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RELAZIONE ANNUALE SUL PROGETTO DI RICERCA:

APPROCCI MOLECOLARI INNNOVATIVI NELLA TERAPIA
FARMACOLOGICA DELL’EPATITE DA HBV E HCV.

Produzione di un pannello di anticorpi monoclonali diretti contro la proteina E2 di
HCV mediante immortalizzazione di cloni di linfociti B secernenti

immunoglobuline specifiche.

Nel corso del T anno di attivita di ricerca sono stati utilizzati fondamentalmente due
approcci metodologici, Inizialmente sono stati eseguiti numerosi tentativi allo scopo di
clonare direttamente linfociti B umani immortalizzati con virus di Epstein Barr (EBV).
Linee cellulari cosi ottenute sono state esaminate per la produzione di anticorpi
antiglicoproteina-E2  utilizzando una preparazione ricombinante correttamente
glicosilata fornita dalla Chiron Corporation. Tale proteina € riconosciuta da oltre il 90%
dei sieri di pazienti con infezione cronica da HCV. Per la produzione di linee umane
trasformate con EBV sono stati utilizzati pazienti convalescenti da un’epatite acuta C e
numerosi pazienti con infezione cronica da HCV. Tale approccio, tuttavia, non ha
consentito di isolare con successo linee stabili di cellule B secernenti anticorpi anti-E2
dopo diversi cicli di clonazione, contrariamente ai risultati ottenuti in precedenza per la
proteina nucleocapsidica, I’elicasi e la proteina NS4A, un’importante cofattore della
proteasi serinica NS3. (Cerino e Mondelli, 1991 Cerino et al,, 1993;Mondelli et al.,
1954).

Alla luce di questi risultati negativi abbiamo optato per un approccio alternativo. Studi
di immunizzazione passiva e di neutralizzazione in vifro di isolati di HCV con un siero
iperimmune specifico per la regione ipervariabile 1 (HVR1) suggeriscono che gli
anticorpi anti-HVR1 potrebbero giocare un ruolo importante nella protezione
dall’infezione da HCV. E’ noto, tuttavia, che tali anticorpi sembrano coesistere con le
varianti virali che riconoscono e risultano frequentemente cross-reattivi nei confronti di
sequenze di HVRI isolate da altri pazienti. Pertanto, il significato della risposta

immunitaria umorale nei confronti di HVRI & in gran parte ancora sconosciuto.
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In uno studio recente abbiamo seguito in modo prospettico le risposte sierologiche ad
oligopeptidi sintetici sintetizzati a partire da sequenze di HVR1 ottenute da pazienti con
epatite acuta e cronica da HCV. (Mondelli et al, 1999). E’ stata osservata un’ampia
cross-reattivita sierologica nei confronti di peptidi HVR1 nella maggioranza dei
pazienti. La risposta anticorpale risultava ristretta alla sottoclasse IgGl ed era
focalizzata sulla regione carbossiterminale di HVR1. La capacita degli anticorpi a cross-
reagire con un ampio pannello di sequenze di HVR1 poteva facilmente essere
dimostrata mediante immunizzazione di topi con peptidi derivati da sequenze HVRI
isolate dai nostri pazienti. Inoltre, I'intensitd e la cross-reattivitd delle risposte
immunitarie umorali correlava in modo statisticamente significativo con la variabilita a
livello della sequenza aminoacidica di HVRI, a sostegno dell’ipotesi che la selezione di
varianti virali sia causata dalla pressione immunologica dell’ospite. Del tutto
recentemente & stata inoltre descritta una notevole cross-reattivita da parte di linfociti T
CD4+ ristretti da molecole HLA di classe II specifici per HVR1 (Shirai et al., 1999; Del
Porto et al., 2000). Anche in questo caso la risposta CD4 era prevalentemente diretta
contro la porzione carbossiterminale di HVR1.

