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국문요약

Tetrameric HLA class I-peptide 복합체를 이용한
B형 간염 바이러스 특이 CD8 림프구의 정량 분석

B형간염바이러스(hepatitis B virus: HBV)의조절에는 HBV의항원성을나타내는다양한

HBV 에피토프에대한세포독성 T 림프구의반응이중요한것으로보고되고있다. 현재까

지 HBV 특이 세포독성 T 림프구를 직접 측정할 수 있는 방법이 개발되어 있지 않았으나

최근분자생물학적기법의발전으로 tetrameric HLA class I-peptide 복합체(이하 tetramer로

함)를이용하여바이러스특이 CD8 T 림프구를직접규명할수있게되었다. 이에지금

까지 HLA-A2 양성환자의 60%이상에서세포독성 T 림프구에의해인식되는것으로알려

진 HBV의 대표적인 세가지 에피토프, core 18-27, polymerase 575-583, envelope 335-343과

결합된 HLA-A2 tetramer (각각, Tc 18-27, Tp 575-583, Te 335-343으로함)를합성하여유속

세포분석기(flow cytometry)를이용,급성간염에서의 HBV특이세포독성 T림프구를직접

정량하고 감염 경과에 따른 이 세포의 빈도, 표현형(phenotype)과 클론 증식능의 변화를

임상 자료와 함께 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 세종류의 tetramer는모두각각의에피토프에특이한세포독성 T 림프구클론과세포

군에서만반응을보였으며 tetramer 특이세포는세포독성과 IFN-γ 합성기능을유지하고

있었다.

2. 14명의 HLA-A2 양성 환자중 11명에서 tetramer 특이 CD8 T 림프구가 전체 혈중

CD8 세포의 0.1%이상으로 증가되어 있었으며 12명의 환자중 11명에서 Tc 18-27 특이

CD8 세포의빈도가다른에피토프특이림프구보다높았다.간염경과에따른 HBV특이

CD8 T 림프구의 빈도는 급성기에 가장 높았으며 회복기에 감소하였다.

3.임상양상발현 2주째에가장높은빈도의 core 18-27 특이 CD8 T 림프구가 tetramer

염색에 의해 관찰되었으나 이시점에서의 chromium release assay 결과는 음성이었으며 생

체외자극에잘증식하지않았다. 반면 Tc 18-27 특이세포의빈도가 2주에비해서낮았던

3, 5주 및 회복기(14주)의 chromium release assay 결과는 오히려 높은 수준의 세포독성 T

림프구 반응이 관찰되었고 이 시기의 Tc 18-27 특이 세포의 증식능은 매우 컸다.

4. 급성기의 HBV 감염시에는 75∼98%의 Tc 18-27 특이 세포에서 HLA-DR과 CD38이

표현되어활성화되어있었으며회복기에는 HLA-DR과 CD38의표현이완전히감소하면서

CD62L이나 CD45RA도 표현되지 않아 클론 증식능의 회복과 일치하는 소견을 보였다.

이상으로 HBV 간염 환자를 대상으로 tetramer를이용, HBV 특이 CD8 세포를직접정

량분석함으로써기존의분석방법에비해생체내에서일어나는면역반응을보다정확하

게 규명할 수 있게 되었다.

핵심되는 말: 급성 B형 간염, HBV 특이 세포독성 T 림프구

Tetrameric HLA class I-peptide 복합체
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Tetrameric HLA class I-peptide 복합체를 이용한
B형 간염 바이러스 특이 CD8 림프구의 정량 분석

＜지도 한 광 협 교수＞

연세대학교 대학원 의과학사업단

이 천 균

I. 서 론

B형 간염 바이러스는 급성 간염 뿐 아니라 간경변과 간암을 포함한 만성 간질환을 유발

하는 비세포변성(non-cytopathic) DNA바이러스로 전세계 인구의 약 5%가 감염되어 있으며

우리나라는 5∼8%의 유병률을 보고하고 있다.

HBV의 조절에는 다양한 HBV 에피토프에 대한 강한 세포독성 T 림프구 반응이 중요한

역할을 하는 것으로 보고되고 있다.1 현재까지 연구결과 급성 간염 후 완전히 회복된 경우

에는 세포독성 T 림프구가 다양하고 많은 HBV 에피토프에 대하여 강력하게 반응하는 데

반해 만성 간염의 경우에는 몇몇 HBV 에피토프에 국한되며 그 정도도 매우 약한 것으로

보고되고 있다.2

그러나, 현재까지 HBV 특이 세포독성 T 림프구를 직접 정량화 할 수 있는 방법이 개발

되어 있지 않았기 때문에 이 세포를 측정하기 위해서는 환자로부터 분리한 혈중 단핵세포

(peripheral blood mononuclear cell: PBMC)를 HBV 에피토프로 7∼10일을 주기로 1차례 이

상 처리하여 chromium release assay로 측정 가능할 정도로 증식시키는 과정이 필요하다. 흔

히 이를 생체외 펩타이드 자극 분석시험(in vitro peptide stimulation assay)이라고 하며 HBV

의 조절에 있어서의 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 중요성은 이 실험 방법에 의해서 밝

혀졌다.3-5 그러나 이 방법은 몇가지 문제점을 가지고 있는데 첫째, 물리적으로 많은 시간과

노력이 요구될 뿐만 아니라, 실험 결과가 세포독성 T 림프구의 생체외 증식능에 많이 좌우

되기 때문에 진정한 세포독성 T 림프구의 활동도를 반영하지 못할 수 있다.6 둘째, 서로 다

른 에피토프간의 세포독성 T 림프구 반응의 정도를 비교할 수 없으며 임상경과에 따른

HBV 특이 세포독성 T 림프구의 변화나 클론 증식능 등을 분석할 수 없다.

최근 분자 생물학적 기법의 발전으로 tetrameric HLA class I-peptide 복합체(이하 tetramer
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로 함)를 이용하여 바이러스 특이 세포독성 T 림프구를 직접 규명할 수 있게 되었다.7 ,8

Tetramer는 비오틴(biotin)을 붙인 HLA-class I 분자에 바이러스 펩타이드를 결합시키고 이

것을 streptavidin과 반응시키면 비오틴이 결합된 HLA class I-peptide 복합체와 streptavidin이

4：1의 비율로 결합하여 tetramer 복합체를 이루게 된다. 이 tetramer는 적합한 T 세포 수용

체(T cell receptor)를 가지고 있는 세포독성 T 림프구와 강하게 결합하며 tetramer와 특정 세

포와의 결합은 형광물질(flourochrome)을 streptavidin에 붙여서 유속세포 분석기를 이용하여

확인할 수 있다.

