical laboratories. No such antibodies and serological assays are currently
commercially available.

We were successful in developing a family of monoclonal antibodies by using
recombinant HBxAg that was ready to use on routine histological samples embedded in
formol-paraffine for immunohistochemistry studies. Their combined use enabled us the
quantitative analysis of human sera samples.

Our antibodies bind to functional immuno-determinants. One of our antibodies (clone:
4F1/A9) binds to the N-terminal region (13-26 residues) of HBxAg like the XAP2, that has
the probable function of inhibiting the transactivation effect of X antigen. The epitope
sequence of our other antibody (clone: 3F6/G10) is located in the DDB1 and HBxAg binding
(docking) sequence (DDBI is a protein involved in DNA repair). The HBxAg-DDBI
connection inhibits the function of DDBI1 and through this, modulates the viability and
proliferation of cells and increases the HBV replication.

We found specific distribution of positive intracellular HBxAg labeling during our
immuno-histochemistry studies. Dramatic differences have been demonstrated in the intensity
of positive staining between the cytoplasm and nucleus during the different stages of hepatitis
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B infection. It could be concluded in general that while nucleic positive signals were
dominated during liver cirrhoses and PHC, in acute hepatitis mainly the cytoplasm showed
(granular) positive signals. During chronic hepatitis, intensive (diffuse) staining was
manifested both in the nucleus and the cytoplasm. During chronic hepatitis B infection the
increase in the percentage of HBxAg-positive nuclei may indicate the relapse of the disease
and the development of primary hepatocellular carcinoma.

We performed serological studies by different methods: combined application of our
monoclonal antibodies, ELISA, using the fragments of recombinant HBxAg, developed by
our in silico predicted data, microbead technique feasible for multi-parametric studies.

While the synthetic peptide sequences (chosen by our predictive studies) that have high
antigen values were recognized by our polyclonal anti-HBxAg antibodies, the anti-HBxAg
antibodies originated from our hybridoma clones did not. We used different methods to
perform epitope-mapping. We were successful in determining the amino-acid sequence
recognized by our antibodies with the help of peptide library expressed on filamentous
phages. The defined regions of the HBxAg, recognized by our pre-chosen antibodies, interact
with the regions playing important role in the course of the disease therefore they are
appropriate for prognostic studies.

We were able to perform quantitative study on a large number of samples with the help of
developed ELISA systems for the first time. In this experiment we reveal the connection
between the amount of circulating HBxAg and the titer of different antibodies produced
against the different regions of the antigen. To explore the correlations we processed 80
samples of sera (sixteen data points per sample) during our studies. We found new data to
define the prognosis of the disease based on the bio-statistic process: there is a significant
correlation between the high titer of IgG antibodies against the C1 epitope (amino acid
sequence 97-117 HBxAg ) and the high amount of circulating HBxAg in the chronic stage of
hepatitis B virus infection. According to literature data the C terminus of HBxAg has a
transactivator function. The strong immune response against this region and the elevated
expression of the X antigen may indicate the malignant development of the hepatitis B virus
infection.
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