Da quanto sopra esposto risulta chiaro che la selezione di varianti di HCV & in gran
parte determinata dalla risposta immunitaria dell’ospite diretta contro la regione HVRI,
in cui & concentrato il maggior numero di mutazioni aminoacidiche. Tuttavia, la
sequenza di HVR1 si muove in uno spazio evoluzionistico relativamente ristretto e gli
anticorpi circolanti sembrano riconoscere motivi aminoacidici conservati localizzati
nella porzione carbossiterminale. Allo scopo di analizzare in dettaglio le basi molecolari
dell’ampia cross-reattivitid anticorpale nei confronti di sequenze di HVRI, abbiamo
generato un pannello di anticorpi monoclonali murini ottenuti per immunizzazione con
peptidi surrogati di HVR1 (mimotopi), selezionati per affinitd con sieri di pazienti con
infezione da HCV da una library di fagi ricombinanti (Puntoriero et al., 1998). Da
un’ampia disamina delle sequenze di HVR1 pubblicate in letteratura abbiamo ottenuto
un profilo consensuale rappresentativo di oltre I’80% della variabilita totale delle
sequenze. Questo profilo consensuale di HVR1 ¢ stato quindi retrotradotto e gli
oligonucleotidi cosi ottenuti sono stati sequenziati, amplificati e clonati in un vettore
fagemidico che ¢ stato utilizzato per trasformare cellule competenti. Le cellule sono

state successivamente sovrainfettate con fago helper. Le sequenze aminoacidiche cosi
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ottenute sono state ulteriormente selezionate per affinita mediante due cicli di
adsorbimento a sieri umani anti-HCV positivi. Sono stati ottenuti circa 200 cloni e da
questi, dopo opportuno sequenziamento, sono stati sintetizzati peptidi che hanno
costituito il pool di mimotopi utilizzati per 'immunizzazione di topi Balb/c. Sono stati
adottati due protocolli di immunizzazione. Nel primo protocollo un animale ¢ stato
immunizzato con un singolo mimotopo emulsionato in adiuvante di Freund. Dopo
screening con un mimotopo che si era rilevato come quello pin frequentemente
riconosciuto da sieri di pazienti con infezione cronica da HCV sono stati ottenuti solo
13 colonie secernenti anticorpi specifici su 544 totali, pari al 2.4%. Tuttavia, solo due
ibridomi antigene-specifici entrambi di classe IgM sono stati clonati con successo e
stabilizzati. Nel secondo protocollo & stato utilizzato un pool di 9 mimotopi sempre
emulsionati in adiuvante di Freund. Dopo screening con quel mimotopo che aveva gia
dimostrato caratteristiche di ampia cross-reattivita nei confronti di sieri di pazienti, sono
state identificate 54 colonie su 165 analizzate (pari al 33%) secernenti anticorpi specifici
per HVRI1. Da queste finee sono state ottenuti 26 cloni stabili antigene specifici dei
quali 4 secernenti IgM, 2 IgA e 20 IgG1. I mAb cosi ottenuti erano inoltre in grado di
riconoscere un ampio numero di peptidi derivati da sequenze naturali di HVRI isolate
da pazienti con infezione acuta e cronica da HCV (Fig. 1). Inoltre, erano in grado di
competere efficientemente con sieri di pazienti con infezione cronica da HCV per il
legame ai peptidi derivati da sequenze naturali di HVR1, confermando cosi i nostri
risultati ottenuti in precedenza con sieri policlonali di pazienti che avevano dimostrato
come i mimotopi di HVR1 fossero a tutti gli effetti rappresentativi di varianti naturali di
HVR1 (Fig. 2).

La fine specificitd dei mAb murini anti-HVRI & stata analizzata mediante un pannello
di peptidi costituiti da 14 residui aminoacidici scalati di un residuo aminoacidico in
modo tale da poter coprire I'intera regione HVRI. Come atteso e in linea con i risultati
della mappatura dei sieri di pazienti con infezione da HCV, tutti i mAb analizzati
riconoscevano la porzione C-terminale della regione HVRI e in particolare il sito
maggiore di legame agli anticorpi poteva essere mappato in posizione 390-405 delia
sequenza aminoacidica della poliproteina di HCV. Soltanto un ibridoma ha dimostrato
una diversa specificitd di legame riconoscendo un epitopo localizzato nella porzione