이에 본 연구에서는 HLA-A2양성 환자의 60%이상에서 세포독성 T 림프구에 의해 인식

되는 것으로 알려진
3-5 세가지 펩타이드 core 18-27, polymerase 575-583, envelope 335-343과

결합된 HLA-A2 tetramer를 제작하여 이를 통해 에피토프 특이 CD8 T 림프구를 예민하

고 특이하게 확인할 수 있는지를 알아보고 tetramer로 확인된 CD8 림프구가 적절한 기능

을 유지하는 지를 확인하고자 하였다. 그리고 이를 토대로 하여, 급성 간염에서의 HBV 특

이 세포독성 T 림프구를 직접 정량하여 이의 빈도를 재검토하고 감염 경과에 따른 HBV

특이 세포독성 T 림프구의 빈도, 표현형과 클론 증식능의 변화를 임상 자료와 함께 분석하

여 이들 결과와 B형 간염 치료를 위한 면역학적 시도와의 연관성을 논의하고자 하였다.

II. 재료 및 방법

1. 대상환자

HBV에 의한 급성 간염후 회복된 환자 23명을 대상으로 하였다. 모든 환자는 황달 등의

간염증상과 함께 혈중 alanine aminotransferase (ALT)의 증가 및 HBsAg, IgM anti-HBc의 양

성소견을 보였으며 임상적으로 모두 호전되면서 혈중 ALT가 정상화되고 HBsAg과 HBeAg

이 음성화되는 경과를 보였다. 한편 HBV표지자가 모두 음성으로 HBV에 노출된 기왕력이

없던 5명의 정상인을 대조군으로 하였다.

2. HLA-A2 선별검사

본 연구에서 이용된 세 펩타이드는 HLA-A2 단백질과 중합체의 형태로 바이러스 감염

세포의 세포막에 표현되어 세포독성 T 림프구에 의해 인식되는 에피토프이기 때문에 단클

론항체와 유속세포 분석기를 이용하여 환자의 HLA-A2 양성유무를 확인하기 위한 선별검

사를 시행하였다. 환자로부터 분리한 0.5∼1.0 105의 PBMC를 1∼2μg/ml의 mouse IgG

anti-HLA-A2 항체(VH Bio, Chester, UK)로 염색한 후 30분 동안 냉온 반응시킨 후 세척하

고, 1μg의 fluorescein isothiocyanate (FITC)가 결합된 goat anti-mouse IgG (Sigma Chemical

Co, St Louis, MO, U.S.A)로 30분 동안 재반응시킨 후 유속세포 분석기로 분석하였다.

- 3 -



3. HLA-A2 peptide tetramer 복합체의 합성

용해성 HLA-A2 peptide tetramer를 타 연구에서 기술한대로 제작하였다.2 간단히 기술하

면, 재조합 HLA-A2 분자의 중쇄(heavy chain)와 베타 미크론 글로불린(β2 microglobulin)을

발현 매개체(expression vector)로 형질전환시킨 Escherichia coli세포에서 합성하였다. 중쇄는

막내외(transmembrane)와 세포질(cytosol) 영역을 제외시킨 세포외 영역을 합성케 하였으며

BirA 효소처리에 의해 비오틴이 결합할 수 있도록 하기 위해 이 단백질의 C-종말영역을

BirA 효소의 기질 서열로 변형시켰다. 이후 HLA-A2 중쇄 30 mg, 베타 미크론 글로불린 25

mg, 합성 펩타이드 10 mg를 반응케 하여 복합체를 만들었으며 HBV 펩타이드로는

FLPSDFFPSV (core 18-27), FLLSLGIHL (polymerase 575-583), WLSLLVPFV (envelope 335-

343)을 사용하였다. 이후 0.5 mM의 비오틴과 5 mM의 ATP, HLA-A2 peptide 복합체 5μM

을 BirA 효소 0.1μM로 처리하여 HLA-A2 peptide 복합체에 비오틴을 결합시키고 이를 20

mM TRIS, pH 8.0, 50 mM NaCl이 포함된 완충액을 이용한 속성 단백질 액체 크로마토그래

피 정제법(fast protein liquid chromatography purification)과 이온-교환 크로마토그래피로 분

리하였다. 분리된 복합체를 다시 phycoerythrin이 결합된 streptavidin과 4：1의 몰비(molar

ratio)로 반응시켜 tetramer를 완성시켰다.

4. HLA-A2 tetramer와 항체 염색

PBMC 0.5∼1 106 세포를 1 g/ml의 phycoerythrin-tetramer와 37oC에서 30분 동안 반응시

키고 세포세척 후 cychrome이 결합된 anti-CD8 단클론 항체(Sigma Chemical Co, St Louis,

MO, U.S.A)와 4oC에서 30분 동안 반응시켰다. 일부의 환자를 대상으로 tetramer 특이 세포

의 활성화 상태를 알아보기 위하여 FITC가 결합된 anti-HLADR, anti-CD45RA, anti-CD38,

anti-62L 등의 항체(Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A)를 anti-CD8과 함께 반응시켰다. 이후

세포를 두 번 세척 후, Becton Dickinson fluorescence activated cell sorter (FACS)와 CELL-

Quest software (Becton-Dickinson, Immunocytochemistry systems, San Jose, CA, U.S.A)로 분석

하였다.

5. 다클론 T 세포군의 배양

각 tetramer의 특이성을 확인하고자 다클론 T 세포군을 타 연구에서와 같이 배양하였다.3

간단히 기술하면, 3 106/ml의 PBMC를 10% 우태아 혈청이 포함된 RPMI 1640 배지를 이

용, 1μM의 펩타이드와 0.5μM/ml의 tetanus toxoid (Evans Medical, Omaha, NE, U.S.A)와

함께 96 well 세포배양판에서 배양하였다. 배양 4일째 재조합 interleukin-2 (rIL-2; R&D

Systems, Minneapolis, MN, U.S.A) 50 IU/ml을 첨가하였고 배양 10∼12일째 분석에 이용하

였다.
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6. Tetramer 특이 림프구의 분리 및 생체외 증식 (in vitro expansion)

Tetramer 특이 림프구의 기능성을 확인하고자 이 세포만을 분리하여 증식을 시도하였다.

