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RESUMEN (Objetivos y Metodologia del Proyecto) (Ajustese al espacio disponible)

Objetivos (1) Estudiar las diferentes poblaciones virales con mutaciones por sustituciones, inserciones y/o deleciones, en las
regiones promotora y codificante del la proteina HBX del virus de la hepatitis B (VHB) y (2) analizar la complejidad de las
quasispecies del VHB, mediante diferentes parametros (Entropia de Shannon, indice de Gini-Simpson, frecuencia de
mutacidn, diversidad nucleotidica, etc). Ambos objetivos, tienen la finalidad de establecer el posible valor prondstico de
mutaciones o de la compeljidad de la quasispecies como marcadores de severidad de la enfermedad hepatica. (3) Definir
zonas hiperconservadas en el gen X y su promotor, potencialmente Utiles como dianas para su bloqueo mediante terapia
génica dirigida.

Metodologia Seleccion prospectiva de 90 pacientes con infeccién crénica por VHB que acuden a consultas del hospital Vall
d'Hebron y que firmen consentimiento informado. Se buscaran muestras retrospectivas que cumplan el interés del estudio y
se recopilaran datos demograficos y clinicos en una base de datos anonimizada. Se incluiran 30 portadores del VHB (grupo
A), 40 pacientes con hepatitis crénica (grupo B) y 20 pacientes con cirrosis por VHB (grupo C). Se analizaran dos muestras
por paciente y dos regiones del gen x por muestra (region codificante, nt 1374-1838 y regién promotora, nt 1255-1390). La
secuenaciacién masiva de las dos regiones implicara un analisis de 6.000.000 de secuencias. Se evaluara “in vitro” (cultivo
celular) la esencialidad para la replicacion del VHB de las zonas mas conservadas de las regiones codificante y promotora del
gen X (modificaciones por mutagénesis dirigida).

TITLE: Therapeutic targeting search based on the conservation of hepatitis B virus x gene by massive
sequencing methodology

ABSTRACT (Objectives and Methodology of the project)

Objetives (1) Study viral populations with point mutations, insertions and/or deletions in the promoter and the x gene of
hepatitis B virus (HBV) and (2) analyze HBV quasispecies by several parameters (Shannon Entropy, Gini-Simpson, mutation
frequency, nucleotide diversity, etc). Both objectives aim to establish the possible pronostic value of mutations (1) or
quasispecies complesity (2) as markers of liver disease severity. (3) Define hiperconserved regions in the promoter and the x
gene that might be useful as gene targeting.

Metodology Prospective selection of 90 patients with HBV infection that are visited and controlled in Vall d'Hebron hopital,
and with informed consent signed. Demografic and clinical data will be retrospectively recorded in an anonimously data
base. Thirty HBV carriers (group A), 40 patients with chronic hepatitis (group B) and 20 patients with cirrhosis (group C) will
be included. Two samples/patient will be included. Two regions of the HBV genome will be ultra-deep pyrosequenced: the
coding region (nucleotide positions 1374-1838) and the promoter (nucleotide positions 1255-1390). A total of 6.000.000
sequences will be obtained. The replicative capacity of the most conserved regions will be assesed "in vitro".
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FINALIDAD DEL PROYECTO

Estudio de la complejidad de la quasispecies de la region codificante de la proteina X del Virus de la Hepatitis B y su promotor, en
diferentes situaciones de enfemedad hepatica (cirrosis y diferentes fases de hepatitis cronica B) y de tratamiento, para evaluar si
éstas podrian ser dianas utiles para interferir en el ciclo del virus y conseguir la curacién de la infeccién crénica por VHB. Ademas,
se estudiara si las inserciones o delecciones en esta regién tienen implicaciones clinico-patoldgicas.

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DE LOS CONOCIMIENTOS CIENTIFICO TECNICOS

A pesar del desarrollo de programas de vacunacion (anti-HB) y de terapias antivirales efectivas, la Hepatitis B Cronica (HBC) sigue
siendo un problema grave de salud a nivel mundial. Se estima que mas de 240 millones de personas estan infectadas
crénicamente por el Virus de la Hepatitis B (VHB) en todo el mundo?®. Ademads, estos pacientes tienen un alto riesgo (25%) de
desarrollar cirrosis (CH) y Hepatocarcinoma (HCC) del que la infeccion por VHB es la causa mayoritaria2. De hecho, la infeccién por
VHB es responsable de aproximadamente 780.000 muertes anuales?.

El VHB, perteneciente a la familia Hepadnaviridae, es un pequefio virus con envuelta de organizacion gendmica y mecanismo de
replicacion muy singulares. El genoma del virus estd compuesto de ADN circular (3,2 kb), parcialmente de doble cadena que
contiene cuatro pautas de lectura abierta (ORF): P, preC/C, preS/S y X. El molde de transcripcidn del virus es el ADN circular
covalentemente cerrado (ADNccc) que reside en el nicleo del hepatocito como un minicromosoma. El mantenimiento del ADNccc
es clave para la persistencia del virus. La replicacién de VHB implica la transcripcidon inversa del ARN pregendmico intermediario
del ADN viral, pero la transcriptasa inversa es propensa a errores y el ratio de mutacidn es alto3. Esta variabilidad conduce a una
acumulacion de secuencias gendmicas formando una poblacidn viral heterogénea o quasiespecies® que le permite escapar del
sistema inmune del huésped, asi como al tratamiento por inhibidores de nucleds(t)idos de polimerasa y/o a la vacunacién anti-HB,
acelerando la progresién a HBC*.

Los programas de prevencion, la vacuna anti-HB y los tratamientos disponibles (andlogos de nucleos(t)idos, AN), basados en la
inhibicion de la replicacién viral, han conseguido disminuir notablemente el nimero de infectados o frenar la progresidn de la
enfermedad (fibrosis hepatica y aparicion de hepatocarcinoma)®. Sin embargo, estos tratamientos tienen limitaciones, como la
aparicion de resistencias y a la necesidad de una administracion continuada probablemente de por vida;® ya que la replicacién
viral se recupera tras suspender el tratamiento, fendmeno observado en los proyectos Pi 11/1973 y Pl 12/1893 (manuscrito en
revisioén). Por lo tanto, la eliminaciéon completa o cura de esta infeccidon no es posible con los tratamientos actuales. Por ello,
parece ser que el objetivo principal para el desarrollo de nuevas terapias en la infeccion crénica por el VHB es profundizar en el
conocimiento de las interacciones virus-huésped que conducen a la infeccion persistente y una mejor comprension de los
obstdaculos para su cura. Una de las explicaciones mads plausibles es la persistencia del ADNccc en el nicleo del hepatocito’; asi, no
es detectado por el sistema inmune del huésped ni atacado ni por los AN ni por el IFN, de manera que actia como reservorio y
por tanto puede producirse un rebrote viroldgico tras la discontinuacion del tratamiento o incluso en pacientes con infecciones
por hepatitis B que se asumian como resueltas (HBsAg negativo, anti-HBc positivo) si son sometidos a estados de
inmunosupresion®. Por otra parte, las mutaciones que confieren resistencia a los tratamientos también quedan almacenadas en el
ADNccc y podrian ser seleccionadas rapidamente con el uso de drogas que exhiban resistencia cruzada®. Este ultimo fendmeno se
ha observado como resultado del proyecto PI09/0899 asi como en pacientes trasplantados hepaticos en el P112/1893 (manuscrito
en revision final).