aminoterminale e compreso nei peptidi 384-397 e 385-398 (Fig. 3). Un’ulteriore
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importante informazione emersa nel corso della caratterizzazione dei nostri mAb ¢ che
alcuni di essi era in grado di riconoscere la sequenza HVRI non solo sotto forma di
peptide lineare, ma anche come proteina chimerica espressa nel contesto dell’intera
glicoproteina E2 troncata all’estremita C-terminale (Fig.4). Tale osservazione
suggerisce che modificazioni conformazionali non sembrano influire sul riconoscimento
anticorpale di questa regione.

I nostri risultati dimostrano che & possibile indurre una risposta anticorpale ampiamente
cross-reattiva anche a livello clonale, come suggerito in precedenza (Zhou et al., 1999 e
2000) e che Pefficienza di questo procedimento pud essere notevolmente aumentata
mediante immunizzazione con un pool di peptidi surrogati di HVR1. Tale meccanismo
pud essere sfruttato con successo per lo sviluppo di un vaccino efficace capace di

indurre protezione nei confronti di un vasto repertorio di varianti di HCV.

Prospettive future:

Durante il secondo anno di attivita di ricerca ci proponiamo di caratterizzare in dettaglio
le proprieta dei mAb specifici per la regione HVR1 di HCV. In particolare, verranno
eseguiti esperimenti volti a determinare se i mAb siano in grado di legare particelle di
HCV circolanti in sieri di pazienti con infezione cronica da HCV. A questo scopo,
microbiglie magnetiche rivestite di mAb di ratto specifiche per Ig di topo verranno
incubate con dosi ottimali di mAb anti-HVR1. Dopo lavaggio e verifica che il mAb si
sia veramente attaccato alle microbiglie, queste ultime verranno incubate con siero di
pazienti ad alto titolo virale per favorire la cattura di HCV, Verra inoltre verificata la
possibile interferenza esercitata da anticorpi anti-HVRI1 eventualmente presenti nei
sieri. Le particelle di HCV catturate dalle microbiglie potranno essere rivelate mediante
determinazione di RNA virale. Come controllo verrd utilizzato un mAb irrilevante.
Oltre a particelle naturali, gli esperimenti di cattura verranno condotti anche con
particelle non infettive prodotte assemblando proteine strutturali di HCV in cellule di
insetto fornite dal Dr. Liang del National Institute of Diabetes, Digestive and Kidneay
Diseases, NIH, USA (Baumert et al., 1998).

Inoltre, sempre durante il secondo anno di attivita, verra iniziata la produzione di un

nuovo pannello di mAb che verra ottenuto dopo immunizzazione con proteine
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chimeriche E2-HVR1. Le proprietd dei mAb ottenuti con il nuovo protocollo di
immunizzazione verranno confrontate con quelle dei mAb gia ottenuti. In particolare
verra valutata la capacita di inibire il legame della proteina E2 completa della regione
HVR1 a CD81 (uno dei recettori utilizzati da HCV per infettare gli epatociti) e ad
eventuali altri recettori virali che giocano un ruclo importante nell’internalizzazione di

particelle virali negli epatociti e in altre cellule suscettibili.
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Legenda:

Fig. 1 Reattivitd di alcuni mAb rappresentativi del nostro pannello nei confronti di

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

peptidi lineari di 16 residui aminoacidici sintetizzati sulla base di sequenze di
isolati naturali di HVR1 ottenuti da pazienti con epatite acuta e cronica. I diversi
colori indicano 'intensitd della reazione. I mAb sono indicati nella colonna di

sinistra, mentre le sigle dei peptidi sono collocate in alto.

Inibizione competitiva del legame di un mAb rappresentativo a peptidi di isolati

naturali di HVR1 da parte di sieri di pazienti con infezione cronica da HCV.

Fine specificiti di mAb anti-HVR1, ottenuta mediante mappatura con peptidi di
14 aminoacidi scalati da un singolo residuo. La maggior parte dei mAb
riconosce la porzione carbossiterminale di HVR1, mentre uno solo riconosce la

porzione aminoterminale.