HLA-A2양성 환자의 PBMC 5 106
을 Tc 18-27과 anti-CD8 단클론 항체로 염색하여 tetramer

특이 세포를 확인 후 FACS-Vantage (Beckson-Dickinson)로 분리하여 즉시 10%우태아 혈청

이 포함된 RPMI 배지를 이용, 96 well 세포배양판에서 배양하였다. 생체외 증식을 위해 50

IU/ml의 IL-2, 10 ng/ml의 IL-7 (Tridelta, Dublin, Irealnd), phytohemagglutinin (PHA) (1：2000,

PHA-M, Gibco BRL, Grand Island, NY, U.S.A)과 방사선으로 처리된 동종 단핵세포로 처리

하면서 10일 동안 배양 후 아래 기술한 기능 분석검사에 이용하였다.

7. Chromium release assay

Tetramer 특이 T 세포주의 세포독성능을 측정하기 위해 HLA-A2 개체에서 분리한 B 세

포를 Epstein-Barr virus (EBV)로 형질전환시킨 세포주를 100μCi의 5 1Cr (Na5 1CrO4 , Amer-

sharm International, Buckingshire, UK)으로 1시간 동안 처리하여 표적세포로 이용하였다. 표

적세포를 10%우태하 혈청이 포함된 RPMI 1640으로 희석하여 1μM의 펩타이드로 1시간

동안 처리한 후 tetramer 특이 T 세포주와 정해진 주효세포:표적세포 비로 혼합하여 37oC에

서 5시간 동안 배양하고 상층액에 방출된 크롬을 측정하여 세포독성능을 계산하였다.2

8. 세포 내 interferon (IFN)-γ 염색

1 106/ml의 tetramer 특이 T 림프구를 1μM/ml의 core 18-27 펩타이드로 자극한 표적세

포(HLA-A2 matched EBV-B 세포)와 함께 1μl/ml의 Brefeldin (Sigma)하에서 4시간 동안 배

양하였다. 세포 세척 후, anti-CD8 단클론 항체로 염색하고 Permeafix (Ortho Diagnostic

Systems, Rantan, NJ, U.S.A)로 세포를 투과 및 고정시켰다. 이후 FITC가 결합된 IFN-γ항

체(Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A)로 염색 후 phosphate buffered saline (PBS)으로 두 번

세척하고 유속세포 분석기로 분석하였다.

III. 결 과

1. HLA-A2/HBV tetramer의 특성 분석

급성 B형 간염의 조절에 있어서 중요한 HBV 펩타이드 특이 세포독성 T 림프구 반응을

분석하기 위하여 core (아미노산 18-27), polymerase (아미노산 575-583), envelope (아미노산

335-343) 단백질 내의 특정 펩타이드와 결합한 HLA-A2 tetramer를 합성하였다(이하 T

c18-27, Tp 575-583, Te 335-543라 함). 세포독성 T 림프구 클론과, 급성 B형 간염 환자중

HLA-A2 양성 환자의 PBMC를 상기 펩타이드로 생체외에서 자극하여 만든 다클론 세포
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독성 T 림프구 세포군을 이용하여 tetramer의 특이성을 검사하였다. Tc 18-27은 core 18-27

특이 세포독성 T 림프구 클론과 세포군에서만 반응하였으며 다른 에피토프에 특이한 세포

독성 T 림프구 세포군에서는 반응을 보이지 않았다(Fig. 1). Tp 575-583과 Te 335-343도 에

피토프에 특이성을 보이는 세포독성 T 림프구 세포군에서만 반응을 보였다(Fig. 1). 또

Fig. 1. Specificity of the HLA-A2 HBV peptide tetra-
meric complexes. CTL clones or lines with specificity
as indicated were stained with HLA-A2 peptide tetra-
mers folded with the core18-27 (Tc18-27), polymerase
575-583 (Tp 575-583) or envelop 335-343 (Te 335-43)
peptides and anti-CD8 mAb, and analyzed by flow
cytometry. The specific peptide recognition of the dif-
ferent CTL lines was tested in standard chromium
release assays using HLA-A2 matched target cells pulsed
or unpulsed with the relevant peptide. Specific lysis of
pulsed versus unpulsed targets was 25% for core 18-27
CTL lines, 11% for envelope 335-343 CTL lines, 15%

for polymerase 575-583 CTL lines at an E/T ratio of 20/1.
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한, 이들 HBV 특이 세포군은 HIV-1 gag 단백질내의 77-85 펩타이드(SLYNTVATL)가 결

합된 HLA-A2 tetramer와는 반응을 보이지 않았다(data not shown).

Tetramer의 특이성을 좀 더 알아보기 위해서, Tc 18-27 특이 CD8 T 세포를 유속 세포

분석기를 이용하여 분리한 후 PHA로 처리하여 증식시킨 후 tetramer와의 반응성을 보았다.

분리된 T 세포의 98%이상이 Tc 18-27와 반응하였으며 chromium release assay상 주효세포/

표적세포의 비가 0.5/1의 조건에서 45%의 표적세포를 용해시켰으며 주효세포의 양에 비례

하여 표적세포의 용해가 증가되는 소견이 관찰되었다. 또한, 이들 세포들은 표적세포의 양

에 비례하여 많은 양의 IFN-γ를 합성하였다(Fig. 2). 이들 실험을 통해 tetramer의 특이성을

입증할 수 있었으며 급성 간염 환자의 tetramer 특이 세포는 세포독성과 IFN-γ 합성 기능

을 정상적으로 유지함을 알 수 있었다.

2. 급성 B형 간염에서의 CD8 T 림프구에 대한 tetramer 염색

HBV tetramer 염색을 통해 급성 B형 간염 환자의 혈액으로부터 HBV 특이 CD8 림프

구를 충분히 예민하게 정량할 수 있는지를 확인하고자 하였다. 14명의 HLA-A2 양성 및 9

Fig. 2. Functional characterization of tetramer specific cells. PBMC from the HLA-A2 acute
HBV patient was stained with the Tc 18-27 and anti-CD8 mAb. Double positive cells were sorted
by flow cytometry (A) and expanded in vitro (B) with PHA stimulation. Sorted and expanded
cells were analysed by flow cytometry after staining with Tc 18-27 and anti-CD8 mAb (C). These
cells were tested for their ability to lyse HLA-A2 positive target cells pulsed with core 18-27
peptide by a standard chromium release assay (D) or for r-IFN production after stimulation with
peptide-pulsed target cells by intracellular cytokine staining (E).
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명의 HLA-A2 음성, 급성 B형 간염 환자의 혈액으로부터 PBMC를 분리하여 anti-CD8 항체

와 tetramer를 이용하여 염색하였다. Tetramer 특이 세포의 빈도는 동일한 검체를 대상으로

실험을 반복하였을 때 높은 재현성을 보였다. HLA-A2 음성환자에서는 50,000개의 CD8

세포 중 20개 이하의 tetramer 특이 세포가 관찰되어 전체 CD8 T 세포에 대한 tetramer

특이 세포의 빈도가 0.04%를 넘지 않았다. HLA-A2 양성 정상인의 PBMC 또한 대조군으로

염색하였는데 비슷한 정도의 낮은 빈도를 보였다(Fig. 3A).