Las nuevas estrategias terapéuticas pueden ir dirigidas o a la respuesta inmunitaria del huésped: activando la respuesta innata
(receptores TLR y RLR; células NK y NKT)® o restaurando la respuesta adaptativa especifica a VHB, la cual se altera por el
agotamiento de las células T frente a la exposicién prolongada a grandes cantidades de antigeno viral. Asi, se ha observado que la
reduccion de HBsAg y carga viral mejoran la respuesta inmunitaria adaptatival®. Y también pueden ir dirigidas a actividades
celulares relacionadas con el ciclo viral. En la Hepatitis C y en el VIH se utilizan terapias combinadas dirigidas a distintas funciones
del virus; sin embargo, en la HCB, la utilizacién de varios AN y peg-IFNa no tiene beneficios clinicos. Actualmente se estan
estudiando componentes que inhiben bien la entrada del VHB en los hepatocitos bloqueando el receptor celular (NTCP), la
actividad de la enzima RNasa H, o el ensamblaje de las nucleocapsidas®. Todos ellos en fase de estudio preclinico. Sin embargo, la
experiencia acumulada con el propio VHB, asi como los tratamientos recientes frente a la infeccidon por VHC parecen indicar que
son mas recomendables aquellas terapias dirigidas contra dianas especificamente virales. En este sentido, se esta investigando
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sobre los ARN de interferencia (ARNi) que regulan la expresion de genes concretos, inhibiendo el ARNm del virus, y la replicacion
de VHB y VHC en cultivo celular y en modelos de ratén 1113, Mc Caffrey et al 12 observaron que la expresion de ARNi disminuyé el
HBsAg secretado en suero, se redujeron los niveles de ARN y de ADN (hasta niveles indetectables) del VHB en el higado de ratén,
y el nimero de células tefiidas para el antigeno core del VHB fue menor. Asi, los ARNi pueden ser utilizados como un nuevo
enfoque terapéutico, sin embargo, son necesarios estudios que demuestren su eficacia ‘in vivo', estabilidad del ARN y si existen
efectos fuera de la diana para ser utilizados en el tratamiento de pacientes con Hepatitis.

De manera mas ambiciosa se estan desarrollando terapias dirigidas concretamente a erradicar o inactivar el propio
“minicromosoma viral“ ADNccc de las células infectadas o silenciar permanentemente su transcripcién. En este sentido, hay
estudios con nucleasas que cortan la molécula de ADN en un sitio especifico del genoma y editan defectos genéticos, pudiendo
inhibir la transcripcién, como por ejemplo las nucleasas con dedos de zinc (ZFNs), nucleasas efectoras tipo activador de
transcripcion (TALENSs) y las nucleasas guiadas por ARN (CRISPR-Cas9). Estas son herramientas, actualmente, bien establecidas
tanto ‘in vitro' como ‘in vivo', pero las limitaciones de estas nucleasas como la posibilidad de tener otras dianas de accidn, asi
como la posible toxicidad y la dudosa eficacia requiere de mas estudios asi como el avance en otros tipos de enzimas
programables en ingenieria genétical®. Recientemente, se ha analizado en fase 2 el efecto de un ARN corto de interferencia
(siRNA) como posible tratamiento de la infeccion cronica por VHB 1°. A pesar que este estudio preliminar no define la regidn del
genoma viral en que hibrida el siRNA, los pacientes tratados toleraron muy bien el tratamiento y presentaron una reduccion
significativa de la cuantificacion del HBsAg.

Asi, un factor importante para que la terapia génica sea efectiva y lo mds universal posible, dada la gran prevalencia y
heterogeneidad de esta infeccion a nivel virolégico (10 genotipos y tasas de variabilidad intra e intergenotipica muy elevadas), y
para evitar “fenédmenos de escape”, analogos a los observados en las terapias convencionales de la HCB, estas dianas deben ser
aquellos motivos mas esenciales para el ciclo viral y en ellos las secuencias mas conservadas.

Hay que tener en cuenta que la totalidad del genoma del VHB es codificante y que ademds contiene algunos elementos
reguladores de la replicacién viral, uno de ellos es el enhancer Il (ENH 1), localizado entre las posiciones 1627 y 1774, en la regidon
del gen X (posiciones 1374 a 1838), y modula directamente los promotores de la transcripcién viral de ARNm asociados al proceso
replicativo (ARNm core, ARNm precore y ARN pregendmico), controla en “trans” la transcripcién de los demas ARNm virales y es
el principal responsable del tropismo hepatico de este virus. Debido a su esencialidad esta regién podria ser la candidata ideal
como diana terapéutica. Sin embargo, en el proyecto de nuestro grupo, actualmente en curso (P112/1893), se estd analizando la
region 3' de ENH Il ¢ se ha observado una sorprendente variabilidad en esta regién en el 94% de los pacientes estudiados y con
proporciones significativas de variantes con inserciones y/o delecciones, habiéndose detectado mas de 100 nuevas variantes de
este tipo, que modificarian potencialmente la actividad transcripcional de esta regidn, asi como otras interacciones esenciales con
proteinas celulares como con DDB1 (manuscrito en preparacién, PI12/1893). Esta gran complejidad, observada
independientemente de si el paciente estd o no en tratamiento (manuscritos en redaccion) podria tener efecto sobre las regiones
con las que se solapa (gen X, precore y promotor basico del core o PBC) (resultados preliminares!’) dando posibles nuevas
versiones del gen X, cuyo conocimiento en profundidad puede ser de gran relevancia para el abordaje terapéutico de esta
“infeccion considerada actualmente incurable”.

La proteina del gen X (HBx) es utilizada como diana debido a su esencialidad en el ciclo viral. De hecho, la expresidon de HBx afecta
a diversas funciones celulares en células transfectadas, como en la regulacién citoplasmatica del calcio, la sefializacién celular, la
transcripcion, la proliferacion celular, la reparacién del ADN y en la apoptosis. El HBx interactia con otros elementos celulares,
como las proteinas nucleares involucradas en la regulacion de la transcripcion y factores de transcripcién. Ademds, también se
asocia con la inhibicidn de la respuesta inmune antiviral innata, suprimiendo la respuesta de los receptores TLR y/o la activacion
de IFN-B, e incluso inhibiendo las sefiales a través de proteinas mitocondriales®®.

