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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
CAPACIDAD FORMATIVA DEL IP Y COIP
- Relacion de Tesis doctorales o de Master dirigidas en los ultimos 5 afios: Referencie: doctorando; titulo; aiio;
Universidad/Institucion.
- Relacion de Recursos Humanos obtenidos como jefe de grupo en convocatorias nacionales o internacionales en los ultimos
5 afos: Referencie: programa (ej.: Raman y Cajal; Miguel Servet;Rio Hortega; Marie Curie ...);
investigador contratado; agencia financiadora; duracién desde ... hasta ...

(Ajustese al espacio disponible)

TESIS DOCTORALS DIRIGIDAS Y PRESENTADAS: (Nota: UAB: Universitat Automa Barcelona; UB: Universitat Barcelona)

1- M Homs Riba; " Analysis of the natural evolution of the hepatitis B quasispecies in the precore/ core regions and treatment
effects using conventional techniques and ultra-deep pyrosequencing”, 20/06/2012; Univ Autonoma Barcelona (.

2-D Tabernero Caellas; "Estudi de la composicié de la quasispeices del virus de la hepatitis B a les regions codificants de les
proteines de I'envolta i la polimerasa viral per sequiienciacié massiva: associacié de les seves variants genétiques amb el
tractament antiviral de la hepatitis B cronica amb analegs de nucleosids /nucleotids.; 11/12/2015; UAB

3-A Caballero Garralda; "Complejidad de la cuasispecie del virus de la hepatitis B en la region X/preCorre: asociacién con la
evolucion de la infeccidn con y sin tratamiento antiviral"; 28/11/2016 ; UAB

4-1 Belmonte Mula; "Actualizacion del diagnéstico in vitro del deficit de alfa uno antitripsina: Estudio de la variante
minoritaria Mmalton y desarrollo de un algoritmo integral en suero/plasma; 29/09/2017, UAB

MASTER DIRIGIDOS Y PRESENTADOS:

1-M Mosquera Parrado;”Virus Hepatiis B en cultiu de cel.lules HUH7: Estudi de la capacitat replicativa de la mutant
deficitaries sW172stop”; Julio 2012; UAB

2-C Ramirez;"Validacié de la tecnologia de Ultrapirosequenciacié (FLX-454) com a tecnica quantitativa: Comparacio de les
proporcions de variants del VHB per clonatge”; Julio 2012; UAB

3-S Sopena;”Cuantificacion de la proporcion de genomas editados y sin editar del virus de la hepatitis Delta mediante
secuenciacion masiva y clonage molecular (Master en Recerca Clinica, Especialitat Microbiologia)”; 29/06/2016; UB(Biologia)
4-M Llorens;"Estudi de la dinamica de la quasispécies viral durant la reinfeccié endogena en pacients amb infeccié cronica
pel virus de I'Hepatitis C després del transplantament”; Sep 2016; UAB

5- M Yl Pico;"Variabilidad de las quasispecies virales del gen X del VHB en pacientes con hepatocarcinoma: aproximacion
mediante secuenciaciéon masiva (Master:nvestigacion biomédica translacional”; Julio 2017; UAB

6-S Piriz Ruzo;"Epidemiological study of patients with hepatitis E virus infection in Catalonia: translational study o genotype
3 subtypes"; 13/09/2017; UABAutonoma de Barcelona (Veterinaria):

RECURSOS HUMANOS : GLD17/00276, evaluada Instituto Carlos Ill : contratos parciales E Vargas Accarino y Sofia Piriz Ruzo

CAPACIDAD Y LIDERAZGO EN PROGRAMAS INTERNACIONALES DE I+D+I DEL IP Y COIP
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TITULO: Estudio de la quasiespecies del gen X en ARN circulante del virus de la hepatitis B (ARN-VHB):
en busqueda de nuevos factores pronodsticos y dianas para terapia génica

INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr. Francisco Rodriguez Frias
CO-INVESTIGADOR/A PRINCIPAL:

TIPO DE PROYECTO: (e INDIVIDUAL (" COORDINADO ("' MULTICENTRICO

NOMBRE DEL IP COORDINADOR:
(Cumplimentar sélo en caso de proyectos coordinados)

DURACION: X 3 ANOS

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

Objetivos: (1) Estudiar la quasiespecies del ARN-VHB circulante en la region del gen X: a. Grado de complejidad y variantes mas
prevalentes; b. Nivel de conservacion; y compararla con la de ADN-VHB circulante. (2) Analizar la ratio de los transcritos del gen X (tanto
candnicos como cortos) respecto a los otros transcritos virales, relacionando sus niveles con el grado de dafio hepatico. (3) Establecer un
modelo de cultivo in vitro que permita a. Confirmar fenotipicamente los resultados basados en los datos de quasiespecies de ARN-VHB
circulante; b. Testar la produccion de transcrito corto del gen X y evaluar la contribucion al dafio celular de la proteina que codifica; c.
Probar in vitro una estrategia basada en terapia génica utilizando siRNA especificos de secuencias hiper-conservadas del gen X.
Metodologia: Se incluiran retrospectiva y prospectivamente 160 pacientes infectados por VHB en distintos estadios clinicos: A. 80 con
hepatitis cronicas y lesion hepatica moderada, B. 20 con hepatitis cronicas y lesion hepatica avanzada, C. 20 con carcinoma hepatocelular,
D. 40 con infeccion cronica HBeAg negativa. En todos se analizara el ARN-VHB circulante total y, en aquellos que tengan niveles
adecuados, la complejidad, variantes y conservacion de la quasiespecies obtenidos, junto con la proporcion relativa de transcritos canénicos
y cortos del gen X, se correlacionaran con su estado clinico y nivel de dafio hepatico. Esta relacion, asi como la funcion de la proteina X
corta, se estudiara in vitro a fin de buscar posibles marcadores predictivos de la evolucion de la enfermedad hepatica. Asimismo, se evaluara

in vitro la posible utilidad de las secuencias conservadas como dianas de un sistema de terapia génica con siRNAs especificos.

TITLE: Study of the X gene quasispecies in circulating hepatitis B virus RNA (HBV-RNA): in search of new
prognostic factors and targets for gene therapy

ABSTRACT (Objectives and Methodology of the project) (Please only use the space provided below)

Objectives: (1) To study the circulating HBV-RNA quasispecies in the region of the X gene: a. Degree of complexity and more prevalent
variants; b. Conservation level; and compare it with those of circulating HBV DNA. (2) To analyze the ratio of the X gene transcripts (both
canonical and short) with respect to the other viral transcripts, relating their levels with the degree of liver injury. (3) To establish an in vitro
culture model that allows a. Phenotypically confirm the results obtained on the quasispecies of circulating HBV-RNA; b. Test the
production of the short transcript of the X gene and evaluate the encoded protein contribution to cellular injury; c. Test in vitro a strategy
based on gene therapy with specific siRNAs of hyper-conserved sequences of the X gene. Methodology: 160 HBV-infected patients in
different clinical stages will be included retrospectively and prospectively: A. 80 with chronic hepatitis and moderate liver injury, B. 20 with
chronic hepatitis and advanced liver injury, C. 20 with hepatocellular carcinoma, D. 40 with chronic HBeAg negative infection. The total
circulating HBV-RNA will be analyzed in all patients and the complexity, variants and conservation of the quasispecies in the X region,
together with the relative proportion of both canonical and short transcripts of the X gene, will be analyzed in those showing adequate HBV-
RNA levels. The data obtained will be correlated with patient's clinical status and the level of liver injury. This relationship, as well as the
function of the short X protein, will be studied in vitro in order to look for possible predictive markers of liver disease evolution. Likewise,

the possible usefulness of conserved regions as targets of a gene therapy system based on specific siRNAs will be evaluated in vitro.
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr. Francisco Rodriguez Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Finalidad del proyecto, antecedentes y estado actual de los conocimientos cientifico-técnicos, grupos nacionales o
internacionales que trabajan en la linea especifica del proyecto o en lineas afines.
Citar las referencias en el apartado siguiente: Bibliografia mas relevante. Maximo 3 paginas (15.700 caracteres)