반면에, 14명의 HLA-A2 양성 환자중 12명에서 높은 빈도의 tetramer 특이 세포를 발견

할 수 있었는데 11명에서 전체 혈중 CD8 세포의 0.1% 이상이 core 18-27 특이 세포였

다(Fig. 3A). 12명의 환자중 11명에서 Tc 18-27 특이 T 세포의 빈도가 Tp 575-383 또는

Te 335-343 특이 세포보다 높았으며 Tp 575-383 또는 Te 335-343 특이 세포의 빈도는 14

명의 환자중 각각 5명과 3명에서만 증가되어 있었다(Fig. 3B).

그러나, HLA-A2 양성 환자의 경우, tetramer 특이 세포가 하한선 이하의 빈도로 관찰된

경우라도 생체외에서 10일 동안 펩타이드로 자극하자 tetramer 특이 세포가 쉽게 증식하였

으나 HLA-A2 음성 환자와 HLA-A2 양성 정상인에서는 동일한 생체외 자극 시에

Fig. 3. Quantification of tetramer specific CD8 cells in peripheral blood of patients with acute HBV. (A)
PBMC of acute HBV (14 HLA-A2 positive, 9 HLA-A2 negative) were stained with HBV tetramers (Tc 18-27,
Tp 575-583, Te 335-343) and anti-CD8 mAb immediately after isolation. Five uninfected HLA-A2 positive
donors were also tested. The number of tetramer specific CD8 cells was counted of 50,000 CD8 cells
analyzed. Dashed line indicates the cut off value of 30.5 calculated as the mean (8.3) plus 4 SD (22.2) of
a total of 27 determinations of tetramer specific CD8 cells from the 9 HLA-A2 negative patients with acute
HBV infecton analyzed. (B) FACScan dot plots of PBMC of 2 acute HBV patients (1 HLA-A2 positive, 1
HLA-A2 negative) stained with anti CD8 mAb and the HBV tetramers indicated. The numbers in the upper
right quadrants indicate the percentage of tetramer specific cells of total CD8 cells, calcualted with CellQuest
software.
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도 tetramer 특이 세포가 증식하지 않았다(data not shown). 이들 결과를 통해 말초 혈액내의

Te 335-343 또는 Tp 575-383 특이 세포의 빈도가 Tc 18-27 양성 세포에 비해 낮으며 본 실

험에서 이용된 tetramers의 검출 하한가보다 낮게 관찰되지만 대부분의 급성 B형 간염 환

자에서는 다특이 세포독성 T 림프구 반응(multispecific cytotoxic T lynphocyte response)이 나

타남을 알 수 있었다.

환자 4명에서 감염경과에 따른 HBV 특이 CD8 세포의 빈도를 측정하고 이와 임상적

자료를 비교 분석하여 보았다(Fig. 4). Tetramer 양성 세포의 빈도는 임상 경과와 시기에

Fig. 4. Longitudinal quantification of tetramer specific populations. Serial determinations
of the number of tetramer specific CD8 cells in 4 patients during acute HBV infection.
Tetramer specific CD8 cells were calculated as shown in Fig. 3. The time course
(in weeks after clinical onset) is shown on the horizontal axis. Serum transaminase levels
are represented by bars, and HBV serological status assayed at the same time points
is indicated at the botom of each plot.
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따라서 많은 변화를 보였다. 환자 2명에서 임상 경과에 따른 tetramer 특이 T 세포의 변화

가 서로 다른 에피토프간에 동일한 양상을 보였다(Fig. 4: patient 2 and patient 3)

각 환자마다 tetramer 특이 세포의 빈도에는 차이가 있었으나 급성기에 가장 높았으며

환자 3명에서는 tetramer 특이 세포의 빈도가 가장 높을 때 혈중 ALT가 가장 높았고

ALT가 정상이 되면서 HBV 항원이 혈청에서 없어진 후 tetramer 특이 세포도 감소하였다

(Fig. 4). 이러한 결과는 급성 간염에서 회복된 후에도 세포독성 T 림프구 반응이 높게 유

지된다는 기존의 생체외 펩타이드 자극 분석시험을 통한 자료와는 상충되는 것이라 하겠

다.3,5 ,9

3. Tetramer 분석시험과 생체외 펩타이드 자극 분석시험의 비교

한 환자에서 50,000개의 CD8 T 세포중 Tc 18-27 특이 T세포가 경과시점에 따라 100∼

650개가 관찰될 정도로 많은 tetramer 특이 T 세포를 관찰할 수 있었다(Fig. 4). 이 환자를

대상으로 기존의 생체외 펩타이드 자극 분석시험과 tetramer 분석시험를 비교하였다. 이를

위해, 서로 다른 시점에서 채취한 PBMC를 Tc 18-27로 자극없이 직접 정량하는 한편

PBMC를 core 18-27 펩타이드로 처리, 10일 동안 배양하여 T 세포군을 만들어 chromium

release assay를 시행하였다.

임상 양상이 나타난 지 2주째에 가장 높은 빈도(1.34%)의 core 18-27 특이 CD8 T 림프

구가 tetramer 염색에 의해 관찰되었으나 오히려 이 시점에서의 chromium release assay 결과

는 음성이었다. 반면 Tc 18-27 특이 세포의 빈도가 각각 1.02, 0.6, 0.2%로 2주째에 비해서

낮았던 3, 5주 및 회복기(14주)에서의 chromium release assay 결과는 높은 수준의 세포독성

T 림프구 반응이 관찰되어 기존의 생체외 펩타이드 자극 분석시험과 tetramer 분석시험의

현저한 차이를 관찰할 수 있었다(Fig. 5).

이러한 차이점을 알아보고자 chromium release assay에 이용된 T 세포군을 대상으로

tetramer 분석방법을 이용, 에피토프 특이 T세포를 측정하여 각 경과 시점에서의 생체외 자

극에 대한 Tc 18-27 특이 세포의 증식 여부를 비교한 결과 Tc 18-27 특이 세포가 2주째에

는 잘 증식하지 않은 반면(자극 전 1.34%, 자극 후 9.0%) 3주와 5주째에는 많이 증식하였음

을(각각 자극 전 1.02%, 0.6%, 자극 후 37%, 20%) 관찰할 수 있었다. 또한 회복기인 14주째

도 Tc 18-27 특이 T 세포는 매우 많이 증식하였으며(자극 전 0.2%, 자극 후 40%) chromium

release assay로 측정된 세포독성능과 부합되었다(Fig. 5).