HBx no se empaqueta en los nuevos viriones, se ha detecta en el nucleo de los hepatocitos infectados y se une al ADNccc, para
permitir el control epigenético de la transcripcion del ADN viral**2°, La multifuncionalidad del HBx tanto sobre la célula hepatica
como sobre la replicacion viral evidencia su papel como principal responsable de la persistencia de la infeccidon y sus
consecuencias clinicas, que la convierten en “el elemento a bloquear” en una hipotética terapia curativa de la infecciéon por VHB.
De hecho, los cambios de nucledtidos en el gen X pueden tener consecuencias importantes en la infeccion del VHB (Ej: T1485,
C1479, A1613, T1653, T1689, A1753, T1766, A1768, A1776)?' 24, algunas de ellas relacionadas con el genotipo viral®>. Estos
cambios, solos o en combinacion, pueden cambiar la funcidon reguladora del promotor basal del core (PBC), disminuyendo la
expresion de HBeAg y facilitando su seroconversion?®. Algunas variantes, particularmente la mutacién doble T1762/A1764 se
asocia a cirrosis y HCC 2728, Algunas variantes afectan directamente la secuencia de aminodacidos (aa) (1130M, V131Ly F132FY) que
se asocian con las principales variantes en PBC. Las mutaciones en los aa 5, 130 y 131 pueden contribuir al desarrollo de HCC y
podrian ser Utiles como valor prondstico clinico en pacientes con HBC?. Ademds, destacan las variantes con delecciones
localizadas entre las cajas TATA2 y 3 del PBC (region solapada con el gen X). El estudio de esta regidén tan relevante y sus
consecuencias clinicas ha sido objeto de dos proyectos anteriores de nuestro grupo ya concluidos (P106/1652 y P108/0899) cuyos
resultados ya han sido reportados3-32, En uno de estos proyectos (P109/0899) se observd que las variantes mas comunes de este
tipo son delecciones de 8 nucledtidos que dan lugar a un desplazamiento del marco de lectura creando un nuevo coddn stop en la
posicion 134, dando lugar a un antigeno HBx truncado en su extremo COOH terminal 31, alterando su efecto proapoptético® o
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transactivador que estimula la replicacion viral?2. Estas variantes son muy frecuentes en ADN integrado de tejido tumoral y se han
asociado al desarrollo de hepatocarcinoma como por ejemplo, la pérdida del efecto proapoptdtico33. En este sentido es esencial
conocer la complejidad de la regién X completa (incluida su promotor especifico) para sugerir una diana potencialmente util para
su bloqueo mediante terapia génica dirigida.

Estudios previos sobre la variabilidad de esta region3* se basan en técnicas que sélo permiten conocer las variantes mayoritarias y,
ademads, pueden dar lugar a resultados falsamente negativos, por el disefio de los cebadores en regiones con delecciones o ricas
en polimorfismos que las técnicas habituales (secuenciacion directa o clonaje de baja cobertura) no permiten detectar. Sin
embargo, la secuenciacién masiva (ultra-deep pyrosequencing, UDPS) permite obtener lecturas mds largas (hasta 750 bases)
facilitando el descubrimiento de variantes asociadas en una sola lectura, y gracias a los algoritmos desarrollados como resultado
del proyecto P112/1893 en curso, las variantes de alta complejidad (delecciones en inserciones incluso en zonas homopolimericas)
pueden ser detectadas con una gran sensibilidad (>0.25%)%” (manuscritos en preparacion). Actualmente, sélo existe un estudio®
que analiza el HBx por UDPS, y observan que la integracidn recurrente en el promotor del gen de la transcriptasa inversa de la
telomerasa humana (TITH) se correlaciona con el aumento de la expresion TITH. La regidn del virus que participa en la integracion
y alteracién estructural viral estd en el extremo 3' de la proteina HBx, que es la que resulta truncada frecuentemente como
resultado de las mutaciones por deleccidén. Un estudio de nuestro grupo centrado en la regién preCore pero incluyendo los 8
codones del extremo C' del gen X (1814-1838) (proyecto Pl 09/0899), ha observado inserciones y delecciones en la secuencia que
comportan el cambio en la funcionalidad del HBx3!. De hecho, el proyecto en curso (PI12/1893), ha permitido una gran
optimizacion de los procedimientos de secuenciacion y los algoritmos computacionales que han permitido validar incluso
inserciones y delecciones en zonas homopolimericas. Actualmente disponemos de la experiencia y la metodologia necesaria para
proponer como objetivo central del presente proyecto un estudio completo de la complejidad de la quasispecies del VHB en la
region X y su promotor correspondiente y detectar regiones hiperconservadas que puedan sugerirse como dianas terapéuticas
para terapia génica dirigida. Los resultados disponibles del proyecto P112/1893 parecen descartar la region 3' codificante del gen
X como posible candidata a diana terapéutica, por lo que deben explorarse la regién 5' terminal del gen X y su promotor
especifico.

Grupos nacionales e internacionales que trabajan en lineas afines al proyecto

En el ambito espariol Dr. J. Garcia-Samaniego (Madrid), Dr A Avelléony Dr JE Echevarria (Madrid). En el dmbito internacional,
destacan trabajos por el grupo de la Dra. Polliccino (Messina, Italia); Dr. Levrero (Roma, Italia) y Dra Protzer (Munic, Alemania) Dra
Dandri (Hamburg, Alemania).
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION HIPOTESIS Y OBJETIVOS
(Ajustese al espacio disponible

HIPOTESIS

Dado el papel esencial de la proteina X del VHB (HBx) en la regulacién del ciclo del VHB, la complejidad de esta regidén puede
estar asociada con la progresion de la enfermedad. La hipotesis central de este proyecto es que el bloqueo de las regiones del
genoma del VHB que codifican o regulan la expresion del gen X (e.g. su promotor especifico) podria inhibir la replicacion viral de
manera duradera e incluso erradicar el ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc), principal responsable de la persistencia
de esta infeccion. Para el disefio de una posible terapia de bloqueo gendmico es necesario detectar zonas altamente
conservadas en dicha regién que evidenciarian su papel esencial. Estas regiones conservadas deben demostrarse en cualquier
estadio de la infeccidn, durante la evolucidn natural de la misma e incluso bajo el efecto de tratamiento antiviral.

OBJETIVOS

1. Estudiar las diferentes poblaciones virales con mutaciones por sustituciones, inserciones o deleciones, en las regiones
promotora y codificante del la proteina HBX del VHB, para establecer el posible valor pronéstico de dichas mutaciones como
marcador de severidad de la enfermedad hepatica. El desarrollo de este objetivo se vera facilitado por la optimizacién de los
algoritmos de analisis bioinformatico desarrollados en el proyecto de accidn estratégica en salud PI112/1893, actualmente en
curso, que permiten la deteccidn y cuantificacion de cambios con inserciones o deleciones incluso en regiones de alta dificultad
(ej. regiones homopoliméricas).