Reattivita di alcuni mAb (elencati in alto all’apice delle colonne) nei confronti di
sequenze HVRI espresse sia come peptidi lineari (indicati con numeri) sia come
proteine chimeriche (indicate con E2 seguito da un numero) o derivate da isolati
naturali (H661, BK661, N2, 2a). I diversi colori indicano I'intensita della densita
ottica in un test ELISA. La sequenza definita dal peptide lineare 539 e dalla
proteina E2-F78 appare come la piu frequentemente riconosciuta. Il mAb 3C7-
C3 esprime una cross-reattivitd particolarmente ampia nei confronti di varie

sequenze.
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Sviluppo di un sistema di PCR quantitativa per la determinazione della carica

virale di virus dell’epatite B (HBV) e Pevidenziazione di ceppi resistenti al

trattamento con lamivudina (3TC).

E’ stato sviluppato un sistema di PCR che permette I’identificazione rapida di varianti

virali con sostituzioni nella catena aminoacidica della DNA polimerasi associate a

resistenza a 3TC. Inoltre, questo sistema rapido e di semplice esecuzione € stato

comparato con un’altra metodica PCR originale per determinare quale dei due sistemi

diagnostici fornisse le maggiori potenzialitd applicative in campo diagnostico. Nel

dettaglio, le due metodiche permettono I'identificazione delle sostituzioni Leuszs=>Met

e Metss;=>Tle/Val ma presentano un disegno profondamente differente:

restriction fragment length polymorphism, (RFLP), assay. La prima metodica
si basava sull’amplificazione di due regioni del gene POL di HBV mediante
PCR e utilizzo di primers modificati seguita da analisi di restrizione del prodotto
di amplificazione. Per I"analisi del codone in posizione 528, sono stati sviluppati
due primers specifici (F3, B2) di cui quello in posizione upstream (F3) ¢ stato
modificato in modo da inserire nel prodotto di amplificazione un sito di
restrizione per IU'endonucleasi Nlalll quando & presente la sostituzione
nucleotidica TTG (Leu)=> ATG (Met) (Figura 1).

Per I’analisi del codone in posizione 552, ¢ stato sviluppato un primer upstream
specifico (F1) in grado di inserire artificialmente un sito di restrizione per
I’endonucleasi Ndel nel prodotto di amplificazione ottenuto con la coppia di
primers F1, B2 quando in presenza di una sequenza genica non mutata (ATG,
Met). Le sostituzioni nucleotidiche ATG=> GTG (Val) o ATT (le)
sopprimendo il sito di restrizione determinavano 'impossibilita di clivaggio del
prodotto di amplificazione F1-B2 da parte di Ndel. Infine, mediante restrizione
con Nlalll dello stesso prodotto di amplificazione era possibile differenziare le
varianti virali con mutazione Met=>Ile (assenza di restrizione) da quelle con

mutazione Met=>Val (presenza di restrizione) (Figura 2).
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ii) 5'=>3'nuclease assay. La seconda metodica si basava sullattivita 5°=>3’
esonucleasica dell’enzima Taq polimerasi utilizzato nella reazione di PCR per
degradare una sonda costruita in modo da avere all’estremo 5’una molecola
fluorescente mentre all’estremo 3’ una molecola con funzione di soppressore
della emissione fluorescente {(quencher). la degradazione della sonda, con
conseguente emissione di fluorescenza, da parte della Taq polimerasi pud
avvenire solo se la sonda & ibridata con una catena di DNA complementare.
Pertanto, sono state disegnate sonde specifiche per la sequenza non mutatata
(wild type) e per la sequenza mutata, ciascuna legata ad un diverso fluorocromo.
L’emissione di fluorescenza specifica ottenuta durante la fase di amplificazione
del DNA di HBV era pertanto associata alla presenza delle diverse varianti

viralt.