FINALIDAD DEL PROYECTO

La finalidad de este proyecto es identificar nuevos factores prondsticos y nuevas dianas terapéuticas en pacientes con infeccion por
el virus de la hepatitis B, a través del analisis de las quasiespecies del ARN-VHB circulante en la region del gen X.

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 257 millones de personas en el mundo viven con una infeccion cronica por
el virus de la hepatitis B (VHB), y se calcula que entorno al 15-40% de estos pacientes desarrollaran cirrosis hepatica, fallo hepatico
o carcinoma hepatocelular (CHC) con una tasa de mortalidad alrededor del 15-25%][1]. A pesar de la disponibilidad de una vacuna,
su cobertura no es total (fracaso del 5-10%, principalmente en las regiones endémicas)[2 -4]. Incluso, disponiéndose de tratamientos
antivirales de alta eficiencia, estos tan solo inhiben la replicacion viral pero no consiguen la curacién de la infeccion [5] Todo esto
reafirma la necesidad de explorar nuevas estrategias de intervencion sobre esta infeccion que se considera un problema de salud
publica global.

El virus de la hepatitis B pertenece a la familia Hepadnaviridae. Este pequefio virus tiene un genoma formado por una molécula de
ADN parcialmente bicatenario con una cadena completa y una incompleta (ADN “circular relajado” - ADNcr). Una vez que el
virus entra en las células hepaticas, en el ntcleo celular el ADNcr es convertido en una molécula de ADN circular covalentemente
cerrado (cccADN), que, empaquetandose tanto con proteinas celulares (histonas) como virales (proteina del core y X), formara un
“minicromosoma” que permanecera en la células infectadas[6] durante toda la vida de las mismas. A partir de este cccDNA se
produciran los transcritos que codifican las proteinas virales: HBcAg (proteina del core), HBeAg, HBx (proteina X), P
(polimerasa), L-, M-y S-HBsAg (proteinas de la envuelta). Entre los transcritos, el ARN pregenomico (ARNpg) se retro-transcribe,
por parte del dominio RT (retrotranscriptasa) de la polimerasa viral, en el interior de las capsidas neo-formadas dando lugar a
nuevas moléculas de ADNcr, cosa que permite al virus replicar de manera “escondida” del posible reconocimiento por la respuesta
innata celular.

En la infeccion por VHB, ademas del virion completo (particula Dane), se han descrito otras particulas: las denominadas particulas
Sub-virales (filamentosas y esféricas) formadas de proteinas de la envuelta en un gran exceso sobre los viriones (>10.000 veces) [7,
8], y otras particulas con capsida y envuelta pero sin genoma (viriones vacios) o incluso con ARN-VHB en su interior[9] formando
el conjunto de los “transcritos virales circulantes”.

Hasta la fecha, existen dos tipos de tratamientos aprobados contra la infeccion cronica por VHB. El tratamiento inmunomodulador
basado en interferon-alfa pegilado (peglFN-a), el cual es poco utilizado por su baja eficacia antiviral y sus efectos secundarios
severos [10]. El tratamiento mas ampliamente utilizado es la terapia oral con analogos de nucleot(s)idos (ANs) que inhiben la
accion de la polimerasa viral en la transcripcion inversa de ARNpg a ADNrc, reduciendo la replicacion del VHB y la infeccion de
nuevos hepatocitos en 80-90% de los pacientes tratados. Los protocolos de tratamiento actuales basados en los ANs, permiten
controlar la infeccion por VHB, permitiendo la cura funcional de la infeccion (definida como el mantenimiento de niveles de ADN-
VHB y HBsAg indetectables con o sin seroconversion)[5],y por ese motivo el uso de estos medicamentos estd ampliamente
extendido. Sin embargo, estos dos tratamientos no garantizan la no-progresion de la enfermedad hepatica[11, 12]. En la infeccion
por VHB, el riesgo cumulativo de desarrollar CHC (aunque sea en ausencia de carga viral detectable) a los 5 y 10 afios se ha
estimado en el 1,6-5,9% respectivamente, mas alto en pacientes cirrdticos, varones y con mas de 50 afios de edad[13]. En pacientes
caucasicos, aunque inferior a los asiaticos, el riesgo de desarollar CHC durante el tratamiento permanece relevante, manteniéndose

<1% en pacientes no-cirroticos y entre 1,8-5,2% en pacientes cirroticos [14]. De hecho, los ANs no interfieren en la expresion del
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cccADN (y del ADN viral integrado en el genoma de las células) que persiste en el nicleo de los hepatocitos. No obstante en
ausencia de replicacion viral debida al tratamiento, la transcripcion del mismo se mantiene, siendo asi fuente de replicacion viral
residual y produccién de antigenos virales, contribuyendo a la progresion de la enfermedad hepatica [5, 11, 15]. La cuantificacion
de los niveles de ADNccc intrahepatico y su nivel de actividad transcripcional serian herramientas valiosas para la estimacion del
riesgo de desarrollar CHC[ 16 -18] pero requieren practicar una biopsia hepatica, que es una técnica invasiva. Por ello, es relevante
la busqueda de biomarcadores plasmaticos que permitan estudiar la evolucion de la poblacion viral, especialmente en pacientes que
presentan una viremia indetectable, a fin de poder controlar la progresion de la enfermedad hepatica.

El ARN-VHB circulante representa una alternativa valida para el seguimiento de pacientes incluso en fase de viremia indetectable.
Este ARN viral viaja en forma encapsidada y se especula que su origen depende de una alteracion en el proceso de retrotrascripcion
[19], siendo una evidencia directa de la actividad transcripcional en los hepatocitos infectados. Se ha descrito su presencia tanto en
pacientes HBsAg-positivos como pacientes seroconvertidos [20]. Recientemente se ha sugerido que el ARN viral circulante podria
ser un predictor precoz de seroconversion del HBeAg en pacientes en tratamiento con ANs[21]. Ademas, en presencia de
tratamiento, el nivel de ARN-VHB decae mas lentamente que el de ADN-VHB, siendo, asi, un posible predictor de rebote viral
como consecuencia de la interrupcion del tratamiento[19]. Recientemente, se ha propuesto el ARN circulante como marcador de la
actividad de cccADN[22], puesto que es una evidencia directa de la transcripcion del mismo. Ademas, se ha evidenciado que el
ARN-VHB circulante esta relacionado con el ARN-intrahepatico (incluso mas que con el ADN circulante) tanto cuantitativamente
como en términos de complejidad de las quasiespecies (definida como el conjunto de variantes genéticas, similares aunque no
idénticas, que constituyen la poblacion viral que infecta un paciente)[23]. Estas evidencias apuntan al ARN-VHB circulante como
un valioso marcador plasmatico de la expresion intrahepatica del virus y el estudio de la complejidad de su quasiespecies. En este
sentido el estudio de la quasispecies del ARN-VHB circulante permitiria evidenciar las variantes mas relevantes asociadas con la
progresion de la enfermedad, permitiendo, por un lado, el estudio de la evolucion viral incluso en pacientes con niveles
indetectables de ADN circulante (sin tener que recurrir al estudio de biopsias), y por otro lado, evidenciar posibles variantes
pronosticas del desarrollo de cirrosis o CHC.