2. Estudio de la complejidad de las poblaciones virales (quasiespecies) del VHB, mediante diferentes estimadores (Entropia de
Shannon, indice de Gini-Simpson, frecuencia de mutacion, diversidad nucleotidica, etc.) para valorar la efectividad de cada uno
de ellos como valor prondstico de los diferentes grados de severidad de la infeccion.

3. Buscar zonas hiperconservadas en el gen X y su promotor, potencialmente Utiles como dianas para su bloqueo mediante
terapia génica dirigida. Para valorar el posible papel de motivos conservados, se estudiard el efecto de la alteracién del gen X
(mediante mutagénesis dirigida y transfeccién en un modelo de cultivo “in vitro”) sobre la replicacién del VHB.
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr Francisco Rodriguez-Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION PROYECTOS COORDINADOS

En caso de Proyectos Coordinados, el COORDINADOR debera indicar:

- Objetivos globales del proyecto coordinado, la necesidad de dicha coordinacion y el valor aiiadido que se espera obtener de
la misma.

- Objetivos especificos de cada subproyecto (deben estan recogidos ademas en la memoria de cada subproyecto)

- Interaccion entre los distintos objetivos, actividades y subproyectos.

- Los mecanismos de coordinacion previstos para la eficaz ejecucion del proyecto. Maximo 3 paginas (15.700 caracteres)
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr Francisco Rodriguez-Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION METODOLOGIA
Disefio, sujetos de estudio, variables, recogida y analisis de datos y limitaciones del estudio.
Maximo 3 paginas (15.700 caracteres)

DISENO

En este proyecto se incorporaran un total de 90 pacientes con infeccidn cronica por VHB, en diferentes estadios de la infeccidn
(ver detalles en apartado de sujetos de estudio) y que firmen consentimiento informado en el momento de su inclusién para
que autorizen la utilizacion de todas sus muestras que estan disponibles en nuestra seroteca. Estos pacientes se seleccionaran
entre la poblacién que acude a las consultas externas del Hospital Universitario Vall d'Hebron, donde anualmente son atendidos
aproximadamente 600 pacientes con hepatitis cronica B. De los pacientes seleccionados se recopilaran retrospectivamente
datos demogrificos y clinicos para establecer de forma objetiva la evolucidn de su infeccion crénica por VHB y la enfermedad
hepdtica asociada, desde el momento de acudir a las consultas externas de nuestro centro por primera vez hasta la actualidad.
Se consideraran candidatos para incluirse en este proyecto los pacientes que no presenten coinfecciones con virus de la
hepatitis C (VHC), D (VHD) e inmunodeficiencia humana (VIH) y sin inmunosupresién. Ademads, solo se tendran en cuenta los
pacientes con un periodo minimo de seguimiento en nuestro centro de 5 afios, durante el cual se disponga de muestras de
suero o plasma con niveles de ADN del VHB suficientes para su amplificacion por PCR, y de los que se disponga de una biopsia
realizada en un periodo de 2 afios antes o después de la fecha de extraccion de la muestra de suero o plasma, y/o pruebas de
imagen y elastografia que confirmen el estadio de su enfermedad.

A los pacientes que cumplan los anteriores criterios se les facilitara una hoja de consentimiento informado. Si aceptan participar
en el estudio, se buscara de forma retrospectiva una muestra de suero o plasma y una biopsia conservada en parafina, ambas
obtenidas en el momento de su primer diagndstico y entre 4-5 afios posterior a dicho diagndstico (muestra con ADN VHB
detectable). En todas estas muestras se analizara por secuenciacion masiva la quasiespecies del VHB en el promotor del gen Xy
en su region codificante.

Los datos obtenidos por secuenciacién masiva seran analizados para identificar los cambios de aminoacido, inserciones y/o
delecciones mas frecuentes del gen X y su promotor, asi como las zonas mas conservadas de estas regiones en cada uno de los
grupos de pacientes. Los resultados obtenidos, tanto a nivel de quasiespecies circulante como hepatica, se correlacionaran con
los datos clinicos y demograficos obtenidos al principio del proyecto para determinar la relacién de las inserciones, delecciones
y cambios de aminodcido con el estado de la infeccion crénica del VHB, gravedad de la enfermedad hepatica y respuesta al
tratamiento antiviral.

La fase final del proyecto consistird en evaluar el potencial de estas zonas conservadas como diana terapéutica contra el VHB
“in vitro”, mediante experimentos de mutagénesis dirigida contra estas zonas y transfeccidn transitoria de las construcciones
genéticas obtenidas a un sistema de cultivo celular capaz de sostener la replicacién de VHB.

SUJETOS DE ESTUDIO
Grupo A: 30 pacientes portadores inactivos del VHB
Se considerardn portadores inactivos del VHB los pacientes HBeAg - y anti-HBe + con niveles de ADN-VHB por debajo de 20.000

Ul/mL y niveles de alanin aminotransferasa (ALT) normales durante todo el periodo estudiado. Se analizaran dos muestras por
paciente.

Grupo B: 40 pacientes con hepatitis crénica
Pacientes con hepatitis crénica i replicacion viral activa. Se incluirdan muestras de pacientes en periodo anterior a tratamiento

antiviral, asi como muetras de pacientes tratados y que no presentan respuesta virolégica. Se analizaran dos muestras por
paciente y estos se clasificaran en dos subgrupos:

Subgrupo B1: 15 pacientes con HBeAg +

Subgrupo B2: 25 pacientes con HBeAg -

Grupo C: 20 pacientes con cirrosis
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Se seleccionaran aquellos pacientes que tengan un diagnéstico de cirrosis (compensada y descompensada) confimado por
biopsia hepdtica y/o técnicas de imagen o elastografia. Se analizard dos muestras separadas por un periodo minimo de 5 afios
(piorizando aquellas muestras en el que el estadio de fibrosis sea diferente)

VARIABLES A ANALIZAR:

1. Se recogeran retrospectivamente datos demograficos, serologia de VHB, VHC, VHD y VIH niveles de ADN del VHB, de ALT y de
dafio hepatico a través de los resultados de biopsias y pruebas no invasivas de imagen y/o elastografia de los pacientes con
hepatitis cronica B atendidos en las consultas externas de nuestro centro. Con estos datos se determinara la inclusién o no
de los pacientes en el estudio y se clasificaran en el grupo y subgrupo adecuados.

2. Se analizaran diferentes parametros de la quasispecies del VHB por secuenciacién masiva en las siguientes regiones:
i. La regidn codificante del gen X del VHB, entre los nucledtidos 1374 y 1838 de su genoma.
ii. La region promotora del gen X del VHB, entre los nucleétidos 1255 y 1390 de su genoma.