이는 에피토프 특이 T 세포의 생체외 증식능에 따라서 자극 전후의 빈도에 큰 차이가

있슴을 보이고 있으며 자극후의 세포독성 T 림프구 반응을 평가하여 온 기존의 분석은 임

상경과에 따른 바이러스 특이 T 세포의 변화를 정확히 반영하지 못 하였을 수 있으며 급

성 B형 간염에서 회복 후의 HBV 특이 세포독성 T 림프구 반응이 과대평가되었음을 보여

주고 있다 하겠다.
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4. Tetramer 특이 세포의 생체외 증식과 활성상태와의 관계

상기 환자를 대상으로 HBV 감염의 급성기와 회복기에 Tc 18-27 특이 CD8 세포의 활성

화 상태를 분석하였다. 이 실험은 바이러스 특이 CD8 세포의 활성 상태와 Fig. 5에서 보

았던 생체외 증식과의 관련성을 알아보고자 시행하였다. 이를 위해 상기 환자의 PBMC를

Tc 18-27과 CD8 단클론 항체과 함께 활성화 표지자인 HLA-DR, CD38, CD62L, CD45RA

에 대한 단클론 항체를 이용하여 추가 염색을 한 후 유속세포 분석기로 분석하였다(Fig.

Fig. 5. Expansion of Tc 18-27 specific CD8 cells during the course of acute infection
and correlation with core 18-27 specific CTL activity. PBMCs purified at different time
points were stained directly with Tc 18-27 and anti CD8 mAb (fresh PBMC panel) or
stimulated with core 18-27 peptide. Cells were cultured for 10 days and then analysed
both by flow cytometry (shown in T cell lines panel) and by testing for core 18-27
specific CTL activity with a chromium release assay at an E：T ratio of 20：1 (shown
in Cytotoxic assay panel). Dot Plots shown Tc 18-27 specific CD8 cells in lymphocytes
with live gate, with the percentage of tetramer specific CD8 cells out of total CD8
cells shown in the right upper quadrant of the FACScan dot plot profiles. The percent
lysis is shown for targets in the presence or absence of core 18-27 peptide. Serum
transaminase levels and HBV serological status assayed at the same time points are
also indicated.
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6)

급성기의 HBV 감염시에는 75∼98%의 core 18-27 특이 세포에서 활성표지자인 HLA-DR

과 CD38이10
표현된 반면에 CD62L과11 CD45RA은 10∼15%만이 표현되어 매우 활성화된

상태였다. 이처럼 높은 세포 활성화는 생체외 자극에 대한 증식능의 감소 및 세포독성 측

정검사에서의 세포독성의 저하와 연관됨을 알 수 있었다.

HLA-DR이 가장 빠르게 감소하여 증상이 나타난 지 2주째에 50%의 tetramer 특이 세포만

이 HLA-DR 양성이었으며(Fig. 6) CD38은 3주째 감소하기 시작하였다. 이와 같은 3주째의

CD38의 감소와 HLA-DR의 추가 감소는(Fig. 6) Tc 18-27 특이 세포의 생체외 증식과 용해

Fig. 6. Phenotypic analysis of Tc 18-27 specific CD8 cells during acute HBV infection. Fresh
PBMC obtained during acute HBV infection were analysd by three colour flow cytometry using
the PE-conjugated Tc 18-27, Cychrome-conjugated anti-CD8 and the following FITC conjugated
mAb: anti-HLADR, anti CD38, anti CD62L, anti-CD45RA. Dot Plots in Fig. 6A show data after
gating on CD8 T cells. Percent of HLADR or CD38 cells out of Tc 18-27 specific CD8
cells are indicated in the upper right quadrant. Fig. 6B show a summary of the phenotype of
Tc 18-27 specific CD8 cells at different time points. The percentages of HLADR , CD38 ,
CD62L and CD45RA in CD8 Tc18-27 cells were calculated with CellQuest software.
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작용의 증가와 연관되어 있다하겠다(Fig. 5, 3, 5주). 동일한 양상의 표현형의 변화를 다른

2명의 환자에서도 관찰할 수 있었다.

임상적으로 모든 지표들이 정상화되고 HBV 항원도 모두 제거된 회복기에서(14주 후)

Tc 18-27 양성 세포의 표현형을 알아보았다. 활성 표지자인 HLA-DR과 CD38의 표현은 완

전히 감소하였으며 대부분의 세포에서 CD62L이나 CD45RA는 표현되지 않았다. 활성표지

자인 HLA-DR과 CD38의 감소는 특정 펩타이드로 PBMC를 자극했을 때 관찰된 tetramer 특

이 세포의 보다 많은 증식과 연관되었다.

IV. 고 찰

바이러스 감염시 이의 조절에는 바이러스의 양, 증식속도, 침입경로, 돌연변이 출현 등의

바이러스 인자와 숙주, 즉 감염된 사람의 바이러스에 대한 면역반응의 상관관계가 중

요하다.

바이러스에 대한 숙주의 면역반응은 혈중 바이러스를 없애는데 관여하는 체액성 항체반

응(humoral antibody response)과12
바이러스에 감염된 세포 및 바이러스의 제거에 관여하는

세포성 면역반응(cellular immune response)으로 구성되며13 바이러스의 효과적인 조절을 위

하여는 바이러스에 감염된 세포 자체를 없애거나 세포내의 바이러스를 제거하는 과정이

반드시 필요하다. 따라서 바이러스 감염의 조절에는 세포성 면역반응이 보다 중요하다 하

겠으며 현재까지의 많은 바이러스의 발병기전에 관한 연구는 세포성 면역반응의 중심을

이루고 있는 보조 T 림프구와 세포독성 T 림프구에 초점이 맞춰져 왔다.14- 16

바이러스가 숙주세포에 감염되면 숙주세포내에서 증식하면서 바이러스 단백질을 합성

하게 되고 이들 단백질은 세포 내에서 다단계의 과정을 거치면서 8∼11개의 아미노산으로

분해되어 세포내의 HLA class I 분자와 복합체를 이루면서 세포막에 표현된다. 이 펩타이

드에 특이성을 보이는 T 세포 수용체를 가지고 있는 세포독성 T 림프구가 이를 인식하여

바이러스에 감염된 세포 자체를 없애거나 싸이토카인 등의 분비를 통해 세포내의 바이러

스를 제거하는 작용을 나타낸다.