Entre las proteinas virales, la HBx tiene un papel determinante en la progresion de la enfermedad. Esta proteina, codificada por el
gen X, es parte constituyente del mismo cccADN y regula su transcripcion a través de modificaciones epigenéticas[6]. Debido a su
multifuncionalidad, puede interferir con la actividad celular de multiples maneras [24 -26], constituyendo la principal proteina viral
asociada a CHC. En nuestro proyecto PI115/00856 se ha estudiado complejidad y conservacion de la quasiespecies viral en la region
5'-terminal del gen HBX (que codifica por la proteina homoénima), evidenciado dos regiones hiper-conservadas que podrian ser
posible dianas para terapia génica a través del sistema del “small interference RNA” (siRNA). En la fase final de dicho proyecto se
ha disefiado un siRNA en base a estas regiones cuya funcionalidad esta, en la actualidad, en fase de validacion experimental con la
colaboracion de la dra. Gloria Gonzalez (CIMA- Universidad Navarra). Teniendo en cuenta la importancia de los transcritos virales
circulantes como marcadores de expresion viral, confirmar la conservacion vista a nivel de ADN-VHB también a nivel del ARN-
VHB circulante nos permitiria validar este posible tratamiento también en presencia de viremia indetectable. Ademas, los niveles
del ARN circulante permitirian evaluar la eficacia del tratamiento con siRNA en estos pacientes. Ademas con el estudio de la
conservacion de las quasiespecies del ARN-VHB, se podrian también evidenciar otras regiones conservadas, ofreciendo asi otras
posible dianas de terapia génica.

Se ha descrito que la capside viral puede contener en su interior tanto ARN pregenomico como otras formas de ARN tanto viral
como celular dependiendo del estado de fosforilacion de la region carboxi-terminal de las proteinas core, que pueden encapsidar
moléculas de ARN inespecificamente [9, 27]. Hace afios se identificaron formas completas y mas cortas de ARN circulantes [20].
En el ultimo Congreso international de la asociacion europea para el estudio del higado (EASL), el grupo de Fletcher S.P. (Beran et
al. SAT-182, EASL 19-23 Abril 2017) ha descrito la presencia de ARN del gen X en el sobrenadante de hepatocitos primarios
infectados y en el plasma de pacientes cronicamente infectados por el virus de la hepatitis B, sugiriendo que la expresion precoz de
la proteina X en el momento de la infeccion dependa de la presencia a nivel extracelular de tal transcrito [28]. En este sentido no
podemos olvidar que en una infeccion crénica se estan produciendo continuas “infecciones iniciales de hepatocitos” debido a las
nuevas particulas virales que se producen y se liberan de las células infectadas y que infectaran a los hepatocitos cercanos. Ademas,
en el estudio de Beran et al. se ha evidenciado la presencia de una poblacion de transcritos del X mas cortos. Estos transcritos
podrian originarse en un promotor alternativo que se encuentra en la region codificante la proteina [29].
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GRUPOS NACIONALES O INTERNACIONALES.
- A nivel nacional no hay otros grupos que hayan publicado estudios sobre el ARN circulante del VHB

- A nivel internacional destacan lo estudios sobre el ARN circulante del grupo de la doctora Dandri M (Hamburg, Alemania), del
doctor Berg T (Liepzig, Alemania), del doctor Fletcher (Foster City, EU), del doctor Lu F (Beijing, China) y del doctor Zaaijer HL
(Amsterdam, Paises Bajos).
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Citar las referencias incluidas en el apartado anterior: Antecedentes y Estado actual. (Maximo 1 pagina)

1. Lavanchy D, Kane M: Global Epidemiology of Hepatitis B Virus Infection. In Hepatitis B Virus in Human Diseases. Edited by Liaw Y, Zoulim F. Humana
Press, Cham; 2016:187 -203.

2. Tajiri K, Shimizu Y: Unsolved problems and future perspectives of hepatitis B virus vaccination. World J Gastroenterol 2015, 21:7074 -7083.
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION HIPOTESIS Y OBJETIVOS
(Ajustese al espacio disponible

HIPOTESIS

1. Teniendo en cuenta la relacion del ARN-VHB circulante con la transcripcion viral intra-hepatica, el analisis de su
quasiespecies en distintos grupos clinicos podria aportar informaciones utiles para predecir la evolucion del dafo hepatico.
Ademas, este nuevo marcador virologico es detectable en ausencia de replicacion viral debida a la terapia antiviral, por lo que su
estudio podria ser una herramienta 1til para monitorizar pacientes con baja carga viral, especialmente en los casos en que se
evidencia una progresion de la enfermedad hepatica (hasta carcinoma hepatocelular, CHC) a pesar de la supresion de la viremia.

2. Entre los diferentes transcritos del VHB, los del gen X codifican la proteina X, multifuncional y polimérfica, que juega un
papel clave en la replicacion viral y en la progresion del dafio hepatico, siendo factor determinante en el desarrollo de CHC. Por
este motivo, estos transcritos podrian estar relacionados con el grado de severidad de lesion hepatica y por lo tanto constituir
marcadores utiles para predecir la evolucion de la enfermedad. Ademas, recientemente se ha descrito la produccion de transcritos
cortos del gen X que codifican una proteina X también mas corta. El nivel de transcritos del gen X, tanto canonicos como cortos,
podria variar entre las diferentes fases de la enfermedad (infecciones cronicas y hepatitis cronicas VHB) o en el periodo de
supresion de la replicacion viral.

3. En el proyecto P115/00856 se evidenciaron dos regiones conservadas en la porcion 5' del gen X. Confirmar esta conservacion
también a nivel de los transcritos circulantes permitiria garantizar la eficacia de un sistema de ARN interferentes también en
pacientes con viremia indetectable. Ademas, se podran identificar nuevas regiones conservadas que podrian contener potenciales
dianas terapéuticas para un sistema de small interference RNA (siRNA).

OBJETIVOS

1. Estudio de la quasiespecies del ARN-VHB circulante en la region del gen X, que es comun en todas las formas de ARN viral:
a. Grado de complejidad (Entropia de Shannon, indice de Gini-Simpson, frecuencia de mutacion, diversidad nucleotidica, etc.) y variantes
(cambios de aminoacido, inserciones o deleciones) mas prevalentes en los distintos grupos de pacientes.
b. Nivel de conservacion
Los resultados obtenidos se correlacionaran con la quasispecies de ADN circulante en los casos en que esto sea analizable (niveles de ADN-

VHB suficientes para su amplificacion).