En ambas regiones se determinarad el genotipo del VHB mediante filogénesis de la region del preS y del dominio de la
retrotranscriptasa. En relacion a la secuencia consenso del genotipo asignado, se determinara la frecuencia de las variantes
con cambios de aminoécido, inserciones y/o deleciones. También se analizard el grado de conservacién entre diferentes
muestras de diferentes zonas de la regidn analizada. Finalmente se analizard la complejidad de la quasiespecies del VHB
(variabilidad de la mezcla de poblaciones virales que la componen), mediante el cdlculo de la entropia de Shannon, indice de
Gini-Simpson, diversidad nucleotidica y frecuencia de mutacion. Todos estos parametros se correlacionaran con los datos
obtenidos del andlisis retrospectivo de la histéria clinica de estos pacientes para determinar su relacion con el estado de la
infeccidn crénica por VHB y su enfermedad hepdtica asociada. Para asegurar la validez de los cambios observados en los
valores de estos indices, también se analizard la variabilidad de los parametros de la quasiespecies del VHB mediante su
coeficiente de variacion intra- e inter- experimento.

3. En el estudio “in vitro” de la esencialidad para la replicacidn del VHB de las zonas mds conservadas de las regiones codificante
y promotora del gen X, se evaluara la produccion de ADN-VHB y antigenos virales (HBsAg, HBeAg, HBcAg y HBxAg) en un
sistema de cultivo celular, donde se transfectardn de manera transitoria pldsmidos con alteraciones en estas regiones
hiperconservadas.

RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS:

Los datos de tipo demogriéfico, bioquimico, serolégico y virolégico necesarios para la caracterizacidon de la situacion clinica de
cada paciente (estado de la infecciéon por VHB y gravedad de la enfermedad hepatica), se recogeran mediante revision de la
historia clinica de los pacientes con hepatitis crénica B que acuden a las consultas externas del hospital universitario Vall
d'Hebrén. Todos estos datos, de los pacientes que den su consentimiento para participar en este estudio, seran incluidos en
una base de datos anonimizada, a partir de la cual se correlacionaran con los datos obtenidos por secuenciacion masiva.

Las muestras de suero o plasma de los pacientes incluidos en el estudio se recuperardn de la seroteca de nuestro grupo. Las
biopsias (obtenidas 2 afios antes o después cada muestra de suero o plasma analizada) se recuperaran de la coleccién de
biopsias conservadas en bloques de parafina en el servicio de anatomia patolédgica del hospital universitario Vall d'Hebrén. De
estas muestras se extraera el ADN del VHB vy se analizaran las diferentes secuencias de nucleétidos y aminoacidos en la region
del gen X detectables por secuenciacidon masiva. Los datos obtenidos mediante esta tecnologia seran analizados mediante los
algoritmos de anélisis bioinformatico desarrollados en el proyecto de accién estratégica en salud P112/1893, actualmente en
curso, adaptados para este proyecto. Estos algoritmos permitirdn identificar cambios de aminoacido, inserciones y/o
delecciones en el gen X y su promotor, asi como las zonas mas conservadas de estas regiones. Estos algoritmos ya han sido
adaptados para analizar distintas regiones del genoma del VHB, como el bucle antigénico de las proteinas de superficie y la
retrotranscriptasa de la polimerasa viral, en el marco del proyecto de investigacién en salud PI11/01973 (Rodriguez-Frias F, et
al. PLoS ONE 2012;7:e37874, Buti M et al. Transpl Infect Dis, 2015; doi: 10.1111/tid.12360) o la region preCore/Core, en el
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proyecto PS09/00899 (Homs M et al. Nucleic Acids Res 2011; 39:8457, Homs M et al. World J Gastroenterol 2012;18:6096,
Ramirez C et al. Antiviral Res 2013;98:273). En el actual proyecto PI12/1893, gracias a estos algoritmos se han observado
variantes con inserciones y/o delecciones en el extremo 5' de la regidn codificante del gen X en una proporcién superior al 20%
de mas de tres millones de secuencias (resultados en fase de escritura para su publicacién).

Una vez analizados los datos obtenidos por secuenciacidon masiva, se simulardn alteraciones de la secuencia en las regiones con
un mayor grado de conservaciéon por mutagénesis dirigida en plasmidos con el genoma completo del VHB insertado. Estas
construcciones se transfectaran a un sistema de cultivo celular, donde se analizaran los titulos de ADN (mediante PCR a tiempo
real cuantitativa) y antigenos del VHB (HBsAg, HBeAg, HBcAg y HBxAg, mediante inmunoensayos) en los sobrenadantes de los
cultivos, para evaluar los niveles de replicacidn y expresion de proteinas virales.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y CONSIDERACIONES FINALES:

La principal limitacion de este estudio es la alta complejidad técnica y el elevado coste econémico de la secuenciacion masiva
que limita el tamafo de la muestra de pacientes. No obstante, el nimero de pacientes que se pretende incluir asi como el
numero de muestras a procesar permiten augurar el cumplimiento de los objetivos propuestos. Para garantizar una sensibilidad
<0.1% y asumir que la regidn es altamente conservada, el principal objetivos de este estudio, se requieren de un nimero muy
elevado de secuencias por muestra (>30.000). Asi mismo el disefio del estudio requiere de la secuenciacion masiva de 2
fragmentos diferentes por muestra y 2 muestras por paciente, lo que representa el estudio de unas 360 quasispecies virales y
un minimo de 6.000.000 de secuencias validadas. El desarrollo tecnolégico actual permite prever la disponibilidad de
plataformas de secuenciacién masiva de tercera generacidn capaces de analizar las dos regiones propuestas en un Unico
fragmento. De ser asi el proyecto propuesto podrd ampliarse de forma significativa durante el desarrollo del mismo. No
obstante con las condiciones y experiencias actuales se puede garantizar el estudio de estas 360 quasispecies. Por este motivo,
a pesar de las limitaciones en cuanto al nimero de muestras que se pueden incluir en el estudio, el alto rendimiento de la
secuenciaciéon masiva demostrado en anteriores proyectos (PI09/0899, PI11/01973, PI12/01893) y las metodologias
experimentales y algoritmos bioinformaicos desarrollados en los mismos permitird analizar la variabilidad y conservacién de
diferentes regiones del genoma del VHB dentro de la quasiespecies, con una sensibilidad muy superior a la clonacién molecular,
lo que justifica el uso de las tecnologias de secuenciacion masiva en este proyecto. Esta tecnologia representa una oportunidad
excepcional para la deteccidon de posibles dianas terapéuticas para tratamientos de bloqueo génico de esta infeccidn reconocida
como “incurable” mediante las terapias convencionales por las sociedades cientificas tanto nacionales como internacionales.
Por otro lado, la comprobacién “in vitro” de la esencialidad de las regiones mas conservadas del gen X y su promotor también
supone una elevada complejidad técnica, ya que requerird la puesta a punto de un nuevo sistema de cultivo celular, capaz de
soportar la replicacion del VHB y lo mas parecido posible a las condiciones fisiologicas del huésped. La obtencién de
construcciones con alteraciones en las regiones de interés también supone una dificultad adicional, pero una vez obtenidas son
una herramienta util y aplicable a cualquier modelo “In vitro” o “in vivo” que puedan desarrollar en la comunidad cientifica. Por
estos motivos, la gran importancia de identificar nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de terapias génicas que consigan
la erradicacién del VHB justifican esta parte del proyecto.
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr Francisco Rodriguez-Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION PLAN DE TRABAJO