Entrambe le metodiche sono state validate analizzando in parallelo 50 campioni di siero
da pazienti in terapia con 3TC. Inoltre, i risultati ottenuti mediante RFLP assay e
5'=>3" nuclease assay  sono stati confrontati con quelli ottenuti mediante
sequenziamento diretto del gene POL di HBV (metodica di riferimento). L’elenco e le
sequenze nucleotidiche dei primers utilizzati in RFLP assay € 5°=>3" nuclease assay e

sequenziamento sono riportati nella Tabella 1

Inoltre, la potenzialita di identificazione da parte delle due nuove metodiche di mutanti
resistenti a 3TC presenti nell’ambito di popolazioni virali miste ¢ stata verificata
testando miscele di DNA di HBV da ceppi sensibili e resistenti clonato in vettori

plasmidi.

La comparazione tra le tre metodiche ha fornito i seguenti risultati:

i) I’analisi del codone 528 mediante RFLP assay ha fornito gli stessi risultati
rispetto a sequenziamento in 38/50 (76%) campioni, mentre in 7/50 (14%) RFLP
assay ¢ risultato pit sensibile nell’identificazione di ceppi mutati.
Analogamente, 'analisi del codone 552 mediante mediante RFLP assay ha
fornito gli stessi risultati in 36/50 (72%) campioni, mentre in 10/50 (20%) RFLP

assay & risultato pil sensibile nell’identificazione di ceppi mutati.
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i) Dall’analisi comparativa di 40 pazienti mediante RFLP assay e 5'=>3" nuclease
assay si & dimostrato che, per quanto riguarda il codone 528, in 18/40 (45%),
campioni sono stati ottenuti gli stessi risultati, mentre per quanto riguarda il
codone 552, concordanza di risultati é stata documentata in 23/40 (57.5%)
campioni. In 8/40 (20%) campioni RFLP assay ¢ risultato piu sensibile di
5'=>3" nuclease assay e in 7/40 (17.5%) campioni 5’'=>3" nuclease assay ¢é
risultato piu sensibile di RFLP assay.

iii} Miscelando DNA di HBV da ceppi resistenti e sensibili clonato in vettori
plasmidici, si ¢ potuto definire che RFLP assay era in grado di evidenziare
sequenze virali mutate presenti in proporzioni diverse a seconda del numero di
copie input (Tabella 2). Tuttavia, solo in circa il 10% dei campioni con < 1.000
copie di HBV DNA mutazioni in posizione 528 o 552 potevano essere
identificate.

iv)  RFLP assay si & dimostrato superiore alla metodica di sequenziamento e 5'=>3’

nuclease assay nella quantificazione di ceppi mutanti in popolazioni virali miste.

I risultati qui sopra riportati sono stati oggetto di pubblicazione (Allen et al, J. Clin.
Microbiol. 37: 3338-3347, 1999).

Prospettive future:

Dal momento che RFLP assay si ¢ dimostrata essere una metodica con prestazioni
superiori in termini di sensibilitd di identificazione di sequenze mutate € di
quantificazione del rapporto tra ceppi resistenti e sensibili in popolazioni virali miste,
sarebbe utile che la metodica di PCR alla base di questo saggio molecolare venisse
elaborata in senso quantitativo in modo da ottenere una miglior definizione della
cinetica di emergenza dei ceppi di HBV farmacoresistenti in corso di terapia. Pertanto
verranno costruite due molecole di DNA ricombinante: una sara costituita dalla regione
del gene POL di HBV amplificata con il set di primers F1-B2 e clonata in un vettore
plasmidico (standard quantitativo) e I’altra sara costituta da una molecola ricombinante
formata da una sequenza di DNA eterologo (di origine plasmidica) cui verranno

artificialmente aggiunte le sequenza di DNA target per la coppia di primers F1 e B2
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secondo un protocollo da noi sviluppato (Zipeto et al., 1993). Anche questa molecola di
DNA ricombinamte una volta clonata in un vettore plasmidico risultera amplificabile
dalla stessa coppia di primers utilizzata per "identificazione di ceppi di HBV ma sara
differenziabile dal prodotto di amplificazione del gene POL di HBV per una diversa
dimensione (controllo interno). La reazione di quantificazione mediante PCR seguira
un protocolio da noi sviluppato per altri virus a DNA (Gerna et al, 1994, Revello et al,
1997, Baldanti et al., 2000) che prevede I’amplificazione in parallelo dei campioni
clinici e di quantita scalari dello standard quantitativo in presenza di una quantita fissa

di controllo interno.
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TABLE 1. DNA sequence of all primers and probes used for HBV DNA analyses