따라서 바이러스의 조절에는 다양한 바이러스 펩타이드에 특이성을 보이는 세포독성 T

림프구의 역할이 무엇보다 중요하며 HBV도 예외는 아닌 것으로 현재까지의 많은 연구 결

과 보고되고 있다. 한편 바이러스 조절뿐 아니라 간세포 손상에 의한 간질환의 유발에도

세포성 면역반응이 관여하는 것으로 알려져 있어
17 B형 간염의 자연경과와 치료반응의 예

측에 있어 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 분석은 매우 중요하다 하겠다.

그러나 현재까지 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 정량화를 포함한 분석은 HBV 특성상
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많은 시간과 노력이 요구되며 또한 제한적이었다. 즉, 생체내 연구의 경우, HBV는 사람과

침팬치를 제외한 다른 동물에는 감염이 되지 않기 때문에 자연숙주에 대한 동물실험이 매

우 어려우며 현재 transgenic mouse를 이용하여 실험이 진행되고 있으나 이 또한 많은 한

계를 안고 있다. 또한 HBV의 증식이나 유전자 표현 등의 연구에 이용되는 hepadnaviridae

(duck, woodchuck, ground squirrel hepatitis virus)를 이용한 연구도 이들 바이러스의 숙

주동물의 면역체계에 대한 연구가 아직 미흡하기 때문에 인간에 적용시키기에는 불충분하

다.18

한편 생체외 연구 또한 매우 제한적이다. 즉, 말초혈액내에 존재하는 HBV 특이 세포독

성 T 림프구의 빈도는 매우 낮으며 현재까지 이를 직접 정량화할 수 있는 방법이 개발되

어 있지 않았기 때문에 이의 활동도를 측정하기 위해서는 환자로부터 분리한 PBMC를

HBV 에피토프로 7∼10일을 주기로 1차례 이상 자극하여 chromium release assay로 측정 가

능할 정도로 증식을 시키는 과정이 필요하다.

이와 같은 실험 방법의 가장 큰 문제점으로는 세포독성 T 림프구의 활성화 정도에 따라

서 생체외 자극에 대한 증식능이 많이 좌우되기 때문에 진정한 세포독성 T 림프구 활동도

를 반영하지 못할 수 있다. 일례로 human immunodeficiency virus (HIV)의 경우 때때로 생체

외 증식과정이 필요치 않을 정도로 충분한 수의 HIV 특이 세포독성 T 림프구가 혈중에 존

재하여 직접 정량이 가능한 경우가 있는데 이를 대상으로 생체외 증식없이 직접 정량한

경우와 생체외 자극 후 정량한 경우를 비교한 경우 전자에서 약 100배 정도 높은 HIV 특

이 세포독성 T 림프구를 관찰할 수 있었다.9

또 다른 예로는 B형 간염에서 간내 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 정량은 현재까지 불

가능하였는데 이는 이 세포가 간에 없어서라기 보다는 간내에서 왕성하게 증식하는 바이

러스에 지속적으로 노출되어 보다 활성화되어 있기 때문에 생체외 자극시 쉽게 사멸화되

고 chromium release assay로 측정 가능할 정도의 증식이 이루어지지 못하기 때문으로 생각

되어지고 있다. 이 두가지 예는 기존의 방법에 의해 세포독성 T 림프구를 측정할 경우 증

식과정에서 세포독성 T 림프구의 증식능에 따라 연구자의 의도와는 무관하게 편견(bias)이

들어갈 수 있음을 보여주는 좋은 예라 할 수 있다.

따라서 현재까지 HBV 감염의 조절에 있어 고려되고 있는 커다란 두 축 중의 하나인 바

이러스 인자에 대하여는 정량을 비롯하여 비교적 정확하고 신뢰성 있는 검사방법 등이 개

발되어 이용되고 있으나 다른 한 축인 숙주의 면역반응에 대한 연구는 이들에 관여하는

세포의 정량화조차 되지 못하고 있는 실정이며 대부분의 HBV 조절에 관한 연구는 바이러

스 인자에 치우쳐져 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위해서는 혈액 또는 간에서 HBV 에

피토프 특이 세포독성 T 림프구을 직접 분석할 수 있는 방법이 요구된다.

1996년 Altman 등은 최근의 발달된 분자 생물학적 기법을 응용하여 tetrameric HLA class

I-peptide 복합체라는 새로운 시약을 합성, 유속세포 분석기를 이용하여 HIV 환자를 대상으
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로 혈중 HIV 특이 CD8 T 림프구를 직접 정량화 할 수 있었음을 처음으로 보고하였다.7

단량체(monomer) 상태의 HLA class I-peptide 복합체가 이에 특이성을 보이는 CD8 T 세

포 수용체와 반응시, 반응력이 약하고 반응시간이 짧아 실험실적 방법으로 이를 규명하기

에 충분한 시간동안 유지가 되지 못하기 때문에 충분한 반응시간을 유지하게 하고자 다량

체(multimer)형태로 변형을 시도하게 되었으며 비오틴과 streptavidin이 4：1 몰비로 반응하

는 점을 이용하여 HLAclass I-peptide 복합체에 비오틴을 결합시키고 이것을 streptavidin과

반응시키면 tetramer 복합체를 이루게 된다. 이 tetramer와 특정 T 세포와의 결합은 유속세

포 분석기를 통하여 확인할 수 있다. 상기 방법으로 1998년 이후 현재까지 바이러스의 경

우 HIV, Simian immunodeficiency virus, Epstein-Barr virus (EBV), influenza virus, lymphocytic

choriomeningitis virus (LCMV), 세균의 경우 Listeria monocytogenes, 종양의 경우 흑색종 등

에서 항원 특이 세포독성 T 림프구의 빈도, 감염경과에 따른 빈도의 변화, 표현형, 클론증

식능, 바이러스의 양과의 상관관계 등에 대해서 발표되었다.19-28

본 연구에서는 상기 방법을 B형 간염에 적용하여 HLA-A2 양성 B형 간염환자의 60%이

상에서 세포독성 T 림프구에 의해 인식되는 것으로 알려진 세가지 HBV 펩타이드 core

18-27, polymerase 575-583, envelope 335-343과 결합된 HLA-A2 tetramer 복합체를 제작하여

이의 유용성을 확인하고자 하였다.