Etapas de desarrollo y distribucion de las tareas de todo el equipo investigador, y las asignaciones previstas para el
personal técnico que se solicita. Indicar ademas el lugar/centro de realizacion del proyecto.
(Ajustese al espacio disponible)

El estudio se realizard conjuntamente entre facultativos e investigadores de la unidad patologia hepatica (Servicios de
bioguimica y microbiologia) y facultativos de la unidad de hepatologia (Servicio de Medicina Interna) del hospital universitario
Vall d'Hebron. Los miembros que formaran parte del equipo son el doctor Francisco Rodriguez-Frias (FRF) y Leonardo Nieto
(LN), responsables y facultativo de la unidad de patologia hepatica, respectivamente; Andrea Caballero (AC) facultativo
responsable del area de prenalitica de los laboratorios de bioquimica del hospital Vall d'Hebron y la doctora Pilar Reimundo
(PR), residentes de Bioquimica del hospital. Los doctores Lluis Castells (LC) y Mar Riveiro (MR) del servicio de medicina interna
serdn los miembros clinicos del equipo clinico. Los miembros de investigacidon de la unidad de patologia hepatica son la doctora
Maria Homs (MH) y Rosario Casillas (RC). En el estudio también colaboraran de forma ocasional los técnicos asistenciales de
laboratorios clinicos (Montserrat Saez [MS] y Gerardo Ruiz [GR], y el Dr.Josep Gregori (JG) como soporte bioinformatico.

En este proyecto se han diferenciado 6 etapas:

(1) Seleccidon de pacientes con hepatitis crénica por VHB HBeAg + (grupo A) y pacientes con infeccidén por VHB, en estado de
hepatitis crénica o de portador inactivo (grupo B). Seleccién los pacientes de forma prospectiva, a medida que firmen el
consentimiento informado (LC y MR). Lugar de realizacidén consultas externas Hospital Vall d'Hebron.

(2) Seleccion de las muestras a procesar, realizacién de determinaciones bioquimicas para caracterizar los pacientes y posterior
almacenaje de las muestras de sangre total y suero a -209C (MH, RC, GR y MS).

(3) Elaboracién de una base de datos anonimizada para incluir los pardmetros demograficos (edad, sexo, tiempo conocido de
infeccion, etc), resultados de las pruebas de elastografia, y determinaciones seroldgicas (HBsAg cualitativo y cuantitativo, HBeAg
y anti-HBe), virolégicas (ADN del VHB) y bioquimicas (alanino aminotransferasa [ALT], aspartato aminotransferasa [AST],
plaquetas). Esta etapa se llevard a cabo desde el inicio y durante todo el proyecto y colaborara todo el personal del equipo de
investigacion.

(4) En paralelo a la inclusion de los pacientes, el personal de investigacion (MH y RC) realizaran las técnicas de biologia
molecular para amplificar la regién del genoma del VHB de interés para el estudio (PCR gen x del VHB).

(5) Se realizard secuenciacion directa (Sanger) de la region de la retrotranscriptasa y del preS del genoma para definir el
genotipo del VHB por filogénesis. Se realizaran estas tareas a medida que se incluyan los pacientes.

(6) Los productos de PCR de la region del gen x seran analizados por secuenciacion masiva (UDPS) en las plataformas GS-FLX y
GS-Junior (454/Roche), disponibles en la unidad de patologia hepatica. Esta tarea empezara a partir del segundo trimestre del
primer afio y durara hasta el final del proyecto, ya que se analizardan mediante la misma técnica las muestras recogidas durante
el seguimiento prospectivo de los pacientes de los grupos Ay B.

(7) Analisis bioinformatico y estadistico de los resultados se realizard con la colaboracion de JG. El tiempo requerido para el
analisis bioinformdtico se estima entre 6 y 12 meses, dependiendo de la calidad y del numero de secuencias obtenidas. Los
resultados con interés viroldgico y para la aplicacion clinica seran analizados y estudiados con detalle por FRF, EC, LN, LC, MH y
MR a medida que se vayan obteniendo, entre el segundo semestre del segundo afio y el final del proyecto.

(8) Elaboracién de manuscritos para la publicacién de los resultados obtenidos en revistas clinicas y/o viroldgicas de alto
impacto, implicando a todo el equipo investigador, durante el ultimo afio del proyecto.
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CRONOGRAMA

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Seleccién de pacientes MR, FRF, LN, MH, 1° Ao
Realizacién base de datos anonimizada RC, AC, PR. 2° Afio
para parametros clinicos i bioquimicos colab GS y MS 3° Ao [VIVIVIVIVIICII OO0

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJASOND
Recogida de muestras (segun inclusion de LN, MH, RC, ACy 1° Afo
pacientes) | PR 2° Afio
Busqueda de muestras retrospectivas 3° Afio OO0000

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Amplificacion region codificante y region MH, RC, ACy PR AR [LLOOHVIMIMIVIMILY]
gromotor_ad_ejlgemf ol |' 2° Afio

ecuenciacion masiva de los amplicones .

3° Ao VIV TCICICICIC]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Genotipado del VHB MH, RC, ACy PR eafo LLLHDHMMMIML]
Otrals,dfetermina‘;;'iontes bioquimicas y 2° Afio
serologicas pendientes 3° Ao [VIVIVIVIVIVIC IO ICIC L]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Adaptacion del algoritmo bioinformatico FRF, MH y colab JG 1earo LIOIDOIOOOIL]
para andlisis de la secuenciacién masiva 2° Afio LOOOOodod
Afo [ [LIOILIOICICIOICIEIC]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Andlisis y presentacion resultados Todo el personal 1°Aare  [LOIHOOIHHOOH]
preliminares incluido en el Ao [ L]LILILIVIVIIVITVIV]
proyecto ¥aro  JOO0O00000000

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJASOND
Anadlisis global de resultados Todo el personal 1°arno  OUOHOOOOOON
incluido en el 22An0 [(]]OHHOHOHOHOHHNE

t

proyecto 3° Ao [VIVIVIVIIIVICICICIC I

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Elaboracion de manuscritos Todo el personal Lt J I o
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION EXPERIENCIA DEL EQUIPO
Experiencia del equipo investigador sobre el tema (Ajustese al espacio disponible)

El grupo formado por investigadores de las unidades de patologia hepatica (servicios de bioquimica y microbiologia) y
hepatologia (servicio de medicina interna) del Hospital Universitario Vall d'Hebron forma parte del Centro de Investigacion
Biomédica en Red de enfermedades hepaticas y digestivas (CIBERehd). Ambas unidades estan integradas en el grupo de
investigacidon en enfermedades hepaticas del Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR) del hospital universitario Vall d'Hebron, y
tienen una larga historia de colaboracién de mas de 25 afios con numerosos articulos publicados.