2. Analizar la ratio del ARN mensajero del gen X respecto a los otros transcritos virales, mediante técnicas basadas en amplificacion de
diferentes regiones del genoma del VHB, en los distintos grupos clinicos y relacionar sus niveles con el grado de dafio hepatico:
a. Para los transcritos canonicos del gen X

b. Para las otras formas de transcritos del gen X

3. Establecer un modelo de cultivo in vitro, basado en la transfeccion de las lineas celulares HepG2 e infeccion de la linea celular HepG2-
NTCP, que permita:
a. Confirmar fenotipicamente los resultados basados en los datos de quasiespecies de ARN-VHB circulantes obtenidos por secuenciacion
masiva. Las variantes mas prevalentes se estudiaran in vitro por mutagénesis dirigida y transfeccion/infeccion de células susceptibles a fin de
evaluar la capacidad replicativa de las variantes mediante la cuantificacion del HBsAg, HBcrAg y HBV DNA (extracelular e intracelular
asociado a capside) y la presencia de alteraciones de la actividad celular (estrés oxidativo y ciclo proliferativo o apoptosis).
b. Testar la produccion de transcrito corto del gen X y la funcion de la proteina que este codifica, a fin de evaluar su contribucion al dafio
celular, silenciando el promotor canodnico para que solo se produzca la forma corta del transcrito del X. La contribucion al dafio celular se
evaluara mediante marcadores de estrés oxidativo y ciclo proliferativo/apoptosis.
c. Probar in vitro una estrategia basada en terapia génica dirigida con siRNA contra dianas hiper-conservadas previamente detectadas en el

gen X y confirmadas en sus transcritos, asi como contra otras regiones hiper-conservadas evidenciadas durante este proyecto.
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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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SECCION METODOLOGIA
Diseno, sujetos de estudio, variables, recogida y analisis de datos y limitaciones del estudio.
Maximo 3 paginas (15.700 caracteres)

Diseiio:
Estudio retrospectivo/prospectivo que incluye 160 pacientes con infeccion cronica por VHB en diferentes estadios de la infeccion.

Criterios de inclusion:

- Pacientes adultos con infeccion cronica por VHB (HBsAg positivo durante mas de 6 meses).

- Pacientes con hepatitis cronicas HBeAg positivo y negativo (inmunoreactivos HBeAg positivos y con hepatitis cronica HBeAg negativo) y
con infecciones cronicas HBeAg negativo (portadores inactivos).

- Con diferentes niveles de lesion hepatica, desde ausencia de fibrosis hasta fibrosis avanzada, cirrosis y CHC.

Criterios de exclusion:
- Coinfeccion con el virus de la hepatitis D (VHD) y C (VHC) y virus de la inmunodeficiéncia humana adquirida (VIH).
- Trasplante hepatico y/o inmunosupresion.

Para hacer posible la obtencion de las muestras en el periodo de desarrollo del proyecto, se procesaran indistintamente muestras retrospectivas
(disponibles en seroteca) o prospectivas, que incluiran 1 muestra de suero/plasma obtenida durante el afio anterior a su inclusién y 3 muestras de
suero/plasma al inicio del tratamiento, 6 meses y un afio después (4 muestras por paciente).

Durante el seguimiento de estos pacientes se recogeran los siguientes parametros:

- Datos demograficos (Edad, sexo, etnia, estado clinico en el momento de la inclusion en el estudio o antecedentes clinicos de interés).

- Datos de evolucion clinica: progresion de la lesion hepatica y/o desarrollo de CHC, evaluado mediante pruebas de imagen (ecografia, con o
sin biopsia) o elastografia de transicion, cuando sean solicitadas por el facultativo que realiza su seguimiento clinico. Signos de
descompensacion hepatica (ascitis, hemorragia digestiva, encefalopatia hepatica, etc.).

- Datos analiticos (AST, ALT, coagulacion, plaquetas y albiimina).

- Marcadores serologicos (HBsAg cuantitativo y cualitativo, HBeAg, anti-HBe).

- Marcadores virologicos de replicacion viral (ADN-VHB).

En todas las muestras se evaluaran:
- Complejidad y conservacion de las quasiespecies virales tanto en el ARN como el ADN circulantes de VHB.
- Niveles de ARN-VHB circulante total y proporcion relativa de los transcritos del gen X respecto a las otras formas del ARN-VHB circulante.

En muestras con niveles de ARN-VHB circulante total [determinados por reverse transcription (RT)-PCR a tiempo real] adecuados para su
amplificacion, los datos de complejidad, conservacion y variantes principales de la quasiespecies de ARN virales circulantes, obtenidos por
secuenciacion masiva, seran correlacionados con los datos de evolucion clinica, datos analiticos, marcadores serologicos y marcadores
virologicos. Estos datos se comparan con los datos de complejidad y conservacion del ADN circulante en la misma muestra (siempre que sus
niveles sean adecuados para su amplificacion). Las variantes mas prevalentes observadas por secuenciacion masiva, se estudiaran in vitro a fin
de evaluar fenotipicamente sus efectos sobre la replicacion del VHB y en la actividad celular (estrés oxidativo, ciclo celular y apoptosis).
Ademas se testara in vitro, mediante transfeccion de células susceptibles, la produccion del transcrito del gen X mas corto, modificando por
mutagénesis la funcion del promotor canonico del gen, y la actividad de la proteina resultante de la traduccion de este transcrito. Finalmente, se
estudiara, también in vitro, la eficiencia de un sistema de siRNAs dirigidos a las regiones conservadas ya descritas o encontradas a lo largo del
proyecto en RNA circulante.

La proporcion relativa de los transcritos del gen X (tanto candnicos como cortos) se analizara en las muestras con niveles de ARN-VHB
circulante total detectable en todos los pacientes, por PCR a tiempo real en diferentes regiones del genoma viral que permitira diferenciar los
niveles de diferentes transcritos del gen X. En los pacientes con lesion hepatica y/o con CHC, se estudiara la relacion de esta proporcion con la
aparicion de la lesion (en la muestra retrospectiva recogida antes de su diagndstico) y en todos los pacientes con su evolucion clinica a lo largo
del periodo de seguimiento retrospectivo/prospectivo de este estudio.

Sujetos:
Grupo A: Hepatitis cronicas con lesion hepatica moderada:

80 pacientes con hepatitis cronica B y grado de fibrosis < F3. De éstos se recogera una muestra al inicio del tratamiento antiviral. A partir de ahi
se recogera una muestra anterior (alrededor de 6 meses) y 2 muestras de seguimiento (6 meses y 1 afio). Estos pacientes se subclasificaran en:
Al. Pacientes con hepatitis cronica HBeAg positiva:

20 pacientes HBeAg positivo con ADN-VHB > 10000 UI/mL y/o niveles de ALT > 50 UI/L.