본 실험에서는 14명의 HLA-A2 양성, 급성 B형 간염 환자를 대상으로 비세포변성 바이

러스에 의한 감염에서 바이러스 특이 CD8 세포를 정량 분석할 수 있었다. 동일한 분석

방법이 최근 다른 급성 바이러스 감염에서 이용되었는데 급성 LCMV 감염 마우스의 비장

에서는 최고 50∼70%의 CD8 T 세포가 바이러스에 특이성을 보였으며20 ,2 3 ,24
급성 EBV

감염 환자의 경우 7∼44%의 혈중 CD8 T 세포가 EBV에 특이성을 보였다.19
본 연구에서

급성 B형 간염의 경우 혈중 tetramer 특이 세포의 빈도는 CD8 세포의 1.3%를 넘지 않았

으나 이 빈도는 과거 limiting dilution assays로 측정되던 것의 60배 정도 높은 것이며9
이는

Listeria monocytogenes나25 influenza virus에26
급성 감염된 마우스에서 측정된 바이러스 특

이 T 세포의 빈도와 일치한다.

HBV 감염시 급성 EBV 감염에 비해서 혈중 바이러스 특이 CD8 T 세포의 빈도가 낮

은 이유로는 바이러스 분포의 차이에 기인한 것으로 추정된다. 급성 B형 간염의 경우 혈중

면역반응은 항원이 합성되고 세포 손상이 일어나는 간에서의 면역 반응의 일부만을 반영

한다고 할 수 있다. HBV는 간세포에서 활발하게 증식하며29 간에 침윤된 세포독성 T 림프

구는 간세포 손상을 유발하는 것으로 보고되고 있다.17 따라서 많은 HBV 특이 T 세포가

간 내에 존재할 것으로 추정할 수 있으며 혈중 세포독성 T 림프구만을 측정하는 것은 전

체 HBV 특이 세포독성 T 세포를 평가하는 데 미흡할 수 있다.

급성 B형 간염의 경우 간내 T 세포를 얻기 위해 요구되는 간 조직 검사가 의료 윤리적

으로 정당화되는 경우가 드물기 때문에 상기 가정을 직접 조사할 수는 없었다. 그러나 비

슷한 양상의 바이러스 특이 T 림프구의 침윤이 HIV-1에 감염된 사람의 림프절이나30

- 15 -



influenza에 감염된 쥐의 폐에서26 관찰되었으며 influenza에 감염된 쥐의 경우 비장이나 림

프절에서 급성 B형 간염의 혈중에서 관찰되는 것 보다도 훨씬 못 미치는 바이러스 특이 T

림프구가 관찰됨이 보고되었다.26
또한 현재 진행중인 만성 B형 간염을 대상으로 간조직에

서의 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 빈도를 측정한 예비 연구에 따르면 혈중에 비해 간

내에 8∼150배 많은 HBV 특이 세포독성 T 림프구가 침윤되어 있음을 확인할 수 있었으며

이는 상기 가정의 합리성을 뒷받침한다 하겠다.

한편, HBV 특이 CD8 T 세포가 과소평가된 것은 세가지의 에피토프만으로 시행한

tetramer 분석기법의 한계일 수 있다. 본 연구에서 이용한 세 에피토프가 급성 B형 간염에

서 가장 빈번하게 발견되는 것이기는 하지만 세포독성 T 림프구에 의해 인식되는 B형 간

염 바이러스 에피토프는 10여 개가 넘게 보고되고 있으며 이들 에피토프에 다특이 세포독

성 T 림프구 반응을 보일 수 있음은 이미 알려져 있기 때문이다.1
현재까지는 한 tetramer로

는 한 에피토프에 반응을 보이는 세포독성 T 림프구만을 분석할 수 있기 때문에 전체적인

바이러스 특이 세포독성 T 림프구을 측정하는 데는 한계가 있으며 향후 다특이적으로 세

포독성 T 림프구를 동시에 분석할 수 있는 다중체의 개발이 기대된다.

서로 다른 세 에피토프에 대한 tetramer를 이용한 본 연구에서는 core, polymerase, en-

velope 특이 CD8 세포의 빈도에 차이가 있음을 보여주고 있다. 이처럼 에피토프간에 있

어서 세포독성 T림프구의 차이는 다양한 항원을 포함하고 있는 복잡한 병원체의 경우 일

반적으로 관찰된다.3 1-35
상기 tetramer가 서로 다른 세 HBV 단백질에 대한 전체 CD8 T 세

포 반응을 대표한다면, 본 연구의 결과는 바이러스 조절에 있어서 core 단백질이 보다 중

요할 수 있음을 시사한다 하겠다. 대부분의 환자에서 core 특이 CD8 T 세포의 빈도가

polymerase나 envelope 특이 CD8 세포의 빈도에 비해서 적어도 10배는 높은 것으로 나타

났으며 몇몇 보고에서는
36,37 CD4 T 림프구 반응도 core 단백질에 편중되는 경향을 보임을

보인 바 있기 때문이다. 그러나 최근의 LCMV 감염을 대상으로 한 한 연구에 의하면 가장

높은 세포독성 T 림프구 반응을 유도하는 펩타이드가 오히려 가장 낮은 숙주 보호작용을

나타냄을 보고하고 있어
38 바이러스 에피토프간 세포독성 T 림프구의 빈도와 면역보호작

용과의 상관관계의 규명에는 보다 많은 연구가 필요하리라 생각된다. HBV의 경우, HBV

감염의 효과적인 조절에 필수 불가결한 CD8 세포의 항원 특이성을 규명하는 데는 HBV

가 조절된 급성 간염 환자와 만성 간염으로 이행된 급성 간염 환자의 비교가 필요하나 증

상을 보이는 급성 간염 환자에서의 만성 간염으로의 이행은 드물며 이미 만성 간염화 된

환자의 분석으로는 면역결손이 바이러스 지속의 원인인지 또는 결과인지를 구분하여 주지

못하는 한계가 있다하겠다.

Chromium release assay에 기초한 과거의 연구에서는 세포독성 T 림프구 활동도와 간 손

상 정도의 관계를 규명할 수 없었다. 펩타이드 자극 후 측정한 세포용해 작용은 급성기에

는 매우 낮았으며 반면에 회복기에는 훨씬 컸다.3,5 이는 T 세포의 활성화와 관련되어 감염

초의 경우 T 세포가 활성유도 세포 사멸(activation induced cell death)에 보다 민감하기 때문
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에 펩타이드 자극시 chromium release assays로 측정 가능할 정도로 증식이 이루어지지 못

하는 것으로 가정되어져 왔다.6

본 연구에서는 여러 활성화 표지자를 함께 이용하여 HBV 특이 세포독성 T 림프구를 직

접 분석함으로써 상기의 가정을 규명할 수 있었다. 기존의 생체외 자극 분석시험과 tetra-

mer 방법을 비교함으로써 tetramer 방법의 우월성을 확인할 수 있었고 생체외 자극과정을

거치지 않고 HBV 특이 세포독성 T 림프구의 활성화 정도와 무관하게 이를 측정하여 감염

경과에 따른 HBV 특이 T 세포의 빈도와 간 손상 정도를 비교함으로써 간 손상에 있어서

세포독성 T 림프구의 역할에 대한 실험실적 근거를 제시하고 있다.