El personal del grupo ha participado en la elaboracién del Consenso Nacional para el diagndstico y tratamiento de las infecciones
por VHB y VHC. El grupo se ha dedicado al estudio epidemioldgico, diagndstico y terapéutico de las hepatitis viricas.

En la infeccidn crénica por VHB se han desarrollado estudios sobre la replicacidn viral y el tratamiento. En 1995 el andlisis de las
mutaciones del preCore/Core del VHB mostré que el cambio G por A en la posicién 1896 es la responsable del 90% de las
hepatitis cronicas anti-HBe positivo en nuestro entorno (Rodriguez-Frias F et al, Hepatol 1995;22:1641). En 1998 se evidencio la
asociacién entre la recidiva de la infeccién por VHB en pacientes trasplantados hepaticos en tratamiento con gammaglobulina
antihepatitis B con mutaciones en la region de superficie del VHB (Liver 1999; 19:177-182). Recientemente, se ha observado un
efecto de cuello de botella en la variabilidad del VHB debido probablemente al trasplante y su posterior immunoprofilaxis
(gammaglobulina-lamivudina). En este reciente trabajo se observaron en cambios importantes en la quasiespecies después del
trasplante, incluyendo seleccién de variantes asociadas a la falta de la detectabilidad del antigeno de superficie y al escape de la
terapia profilactica (Buti M et al, Transpl Infect Dis, 2015; doi: 10.1111/tid.12360).

Estudios de polimorfismos del VHB han permitido conocer la prevalencia y el significado clinico de los genotipos del VHB y de las
mutaciones del promotor y de regiones epitdpicas del gen core del VHB en nuestra area y su asociacion con la infeccién crénica
(Jardi R et al, J Hepatol 2004;40:507; Buti M et al, J Hepatol 2007;47:366; Jardi R et al, ] Hepatol 2008;49:695; Tabernero D et al,
Aliment Pharmacol Ther 2010; 32:97, Homs M et al, Antivir Ther 2011;16:37; Homs et al, Plos One 2014; 9(11):e112306). En
cuanto al tratamiento antiviral del VHB se ha colaborado activamente en la valoracién clinica de tratamientos antivirales como el
Interferdn (Buster EH et al, Am J Gastroenterol 2009; 104:2449) y los tratamientos de tipo inhibidores de la polimerasa, como la
Lamivudina (Tassopoulos NC et al, Hepatology 1999; 29:889), Adefovir (Marcellin P et al, N Engl J Med 2008; 359:2442),
Telbivudina (Zeuzem S et al, ] Hepatol 2009; 51:11), Entecavir (Reijnders JG et al, J Hepatol 2010; 52:493) y Tenofovir (Liaw YF et
al, Hepatology 2011; 53:62; Heathcote EJ et al, Gastroenterology 2011;140:132).También se ha investigado la seleccion de
resistencias al tratamiento (Jardi R, J Virol Methods 1999;83:181; Rodriguez-Frias et al, ] Med Virol 2007;79:1671; Jardi R et al, J
Viral Hepat 2007;14:835; Jardi R et al, J Clin Microbiol 2009;47:485).

Desde 2011 una de las principales lineas de investigacion de nuestro grupo ha sido el estudio de las quasiespecies virales por
secuenciacion massiva, especialmente la del VHB (Homs M et al, Nucleic Acids Res 2011;39:8457; Rodriguez-Frias F et al, PLoS
One 2012;7:e37874; Homs M et al, World J Gastroenterol 2012;18:6096; Homs M et al Plos One 2014; 9(11):e112306), y por
ende el disefio de algoritmos bioinformaticos para el analisis de los datos obtenidos por esta técnica (Ramirez C et al, Antiviral
Res 2013;98:273; Gregori J et al, PLoS One 2013;8:e83361). Ademas, recientemente se han caracterizado parametros que
permiten establecer de manera objetiva los cambios en la complejidad en las quasispecies virales para comparar muestras
secuenciales de un mismo paciente o entre diferentes grupos de pacientes (Gregori J et al, Bioinformatics 2014;30:1104; Homs
et al, Plos One 2014; 9(11):e112306).
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION MARCO ESTRATEGICO
(Ajustese al espacio disponible)

1. Capacidad del proyecto de abordar los objetivos, prioridades enmarcadas en el reto Salud, Cambio Demografico y
Bienestar de la Estrategia Espafola de Ciencia y Tecnologia y de Innovacioén.
2. Capacidad del proyecto de fomentar sinergias e impulsar el talento en el SNS.

El proyecto que planteamos tiene interés por lo que concierne a un mejor conocimiento de la infeccién por el VHB. A pesar de la
existencia de una vacuna y de tratamientos efectivos, se estima que la infeccién por VHB afecta a 240 millones de personas. Se
considera que los pacientes con infeccidn crénica por VHB y en tratamiento antiviral eradican la infeccion cuando se negativiza
el antigeno de superficie (HBsAg). Los porcentages de eliminacidn del HBsAg en tratamiento antiviral son muy bajos, inferiores
al 7% (EASL Guidelines JHepatol 2012).

Recientemente, una editorial del Journal of Hepatology define los tratamientos anadlogos de nucledsidos y nucleétidos como
"working horses" de la practica diaria clinica (Petersen J J Hepatol 2015,62:505-507). Un 90% de los pacientes tratados
presentan ADN-VHB indetectable el primer afio de tratamiento y normalizacidn de las transaminasas. Sin embargo, la
eliminacién del HBsAg es excepcional, y la infeccidn se considera incurable y el tratamiento de duracién indefinida. Este hecho
presenta el principal problema de estas terapias y en consecuencia su seguridad. Por este motivo la editorial resalta la
importancia de centrar esfuerzos en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en mecanismos diferentes de la
inhibicién de la replicacion viral. Por este motivo, la caracterizacion de dianas terapéuticas para la inhibicidon de procesos de
trasncripcion de los ARN virales intermediarios de la replicacion viral representaria un avance en muy significativo en el control
de esta infeccion de gran prevalencia.