A2. Pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativa:

60 pacientes HBeAg negativo con ADN-VHB > 2000 UI/mL y niveles de ALT > 50 UI/L.
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Grupo B: Hepatitis cronicas con lesion hepatica avanzada
20 pacientes con hepatitis cronica B, HBeAg positiva o negativa, con o sin tratamiento y grado de fibrosis > F3. Estos pacientes se incluiran en
el momento en que se evidencie la lesion hepatica por pruebas de imagen (ecografia con o sin biopsia), donde se recogera una muestra. A partir
de ahi se obtendra una muestra anterior y 2 muestras de seguimiento (6 meses y 1 afio después de la evidencia de la lesion).

Grupo C: Pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC)
20 pacientes con hepatitis cronica B HBeAg positiva o negativa y evidencia de CHC por pruebas de imagen (ecografia con o sin biopsia), con o
sin tratamiento. Las muestras se recogeran como se ha descrito en el grupo B.

Grupo D: Infeccion cronica HBeAg negativa (portadores inactivos)

40 pacientes con infeccion cronica por VHB y niveles de ADN-VHB < 20000 UI/mL, niveles de ALT < 50 UI/L y sin evidencias de lesion
hepatica por pruebas de imagen (ecografia con o sin biopsia) antes de la inclusion en este estudio. Las muestras de estos pacientes se incluiran
prospectivamente desde el inicio del estudio y durante un periodo de seguimiento de 2 afios.

Variables

1. Datos demograficos: a) edad (fecha de nacimiento); b) sexo; c) etnia d) estado clinico (asimptomatico, signos de descompensacion hepatica,
etc.) En todos los pacientes.

2. Evolucion clinica: a) progresion de la lesion hepatica: aumento de la fibrosis valorado por elastografia de transicion y/o ecografia o
descompensacion (aparicion de ascitis, hemorragia digestiva, encefalopatia hepatica, etc.) y/o desarrollo de CHC; b) datos analiticos (AST,
ALT, coagulacion, plaquetas y albumina). En todos los pacientes.

3. Parametros virolégicos: a) marcadores de replicacion viral (niveles de ADN-VHB circulante) en todos los pacientes; b) El genotipo del
VHB, determinado en la region preS del genoma viral en el ADN-VHB circulante, en aquellos pacientes con muestras con niveles adecuados
para su amplificacion; c) niveles de ARN-VHB circulante total en todos los pacientes; d) proporcion relativa del trascritos del gen X circulantes,
solo en muestras con niveles de ARN-VHB detectables.

4. Parametros de variabilidad y conservacion de las quasispecies del ARN circulante: Se analizara la quasiespeces viral en la region entre
los nucleodtidos 1250 y 1921 en muestras con niveles de ARN-VHB adecuados para su amplificacion, donde se determinara en las secuencias
obtenidas del ARN-VHB; a. La frecuencia de las variantes con cambios de aminoacido, inserciones y/o deleciones, en relacion a la secuencia
consenso del genotipo asignado; b. La complejidad de la quasiespecies mediante el célculo de: entropia de Shannon, indice de Gini-Simpson,
diversidad nucleotidica y frecuencia de mutacion; c. La conservacion de la region estudiada mediante analisis del contenido de informacion. Los
resultados obtenidos seran comparados con las mismas variables determinadas en el ADN-VHB circulante, en aquellas muestras con niveles
adecuados para su amplificacion.

5. Parametros para los estudios in vitro: la replicacion y niveles de expresion génica viral in vitro se evaluara a través de: a. La cuantificacion
del ADN y ARN-VHB en el sobrenadante; b. La cuantificacion de las proteinas virales (HBsAg y HBcrAg); c. Relacion entre las variantes mas
relevantes o la presencia de una proteina X mas corta y el dafio celular evaluada con a) analisis de marcadores de dafio oxidativo; b) alteraciones
del ciclo proliferativo celular; ¢) apoptosis.

Recogida de datos:

- Los datos de demograficos y de evolucion clinica de los pacientes se recogeran en el momento de su inclusion y durante el seguimiento de los
que se estudien prospectivamente, por revision de su historia clinica.

- Los datos analiticos y resultados serologicos y virologicos se obtendran en cada muestra de suero/plasma recogida, a partir de las analiticas
solicitadas por el facultativo que realiza el seguimiento clinico de los pacientes. El genotipo del VHB se determinara por secuenciacion Sanger
de la region preS del genoma viral. Los niveles de ARN-VHB total y la proporcion de diferentes transcritos del gen X se determinaran por RT-
PCR a tiempo real in-house.

- La complejidad/conservacion de las quasispecies de VHB se determinara por secuenciacion masiva en todas las muestras de suero/plasma a
partir del ARN y/o ADN-VHB circulantes.

- Todos los datos demograficos, clinicos y virologicos y sobre la complejidad y conservacion de las quasiespecies del VHB, seran incluidos en
una base de datos anonimizada.

- La replicacion in vitro de las variantes de VHB de interés o en presencia del transcrito mas corto de la proteina X, se medira en las células
infectadas y/o transfectadas mediante la cuantificacion de ADN-VHB (tanto en el sobrenadante como a nivel intracelular asociado a capside)
por PCR a tiempo real, HBsAg y HBcrAg por técnicas de quimioluminiscencia automatizadas y ARN-VHB extracelular por RT-PCR a tiempo
real in-house. El mismo tipo de datos se evaluara tanto en ausencia como presencia de siRNAs dirigidos contra las regiones conservadas
identificadas en los transcritos virales. Se realizaran un minimo de tres experimentos independientes por lo menos en duplicado.

- La actividad celular de las células infectadas y/o transfectadas con las variantes virales de interés o en presencia del transcrito mas corto del X,
se evaluara mediante el estudio de marcadores de dafio oxidativo o alteracion del ciclo proliferativo celular mediante citometria y/o microscopia
de fluorescencia.

Analisis de datos:

- En todas las muestras se analizaran los niveles de ARN-VHB circulante y en aquellas con niveles detectables, se analizara la proporcion de
diferentes transcritos del gen X por RT-PCR a tiempo real en diferentes regiones del genoma viral, normalizando los niveles obtenidos en las
diferentes regiones y calculando la diferencia entre ellos.

- A partir del ARN-VHB y ADN-VHB circulantes, se evaluara la variabilidad/complejidad del VHB por secuenciacion masiva, mediante los
algoritmos de analisis bioinformatico desarrollados en anteriores proyectos de investigacion en salud (PS09/0899, P111/01973, PI112/01893,
PI14/01416, P115/00856), adaptados para este proyecto. Estos algoritmos ya han sido utilizados con éxito para analizar el bucle antigénico de
las proteinas de superficie y la retrotranscriptasa de la polimerasa del VHB (Rodriguez-Frias F, et al. PLoS ONE 2012;7:¢37874), la region
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preCore/Core (Homs M et al. Nucleic Acids Res 2011; 39:8457) y la region preS (Casillas R et al. World J Gastroenterol 2018;24(6): 680).

- Los datos de complejidad de las quasiespecies del ARN-VHB circulante o los niveles ARN-VHB y de transcritos del gen X en los distintos
grupos de pacientes y sus datos clinicos [incluyendo estado de fibrosis y datos analiticos (niveles de biomarcadores bioquimicos y
hematologicos)] y demograficos, seran analizados por regresion estadistica a fin de evaluar su valor pronodstico. Ademas los datos de
complejidad se correlacionaran estadisticamente con la complejidad evidenciada en el ADN-VHB.