Primers and probes - DNA sequence

Primers used for conventional DNA sequencing -

377 SV crreree ettt esspsssrmenns e ACGATGTGTCTGCGGCGTTTE-3
840....e. ' o SACCCCATCTTTTTGTTTTGTTAGG-3'
SROC octmereecemrecsenisess s eses s s st sess s scssenrssnnsonsnninnasinsinsennencind -CAAAAGAAAATTGGTAACAGCGGTA-Y

Primers used for RFLP analysis
FL ottt is e ettt e 5'-CACTGTTTGGCTTTCAGTCAT-3
B ettt teem e e e et s e e i 2 e s 5'-GTGGGCCTCAGTCCGTTTICTC-3

Primers used for amplification for the 5'-nuclease assay for:
Codon 528
HBVG.FAG4 ...t ne e cece e eme e ssemsnesessrsrmneneassesenseennnnend - LG LT GCCCGTTTGTCCTC-3
HBVG.RT1L o erseasmeseneansensaesecemses s snsecnmeenenneend -AOGCCAAACAGTGGGGGAA-3
Codon 552 -
HBVG.FAIOA ......cooteereeecrsnririaanesensesemmseesvensassseneonsms st semsesssmsssemseemneseed = LCAGTGGTTCGTAGGGCTTT-3
HBVG.RBADA ..o ssreseseressresersesssrssessmsessesssaseesemnssemnnned "CCATCTCTTTGTTTTGTTAGG-3'

TFuorescent probes used for 5'-nuclease assay for:
Codon 528
Setl :
B2BWLcerrvecmcreenermerereereerrsnessesmssemsreseenseseseseresessseeresseresessassrmecnscsnecsseensned -EAM-COCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGT-TAMRA 3
SRBIMIUT ot e eciremnssece e rmesecsseeessserssereesssssiessssessenseseerseenseesd - LEL{CCCOTTTCTCATGGCTCAGTTTACTAGT-TAMRA 3
SetHI '
B28WE oo sems e s sensnnssnnsasnssensssssmsssmas s ens s nnsencne e "EAMFTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGC-TAMRA 3

S28mut e WSCTET-TCCGTTTCTCATGGCTCAGTTTACTAGTGC-TAMRA 37
Codon 552

Set i
Y 5 -FAM-TGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGG-TAMRA 3/
SS2MULL covrrecenrcrrnre v st se e sre st eaansssa s SSTET-TGGCTTTCAGTTATGTGGATGATGTG-TAMRA. 3/
SE2IMULD oo et eee e eteva e eesraenarans set et sansearentannn s amarean et anen S"-HEX-TTGGCTTTCAGTTATATTGATGATGTGG-TAMRA 3’
Set 11
T OO LS-FAM-TGGCTTTCAGCTATATGGATGATGTG-TAMRA 37
552mutl . . S-TET-TGGCITTCAGCTATGTGGATGATGT-TAMRA 3'
552mut? 3'-HEX-TGGCTTTCAGCTATATTIGATGATGTGG-TAMRA 3°

“ Boldface and italics indicate sites of heterogeneity due to subtype differences; boldface and underlining indicate sites of sequence variations in HBV species
. - associated with in vitro lamivudine resistance.
i .




A,
C/T — A base change at nt 669 (L528 — M528) - (F3B2 - 191 bp PCR Fragment)

Polaaseq521- v = & L 3 P F L L A L G I H L N -584., .

Pol nt seq 648- GTYGEGCCTCAGTCCGTTTCTCHWTIGGCT . . .CTTTGGGTATACATTTGAAC 839 . .