Las tecnologias necesarias asi como el resultado esperado de la deteccion de estas nuevas dianas representan un abordaje
innovador y una gran oportunidad para impulsar el talento en las estructuras de nuestro sistema nacional de salud. El grupo
estima que el estudio generara resultados a medio plazo, para ser presentados en congresos de nivel nacional e internacional. A
largo plazo, esperamos generar al menos dos o tres publicaciones en revistas del campo y de elevado factor de impacto.
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SECCION MEDIOS DISPONIBLES
(Ajustese al espacio disponible)

Medios disponibles para la realizaciéon del proyecto

INSTRUMENTACION

- Plataformas de secuenciacién masiva GS-FLX y GS-Junior (454/Roche)

- Termocicladores para PCR: GeneAmp 9700 (Perkin Elmer), Veriti Themal Cycler (Applied Biosystems)

- Termocicladores/fluorimetros para PCR a tiempo real LightCycler 2.0 y 480, Tagman 48 y 96 (Roche)

- Sistema para extraccion de acidos nucleicos y preparacion de PCR a tiempo real automatizada COBAS Ampliprep (Roche)
- Cubetas para electroforesis de acidos nucleicos

- Fuentes electroforesis

- Sistema de foto-documentacion Mini-Bis PRO

- Sistema de cuantificaciéon acido nucleicos Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific)

- Microcentrifuga refrigerada

- Centrifuga 5430 con rotor de tubos y placas (Eppendorf)

- Cabinas Flujo laminar aptas para muestras bioldgicas y cultivo celular

- Fluorimetro Infinite F200Pro (Tecan)

- Estacion de pipeteo automatizado Freedom EVO75 (Tecan)

- Modulo REMe automatizado para enrequicimiento de emPCR en el proceso de GS-Junior (454/Roche)

- Equipo electroforesis capilar TapeStation 2200 (Agilent)

- Congeladores de -802C

- El equipo investigador tiene acceso al analizador automatico COBAS 8000 (Roche) y al secuenciador automatico de acidos
nucléicos (método de Sanger) ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.

TECNICAS

- Técnicas de extraccidn y purificacion de acidos nucleicos

- Amplificacion génica por PCR

- Electroforesis de Acidos nucleicos

- Cuantificacion de acidos nucleicos por espectofotometria y fluorimetria

- Técnicas de secuenciacidn por Sanger y UDPS

- Elastografia (Fibroscan)

- PCR a tiempo real (cuantificacion de acidos nucleicos y deteccion de mutaciones por curvas de fusion)
- Determinacion automatica de parametros serolégicos

- Automatizacion en la preparacion de librerias de amplicones para su secuenciacion por UDPS
- Algoritmo bioinformatico para el andlisis de datos obtenidos de la secuenciacion masiva
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Kits para extraccion manual y automatica de acidos nucleicos

QlAamp DNA Mini Kit 4x255,50 1.022,00 €
Total Nucleic Acid Isolation Kit (TNAI) 10x240 2.400,00 €
Polimerasas de alta fidelidad y primers para amplificacion de librerias a procesar por UDPS
PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase 5x658,24 3.291,20 €
Primers de diferentes longitudes para creacién de librerias 2.000,00 €
Kits para la preparacion y procesado por UDPS de librerias de amplicones

Agencourt - AMPure XP 2x1167,96 2.335,92 €
QIAquick Gel Extraction Kit: 5x121,03 605,15 €

Consumibles estacidn pipeteo automatico y fluorimetro de placas (LiHa Disposable Tips,
Disposable throughs, Placas de fluorescencia, Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit) 4.061,90 €
Consumibles para equipo electroforesis capil-lar (D1000 ScreenTape, D1000 Reagents

y D1000 Ladder) 3.200,00 €
Placas twin.tec PCR Plate 96, semi-skirted y PlateOne, 1.0ml, 96 Deepwell 584,64 €
Eppendorf Biopur Combitips plus 150,00 €
Otros Fungibles (film sellador placas PCR, tampdn Tris-EDTA, hidréxido de sodio,

Tween 20, toallitas para limpieza sistema de secuenciacion masiva) 426,00 €
Kits para la plataforma de secuenciacién masiva GS-FLX

GS Titanium SV emPCR kit (Lib-A) 7.200,00 €
GS Titanium emPCR Lib-A MV 7.200,00 €
GS Titanium emPCR Filters SV 668,00 €
GS Titanium emPCR Breaking Kits LV/MV 1.800,00 €
GS Titanium Sequencing Kit XLR70 17.850,00 €
GS Titanium PicoTiterPlate Kit 70x75 5.112,00 €
GS FLX Maintenance Wash Kit 222,00 €
Kits para la plataforma de secuenciacién masiva GS-Junior

GS Junior emPCR Kit: 5x256,04 3.841,00 €
GS Junior Sequencing Kit: 5x513,16 7.697,00 €
GS Junior Pico Titter Plate Kit 5x235,47 3.532,00 €
GS Junior Maintenance Wash Kit 25x128,5 257,00 €
Kits sistema de PCR a tiempo real Light Cycler (determinaciéon SNPs)

Light Cycler DNA Master HybProbe 1.151,56 €
LightSNiP para cada polimorfismo del NTCP estudiado 3.075,00 €
Kits secuenciacion directa (método de Sanger)

Kits Big Dye 3.1 Applied Biosystems 3x1570,58 4.711,74 €
Big Dye Xterminator Purification Kit 3x249,26 747,78 €
Fungible General (puntas, tubos, placas Petri y reactivos varios biologia molecular) 4.000,00 €
Cultivo celular

Reactivos medios cultivo (Tripsina, HEPES, DPBS, FBS, glutamina, Piuvato) 10.000,00 €
Kit transfeccidon (FuGene, Roche) 7.480, 00 €
Reactivos analisis cultivo (sondas, membranas, etc) 5.000,00 €
Kit cuantificacion ADN VHB 2.520,00 €
Viajes 1.500,00 €
Gastos de edicion de manuscritos para su publicacion en revistas especializadas 2.000,00 €
Servicios externos 2.000,00 €
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Presupuesto solicitado

1. Gastos de Personal Euros

Subtotal Gastos de Personal : 0

2. Gastos de Ejecucion
A) Adquisicion de bienes y contratacion de servicios
(Bienes inventariable, material fungible y otros gastos)

Material fungible y reactivos 114.142,2
Servicios externos 4.000

Subtotal Gastos Bienes y Servicios : 118.142,2

B) Gastos de Viajes
Inscripcidn a viajes y congresos para presentacion de resultados 1.500

Subtotal Gastos Viajes : 1.500

Subtotal Gastos Ejecucion : 119.642,2

Total Solicitado :119.642,2

Total + 21% Costes Indirectos :144.767,0
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION ANEXOS

INTRODUZCA TEXTO COMO ANEXO Maximo 3 paginas (15.700 caracteres)
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