- A partir de las secuencias obtenidas de los transcritos virales circulantes por secuenciacion masiva, se analizara el contenido de informacion a
fin de confirmar las regiones conservadas identificadas en el proyecto PI15/00856 e identificar otras regiones conservadas que puedan ser
posibles dianas de terapia génica con siRNA. Este sistema se probara in vitro, a fin de evaluar su posible utilidad en una futura terapia antiviral.
- Las variantes mas relevantes identificadas por secuenciacion masiva se testaran in vitro en modelos de transfeccion/infeccion de células
susceptibles a fin de evaluar como estas variantes pueden afectar la replicacion viral y la actividad celular (dafio oxidativo, ciclo proliferativo y
apoptosis), para relacionar experimentalmente las variantes con la evolucion clinica de la patologia.

- Asimismo, la funcion del transcrito corto del X, y de la proteina que codifica, se estudiara en modelos de cultivo in vitro, a fin de evaluar tanto
su capacidad de transactivacion de la replicacion viral como su influencia en la actividad celular.

Limitaciones del estudio

Este proyecto se basa en la cuantificion y analisis de la poblacion de transcritos circulantes del VHB y requiere el disefio y optimizacion de una
metodologia sensible y repetible de extraccion y deteccion de este tipo de moléculas, sin embargo, en la actualidad todavia no existe una
metodologia estandarizada que permita hacerlo.

El estudio de las quasiespecies del VHB por secuenciacion masiva supone una elevada complejidad técnica y un alto coste economico de cada
experimento. No obstante, el alto rendimiento de estas tecnologias permite analizar cuantitativamente las quasispecies del VHB con una elevada
sensibilidad independientemente de los conocimientos previamente establecidos, como se ha demostrado en anteriores proyectos de
investigacion en salud desarrollados por nuestro grupo de investigacion (P109/0899, P111/01973, P112/01893, P114/01416 y P115/00856). Asi
mismo durante el desarrollo del proyecto mas reciente (P115/00856) se ha podido optimizar el coste por muestra en cada experimento mediante
una metodologia de universalizacion que permite la inclusion de diversos pools de muestras en un tinico experimento. Todo ello justifica el uso
de las tecnologias de secuenciacion masiva en este proyecto.

La comprobacion in vitro del efecto de la variabilidad de las quasiespecies del VHB sobre la replicacion del VHB y su efecto en la actividad
celular también supone una elevada complejidad técnica y coste econdomico debido a:

- La puesta a punto de un sistema de cultivo celular capaz de soportar la infeccion y la replicacion del VHB en presencia de variantes virales.

- No ser posible simular in vitro las quasiespecies virales evidenciadas en cada paciente. Por eso, el proyecto se focalizara en el estudio de las
variantes mas relevantes identificadas.

- El estudio de un sistema siRNA que utilice como diana las regiones conservadas evidenciadas por secuenciacion masiva supone un incremento
adicional del coste economico del proyecto, pero admisible teniendo en cuenta la utilidad terapéutica que podria comportar. Un estudio piloto
similar se ha efectuado dentro del proyecto en curso, por lo que se dispone de la colaboracion del grupo de la Dra. Gloria Gonzalez (Centro de
Investigacion Médica Aplicada de Pamplona, CIMA), cuyo grupo dara apoyo a este proyecto como consta en el Anexo.

A pesar de estos factores limitantes, el nimero de pacientes con hepatitis cronica B en diferentes estadios clinicos (160) y muestras (un minimo
de 640) a procesar, junto con las metodologias de secuenciacion masiva y fenotipicas desarrolladas en el proyecto actual (P115/00856), y el
apoyo del grupo de la Dra. Gloria Gonzalez, nos permiten augurar el cumplimiento de los objetivos propuestos.
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION PLAN DE TRABAJO

Etapas de desarrollo y distribucién 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 realizacién del proyecto.
(Ajustese al espacio disponible)

El estudio se realizara conjuntamente entre la unidad patologia hepatica (Servicios de bioquimica y microbiologia) y la unidad de hepatologia
(Servicio de Medicina Interna) del hospital universitario Vall d'Hebron. Los miembros del equipo investigador de este proyecto son: el Dr.
Francisco Rodriguez Frias (FRF), IP del proyecto, y la Dra. Andrea Caballero (AC), facultativos del servicio de bioquimica. Los doctores
Rafael Esteban (RE) y Lluis Castells (LLC), facultativos del servicio de medicina interna. Finalmente, los doctores Maria Francesca Cortese
(MFC) y David Tabernero (DT), Rosario Casillas (RC) y Margal Y1l (MY), personal investigador de laboratorio encargado de los estudios in
vitro y de biologia molecular. Aunque no forman parte del equipo investigador del proyecto, el Dr. Josep Gregori (JG) dara soporte
bioinformatico y la Dra. Gloria Gonzalez (GG) dara soporte en los ensayos fenotipicos para las pruebas del siRNA. En este proyecto se han
diferenciado 6 etapas:

1. Seleccion de los pacientes de los grupos A a D y recogida de muestras: A lo largo del primer afio del proyecto LLC seleccionara un grupo de
pacientes entre la poblacion de pacientes con hepatitis cronica B que acude a las consultas externas del hospital universitario Vall d'Hebron, a
medida que vayan viniendo a las visitas rutinarias, a los que solicitara que firmen el consentimiento informado.

LLC revisara las historias clinicas de los pacientes que hayan firmado el consentimiento informado y recogera los parametros demograficos y
clinicos. Estos datos, junto con el resto de resultados recogidos durante el estudio se incluiran en una base de datos anonimizada, la cual LLC se
encargara de actualizar y valorar en coordinacion con RE.

A medida que se vayan incluyendo los pacientes de los distintos grupos en el estudio AC, responsable del area de pre-analitica de los
laboratorios clinicos del hospital Vall d'Hebron, se encargara de buscar las muestras retrospectivas en la seroteca, asi como recoger las muestras
de los pacientes que se sigan prospectivamente, hasta el final del segundo afo del proyecto. Estas muestras se conservaran a parte, a -80° C,
hasta el momento de su procesamiento.

2. Puesta a punto de los protocolos para cuantificacion y estudio de las quasiespecies de ADN y ARN circulantes: Durante los 6 primeros meses
MEFC y DT adaptaran o disefiaran las metodologias para cuantificar ARN-VHB circulante total y la proporcion relativa de transcritos del gen X

(tanto candnicos como cortos), asi como los primers y reacciones de retrotranscripcion y/o PCR para la creacion de librerias de amplicones para
secuenciacion masiva a partir del ADN o ARN-VHB circulante. Las pruebas para ajustar estos métodos seran realizadas por RC y MY. FRF
dara asesoramiento técnico en esta fase del proyecto.