F3 Primer Binds Complementary Seq of B2 Primer
L 1,528 p
{wa) 1528 . .CTCYTGGCT . . .
No Niallf site
1, M528
(var) M528;

+..CTCATGGCT. ..
Niaill site
B. :
Nla III analysis of site 528 (Nia III cuts M528 template only)

MW HO Plasmids 528 LAMB28 528 {528 HBV HaO
1 213 4 s5lle 7Us g9 1oil11ll2 13 14l15

% wt O 100 0 {100 |100 }100{ 95 | @0 | 25| O [100[100|100| O
%Var| 0| O |100¢ O 0 o S 1160 | 75 41007 0 [ O 0

0

FIG. 1. Design and gel image of an RFLP assay for rapid detection of variant HBV at codon 528. (A} PCR primers designed to amplify the region of cedon 528
(primers F3 and B2) have been used to detect the presence of the methionine codon at 528. A methionine at codon 528 creates an Nlalll restriction site (CATG | ),
whereas the Nialll site is absent in the wt sequence. (B) Result of sample analysis at codon 528 after Nlalll enzyme digestion. HBV DNA containing either the wt {Leu),
variant (Met), or both sequences at codon 528 can be determined by PCR amplification with primers F3 and B2, digestion of PCR products with Niaill, and resolution
of DNA band size on a 6% polyacrylamide gel. The faster migrating band indicates the variant sequence, whercas the slower migrating band indicates the wt sequence.
Lane i, molecular weight markers; lane 2, water (negative control); lane 3, wt pCMVHBY plasmid; lane 4, L528M/M552V pCMVHBY plasmid; lane 5, M552[
pCMVHEBYV plasmid; [anes 6 to 14, HBY DNAs from sera of different patients on lamivudine therapy that are either wi at codon 528, L528M, or both; lane 15, water. The
amount of each DNA, present in lanes (expressed as a percentage) is shown below the image and was quantitated as described in Materials and Methods. Var, variant.




A. ' .
A — G base change at nt 741 (M552 > V562) / G-5>T base change at nt 743 (M552 — 1552) (F1B1 - 119 bp PCR fragment)

Pcl aa seq 545- 0 c L F\ F 3 Y M D D . L G I H L N -584 ..
‘Polntseq720- CACTGTFTTGGCTTTCAGT TATATGGATGAT . . .CTTTGGGTATACATTTGAAC~839 .,
F1 Primer Binds Complementary Seq of B2 Primer
M552
{wi)M552; . . . CATATGGATGAT. ..

Ndel site/No Nlafl! site
552
{var)vs&2: . . .CATGTGGATGAT. ..
Nlalll site/No Ndel site

1582
.CATATTGATGAT . . .
No Mdel site or Nla [II site

(var) 1952

B.
Nde I analysis of site 552 {Nde ¥ cuts M552 template only}
Py
@,,,Qg’ <§" ‘?‘
MW HyQO  Plasmids <% MAVarS52 HEV ~!'=" xl* ,\@ A“’

1 23 4 sllell7 8 g 1oll11ll121113i14] 15

%var| 0 | 0 |1003100| 0 [ 40|60 |80 |90 |tof o {60 {100]| @

%wt | 0 [106] 0 j o [too|60|40{20tt0| 0 |wofa0]0 ] 0
C.

Nia Il analysis of site 552 (Nla HI cuts V552 temblate only)

3 &
S RS
ey Eed
MW HO  Plasmids < + ¥ ¥ o

1 2 3 4 sllei7Ig g MollA11 12

ewt | 0 100 0 { O MO0 %5 0 J100| O 10| O
%1 610} 0 ({100]0 0 0|0 |100]160
%V 0|0 (100 0§ 0|&85|100f0 ojojo