결론적으로, HBV 특이 CD8 세포를 직접 분석할 수 있는 tetramer의 도입으로 기존의

기능적 분석방법에서 얻은 결과에 비해 생체 내에서 일어나는 면역 반응을 보다 정확하게

규명할 수 있게 되었다. 이러한 결과는 바이러스 조절을 목적으로 바이러스 특이 CD8

세포 반응을 자극하기 위한 면역학적 접근의 치료를 디자인하는데 실용적인 제안을 할 수

있을 것으로 생각된다.

예를 들어 바이러스 특이 T 세포의 증식능은 세포의 활성화 정도와 역관계를 보였는데

바이러스가 활동적으로 증식하는 시기의 매우 활성화된(HLA-DR , CD38 , CD62L )

CD8 세포는 추가로 진행되는 특정 자극에 증식을 잘 보이지 않았으며 이러한 생체외 검

사결과는 생체내 상황을 반영한다고 볼 수 있다. 따라서 바이러스 증식을 낮추기 위한 항

바이러스 치료를 통해 HIV-1에 감염된 환자에서 HIV 특이 세포독성 T 림프구에 표현된

CD38의 정도가 감소함을 보인 보고나 만성 B형 간염환자에서 lamivudine치료로 CD4 보조

T 세포의 반응성을 향상시킬 수 있음을 보인 보고에서39 ,40 알 수 있듯이 HBV 특이 세포독

성 T 림프구의 증식을 위해 자극하기 전에 바이러스의 양을 낮추기 위한 조처를 취하여

결과적으로 급성 B형 간염 후 완전히 회복된 상태에서 볼 수 있는 것과 같은 높은 증식 능

력을 보이는 T 세포로 변화시키는 것이 합리적이라 생각된다.

앞으로 상기 방법을 만성 B형 간염에 적용함으로써 만성 간염의 자연경과에 있어 HBV

특이 세포독성 T 림프구의 역할을 규명하고 기존의 임상적, 조직학적 인자와 함께 적용함

으로써 보다 객관적이고 합리적으로 만성간염의 경과를 예측할 수 있으리라 생각된다. 더

나아가 이를 현재 사용중인 여러 항바이러스제의 치료기전을 규명하고 효과를 예측하는

데 이용함으로써 향후 만성 B형 간염의 치료지침을 세울 수 있는 자료로 활용될 수 있을

것으로 기대된다.

V. 결 론

B형 간염에서 바이러스의 조절과 간세포의 사멸에 관여하는 것으로 알려져 있는 HBV

특이 세포독성 T 림프구를 직접 측정할 수 있는 세 종류의 HLA-A2 peptide tetramer를 합성

- 17 -



하여 유속세포 분석기를 이용, 급성 B형 간염 환자의 혈중 HBV 특이 CD8 세포의 빈도,

경과 시점에 따른 변화, 표현형, 클론의 증식능 등을 분석하였다.

1. 세 종류의 tetramer의 민감성과 특이성, tetramer 특이 CD8 세포의 기능성이 확인되

어 tetramer를 이용한 HBV 특이 CD8 세포의 직접 분석이 가능하였다.

2. 대부분의 급성 간염환자에서 바이러스 에피토프간 에피토프 특이 세포의 빈도에 차이

를 보였으며 core 단백질 특이 세포독성 T 림프구가 가장 많았다. HBV 특이 CD8 세포

는 급성기에 빈도가 가장 높고 회복기에 감소하였다. 급성기의 이들 세포는 활성화되어 생

체외 증식능이 결여되어 있었으며 회복기에 이르러 바이러스 특이 CD8 세포의 활성도가

감소하면서 증식능이 회복되었다.

본 연구는 혈중 HBV 특이 CD8 세포를 생체외 자극없이 직접 분석한 최초의 연구로

써 상기 연구방법은 만성 B형 간염의 병인, 면역학적 치료 등의 기본 자료 수립에 이용될

수 있으리라 생각된다.
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Abstract

Direct quantitative analysis of hepatitis B virus-specific CD8 T lymphocyte
with tetrameric HLA class I-peptide complex

Chun Kyon Lee

Brain Korea 21 proj ect f or Medical Science
The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Prof essor Kwang Hyub Han)

Cytotoxic T cells have been suggested to be responsible for lysis of hepatitis B virus

(HBV)-infected hepatocytes and control of virus infection. The frequency, kinetics, pheno-

type, and capacity for clonal expansion of circulating HBV-specific CD8 cells were

analyzed directly in patients with acute HBV infection to clarify their pathogenetic role.

Three HLA-A2 peptide tetramers able to visualize HBV core, envelope, and polymerase

epitope- specific cytotoxic T lymphocytes were synthesized and used for flow cytometric

analysis of antigen-specific populations.

The results obtained were as followed;

1. HLAA2/HBV peptide tetramer binds only to peptide specific cytotoxic T lymphocyte.

2. HLAA2/HBV peptide specific cells are functionally able to lyse target cell and produce

cytokine.

3. HLAA2/HBV peptide specific cells are easily detectable in the peripheral blood of acute

HBV patients.

4. CD8 T lymphocyte specific for core are found at a higher frequency than those

specific for envelope and polymerase in most patients with acute HBV.

5. The number of HBV-specific CD8 cells is highest during the clinically acute stage

of infection and decreased after recovery.

6. HBV-specific CD8 cells express an activated phenotype and have an impaired

capacity to expand in vitro and to display cytolytic activity in response to peptide stimulation

during the acute clinical stage of disease.

7. Recovery of these functions was observed when the frequency of tetramer specific

CD8 cells decreased, coincident with a progressive decrease in their expression of

activation markers

This study provides the first ex vivo evidence that the highest frequency of circulating
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HBV-specific CD8 cells coincides with the clinically acute phase of hepatitis B. These

cells exhibit an activated phenotype with limited further proliferative capacity that is restored

during recovery.

Key Words: Acute B viral hepatitis, HBV-specific cytotoxic T lymphocyte

Tetrameric HLA class I-peptide complex
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