3. Cuantificacion de ARN circulantes y estudio de las quasiespecies de ADN y ARN-VHB: A partir de la segunda mitad del primer afno, RC y
MY empezaran la determinacion de los niveles de ARN-VHB total circulante en las muestras recogidas hasta entonces por AC. En aquellas

muestras con ARN-VHB total detectable se cuantificaran las proporciones relativas de transcritos del gen X y se analizara la complejidad y
composicion de la quasiespecies del ARN-VHB circulante. En las muestras con niveles detectables de ADN-VHB se analizara la quasiespecies
viral en la misma region que en los transcritos. El analisis bioinformatico y estadistico para estudiar la quasiespecies del VHB se realizara con la
colaboracion de JG. Esta etapa se llevara a cabo bajo la supervision y asistencia de MFC y DT, que pasaran los datos obtenidos a RE y LLC
para que los anadan a la base de datos, y se extendera hasta el final del segundo afo del proyecto, pudiéndose prorrogar hasta la mitad del tercer
afio para completar el seguimiento de algiin paciente.

4. Estudios fenotipicos in vitro: Durante el Gltimo trimestre del primer afo MFC y DT adaptaran o disefiaran las metodologias basadas en
transfeccion de construcciones genéticas con el genoma del VHB que simulen las variantes mas prevalentes en las quasiespecies virales, que se
vayan observando a lo largo de la etapa anterior del proyecto, para realizar estudios fenotipicos sobre sus efectos en la replicacion del VHB y
actividad celular, ademas de la actividad resultante de los transcritos cortos del gen X. RC y MY llevaran a cabo las pruebas para ajustar estos
métodos y a partir del primer trimestre del segundo afio hasta el segundo semestre del tercer afio, realizaran los experimentos disefiados por
MFC, DT y FRF.

5. Disefio y estudio de la eficiencia de terapia génica basada en siRNA: A partir de los datos sobre conservacion obtenidos en las quasiespecies
virales de ARN-VHB circulante, se testara fenotipicamente la eficiencia de un sistema de terapia génica basada en siRNA dirigidos contra
dianas en zonas conservadas de estos transcritos, desarrollados con el soporte de GG. MFC, DT, RC y MY llevaran a cabo las pruebas
fenotipicas de este sistema de tratamiento desde el segundo semestre del segundo afio hasta el primer semestre del tercero.

6. Elaboracion de manuscritos para la publicacién de los resultados obtenidos: Todo el equipo investigador colaborara en la redaccion de
manuscritos para publicar los resultados del proyecto en revistas clinicas y/o virologicas de alto impacto, durante el Gltimo afio del proyecto.

FRF supervisara todas estas etapas del proyecto y coordinara los miembros del equipo investigador entre si, y con los colaboradores externos.
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INTENSIFICACION

En caso de solicitar Intensificacion, describir la actividad asistencial (consulta, actividad quirurgica, exploraciones
complementarias, actividad en servicios centrales, etc.) que justifique la solicitud, en relaciéon con la actividad de
investigacion desarrollada por el Investigador Principal (IP) (Ajustese al espacio disponible)
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CRONOGRAMA

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Seleccion de los pacientes de los grupos A LLC, RE 1° Ao
aD PN C T I Y I I O R
Ao [ ICICICICICICICICIC]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Recogida de muestras AC 1° Aio
2° Ao
Ao [ [ ICICICICICICICIEI]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Creacion y actualizacion de base de datos LLC, RE 1° Afo
anonimizada 2° Ao
ar0 VIVMYYPO00000

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Protocolos para cuantificacion y estudio de MFC, DT, RC, MY, 1° Afio Ooooga
las quasiespecies de ADN y ARN FRF 2°Ano [ 1010101010100

circulantes =

raie JOO0O00000000

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Cuantificacion de ARN circulantes y estudio ~ AC, MFC, DT, RC, Ao [JLIOIOION]
de las quasiespecies de ADN y ARN-VHB MY, JG 2° Afio
Ao [ [ ICICICICICIEICIEI]

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Estudios fenotipicos in vitro MFC, DT, RC, MY, Ao JLDDDOOOL
FRF 2° Afio
a0 VVMYYPO00000

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD / TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJJ A SOND
Disefio y estudio de la eficiencia de terapia MFC, DT, RC, MY, 1°are  LIOIOIOIOOOHOOH
génica basada en siRNA GG 2°Ano [0
3° Ao VIV

PERSONA/S MESES
ACTIVIDAD /| TAREA INVOLUCRADAS EFMAMJ J A SOND
Elaboracion de manuscritos para la FRF, AC, RE, LLC, Lt I
publicacién de los resultados obtenidos MFC, DT, RC, MY 2°Aro [0
3° Afio
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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
investigacion en enfermedades hepaticas del Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR) del hospital universitario Vall d'Hebron, y
tienen una larga historia de colaboracion de cerca de 30 afios con numerosos articulos publicados.

En la infeccidn cronica por VHB se han desarrollado estudios sobre la replicacion viral y el tratamiento. En 1995 el analisis de las
mutaciones del preCore/Core del VHB mostré que el cambio G por A en la posicion 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
asociacion entre la recidiva de la infeccion por VHB en pacientes trasplantados hepaticos en tratamiento con gammaglobulina
antihepatitis B con mutaciones en la region de superficie del VHB (Rodriguez-Frias et al, Liver 1999; 19:177-182). 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 epitopicas del gen core del VHB en nuestra area y su asociacion con la infeccion cronica
(Jardi R et al, J Hepatol 2004;40:507; Buti M et al, J Hepatol 2007;47:366; Jardi R et al, J Hepatol 2008;49:695; Tabernero D et al,
Aliment Pharmacol Ther 2010; 32:97, Homs M et al, Antivir Ther 2011;16:37). También se ha investigado la seleccion de
resistencias al tratamiento antiviral con analogos de nucleo(s)tidos (Jardi R, J Virol Methods 1999;83:181; Rodriguez-Frias et al, J
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 masiva, especialmente la del VHB (Homs M et al, Nucleic Acids Res 2011;39:8457; Rodriguez-Frias F et al, PLoS
One 2012;7:¢37874; Homs M et al, World J Gastroenterol 2012;18:6096; Homs M et al Plos One 2014; 9(11):e112306; Caballero
A et al, Plos One 2015;10(12):¢0144816, Buti M et al, Transpl Infect Dis, 2015; 17(2):208), y por ende el disefio de algoritmos
bioinformaticos para el andlisis 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). Prueba de la productividad de esta linea son las 3 tesis doctorales dirigidas por el Dr. Rodriguez-
Frias (IP del proyecto) en el marco de esta linea (Dres. Maria Homs, David Tabernero y Andrea Caballero) y las revisiones
bibliograficas en las que hemos participado (Rodriguez-Frias F et al. World J Gastroenterol 2013;19(41):6995, Quer J et al. Virus
Res 2017;239:115). Ademas, recientemente también 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; Gregori
J et al, Virology 2016;493:227). También recientemente, el grupo ha colaborado en un estudio donde se caracterizan quasiespecies
virales y se analiza fenotipicamente algunas de sus variantes con baja susceptibilidad a Tenofovir (Shirvani-Dastgerdi E et al. J
Hepatol 2017;67(2):246) y ha publicado un estudio donde se analiza la conservacion y variabilidad de la region de interaccion del
preS1 con el NTCP, el supuesto receptor y responsable de la entrada del virus y la prevalencia del polimorfismo rs2296651, por
PCR a tiempo real, que afecta a las variantes del mismo (Casillas R et al, World J Gastroenterol, 2018;24(6):680).