FIG. 2. Design and gel image of an RFLP assay for rapid detection of HEV variant at codon 552. (A) For detecting variations at codon 552 in the HBV polymerase,
the YMDD nucleotide sequence TATATGGATGAT was used, and a 5'-PCR. primer (primer FI) was designed that contains a CAT sequence at the 3’ end (changing
the first tyrosine codon from a TAT to a CAT) in order to introduce an Ndel restriction site (CA | TATG) upon amplification of part of the HBV polymerase gene
with the 5'-PCR primer and a 3'-PCR primer located 120 bases downstream. The creation of an Ndel site occurs only if the template HBV has the wt DNA sequence
and is absent if the template HEV is mutated, indicating the loss of the Ndel site only, (B) Result of sample analysis at codon 552 after Ndel enzyme digestion.
Resolution of PCR products on a polyacrylamide gel after amplification of template HEV DNA using primers FI and B2 with subsequent digestion using Nele] indicates either
wt sequence (faster moving band) or variant sequence (slower moving band), Lane 1, molecular weight markers; lane 2, water (negative control); kane 3, wt pCMVHBY
plasmid; ane 4, L328M/M552V pCMVHBV plasmid; lane 5, M5521 pCMVHBY plasmid; lanes 6 to 11, HBV DNA from sera of different patients undergoing lamivadine
therapy that are either wt at codon 552, M552V, or both; lanes 12 to 14, HBV DNA from sera of different patients on lamivadine therapy that are wt at codon 552, M552L,
or both; lane 15, water. The amount of each DNA present in lares (expressed as a percentage) is shown below the image and was quantitated as described in Materials and
Methods. var, variant. (C) After determining the sequence (wt or variant) of a sample from results of the Nde] analysis shown in Fig. 2B, the sequence of the variant template
(Valor I]c) can be determined by Nialll enzyme digestion of the PCR products. Resolution of the PCR products on a polyacryla.mide gel after amplification of template HBV
DINA. using primers F1 and B2 with subsequent digestion using Malll indicates either a valine sequence {faster moving band) or methicnine or isoleucine sequence (slower
moving band) at codon 552. Lane 1, molecular weight markers; lane 2, water (negative control); lane 3, wt p>CMVHBY plasmid; lane 4, L528M/M552V pCMVHBYV plasmid;
lane 5, M5521 pCMVHBY plasmid; lanes 6 te 8, IBV DNA from sera of difierent patients undergoing lamivadine therapy that are either wt at codon 552, M552V,
or both; lanes 9 to 11, HBV DNA from sera of different patients undergoing lamivudine therapy that are wt at cadon 552, M5521, or both; lage 15, water. The amount
of each DNA present in lanes (expressed as a percentage) is shown below the image and was quantitated as described in Materials and Methods.
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TABLE 2. Lower limit of HBV DNA concentrations for
the detection of mixed populations of wt and
M552V sequences by RFLP assay

Batio Jwi(M552): Total HBY DNA

variant(V552)] . in log;q units

{approx copics/ml)

PO e . <2.80 (<625)

L S 3.67 (5,000)

A OO 3.29 (2,000)
SO0 e 2.83 (700)

3 R 3.54 (3,500)

T e 3.49 (3,100)

IO <2.80 (<625)




Approcci molecolari innovativi nella terapia farmacologica deil’epatite da HBV e HCV.

Manoscritti pubblicati o in stampa a tutt’oggi con il contributo defla Fendazione

Oretta Bartolomei Corsi:

Cerino A., Meola A., Segagni L., Bruniercole B., Galfré G, Nicosia A., Mondelli
MU. Characterization of monoclonal antibodies (mAb) from mice immunized with
HCYV hypervariable region 1 (HVR1) mimotopes. Hepatology, 1999:30:4504

Allen M1, Gauthier J., DesLauriers M., Bourne E.J., Carrick K.M., Baldanti F.,
Ross LL., Lutz WL., Condreay L.D. Two sensitive PCR-based methods for
detection of hepatitis B virus variants associated with reduced susceptibility to
lamivudine. J Clin Microb 1999;37:3338-3347.

Mondelli M.U., Cerino A., Segagni L., Meola A., Cividini A., Silini E., Nicosia A.
Hypervariable region 1 (HVR1) of HCV: immunological decoy or biologically
relevant domain? Antiviral Res 2000, in press.