Cabe destacar la colaboracion (aunque no como miembro del equipo investigador) en los estudios fenotipicos de comprobacion de
la efectividad del sistema de tratamiento antiviral basado en siRNA de la Dra. Gloria Gonzalez, directora del programa de terapia
génica del Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA) de la universidad de Navarra, en el que se integrd en el afio 2001,
con ¢l objetivo de buscar nuevas terapias para la hepatitis B cronica. En los Gltimos afios ha realizado publicaciones relevantes en
este campo (Di Scala M, et al. J Virol. 2016;90(19):8563, Otano I, et al. Hepatology 2012;56(2):474), nuestro grupo ha colaborado
recientemente en los estudios de quasiespecies del VHD en un modelo animal desarrollado por el grupo de la Dra. Gloria
Gonzalez (Suarz-Amaran L, et al. ] Hepatol 2017;67(4):669).
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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 y prioridades enmarcadas en el reto Salud, Cambio Demografico y
Bienestar de la Estrategia Espaiola de Ciencia y Tecnologia y de Innovacion.
2. Relevancia de la propuesta a la investigacion clinico-traslacional.

Como se ha indicado en los parrafos anteriores la infeccion por VHB representa un reto de maxima prioridad en salud por su
importante prevalencia y severas consecuencias. Las alternativas preventivas y terapéuticas disponibles, aun siendo de gran
potencia, no parecen ser suficientes para abordar esta solucién. Nuestro sistema nacional de salud dispone de estrategias y
recursos tanto econdémicos como humanos para profundizar al maximo nivel en el conocimiento de esta infeccion y asi colaborar
de forma significativa en el camino hacia su curacion y control. Nuestro grupo ha disfrutado de la financiacion de varios
proyectos anteriores en esta linea de estudio de la infeccion por el VHB (proyectos de investigacion en salud P109/0899,
PI11/01973, P112/01893, P114/01416 y P115/00856) que nos han permitido adquirir un conocimiento profundo de este agente y su
complejidad poblacional y estamos convencidos que esta experiencia puede ser relevante para colaborar en este objetivo comun
de la investigacion biomédica actual. No podemos olvidar que en Espafia se ha estimado en 400.000 los portadores de esta
infeccion (HBsAg positivo) (0,7% de la poblacion general). Los datos obtenidos en los anteriores proyectos financiados y
especialmente en el mas reciente (P1015/00856), en el que se ha podido desarrollar un primer prototipo de terapia génica (siRNA)
actualmente en fase de estudio fenotipico en cultivos celulares, nos permiten mantener la esperanza de que nuestra linea de trabajo
cristalice en soluciones traslacionales para la infeccion por VHB. Por este motivo uno de los objetivos principales de este
proyecto es profundizar en esta linea, analizando la conservacion de la quasispecies del VHB en la region del gen X, mediante
secuenciacion masiva. Eso nos permitiria evidenciar otras regiones conservadas, ofreciendo nuevas posibles dianas para un
enfoque terapéutico basado en el sistema de siRNA. Este sistema, pero, debe ser abordado también en base a la poblacion de
transcritos circulantes en periodos de viremia indetectable. Ademas, el analisis de la conservacion de la quasiespecies podria
evidenciar nuevas posibles dianas a utilizar en terapia con siRNA. La utilidad de estas regiones como dianas de ARN interferente
se testara in vitro en modelos de infeccion. Por ello creemos que este proyecto se relaciona con la linea de investigacion de
prevencion, desarrollo nuevos farmacos y terapias innovadoras.

El proyecto que planteamos tiene interés no s6lo en lo que concierne a un mejor conocimiento y tratamiento de la infeccion por el
VHB, sino también para estudiar marcadores viroldgicos en pacientes con baja o ausente viremia, focalizandonos en aquellos que,
a pesar del control de la replicacion viral, presentan progresion de la enfermedad hasta desarrollar cirrosis y CHC. Esta situacion
parece paraddjica si la comparamos con otras infecciones como por el VHC y mas si se tiene en cuenta que los tratamientos
antivirales frente al VHB no tienen una duracion limitada y son muchos los pacientes con esta infeccion que se encuentran en la
situacion de ausencia de viremia detectable por efecto del tratamiento. En Espafia hay 16.504 pacientes infectados por VHB en
tratamiento antiviral y en el 80% de los casos se consigue una respuesta virologica sostenida. Esto quiere decir que mas de 13.000
pacientes presentan una viremia indetectable y de estos, el 1-5% de los pacientes presentan riesgo de desarollar CHC, pero no es
posible monitorizar en analiticas rutinarias la posible situacion de su patologia hepatica asociada a la poblacion viral, que como se
ha indicado mantiene la actividad transcripcional y la produccion de antigenos virales en las células infectadas, determinando la
progresion de la enfermedad. El estudio de transcritos circulantes en distintos grupos clinicos, tanto en su complejidad (las
variantes virales en la region correspondiente al gen X) como los propios niveles relativos de transcritos del gen X (tanto canénico
como corto) en relacion a otros transcritos del VHB, nos podria permitir evidenciar marcadores predictivos de la progresion de la
enfermedad hepatica potencialmente utiles en el seguimiento de los pacientes infectados por el virus de la hepatitis B. Confirmar
fenotipicamente estas interacciones garantizaria un mejor conocimiento del mecanismo de la evolucion de la enfermedad a nivel
virologico, y poder asi intervenir con sistemas preventivos.

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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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr. Francisco Rodriguez Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION MEDIOS DISPONIBLES

(Ajustese al espacio disponible)

Medios disponibles para la realizacién del proyecto.

INSTRUMENTACION:

- Plataforma de secuenciacion masiva MiSeq (Illumina); se dispone de 2 instrumentos

- Lumipulse G600 II (Fujirebio)

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

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

- Cubetas para electroforesis de acidos nucleicos

- Fuentes electroforesis

- Transiluminador con LEDs de alta intensidad (Genetics)

- Sistema de cuantificacion 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) y acceso a fluorimetro Qubit (Thermo Scientific)

- Estacion de pipeteo automatizado Freedom EVO75 (Tecan)

- Equipo electroforesis capilar TapeStation 2200 (Agilent)

- Congeladores de -80°C, -40°C y -20°C, neveras

- El equipo investigador tiene acceso a los analizadores automaticos COBAS 8000 (serologia) y 6800 (cuantificacion de acidos
nucleicos virales) (Roche) y al secuenciador automatico de acidos nucléicos (método de Sanger) ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer (Thermo Scientific)

- Incubadora de calor seco

- Termoshaker

- Bunsen

- Acceso a laboratorio P2plus para los experimentos de cultivo celular. Este laboratorio cuenta con: incubadora de calor himedo,
cabina de bioseguridad, centrifuga, mini-centrifuga, vortex, Pipet-aid, microscopio, nevera, congeladores (-20°C y -80°C), bafo
termostatizado, microscopio

- Accesso a microscopio con fluorescencia y citometro FACS calibur

- Células susceptibles a transfeccion/infeccion por VHB de las lineas HepG2 y HepG2-NTCP

TECNICAS:

- Técnicas de extraccion y purificacion de acidos nucleicos

- Amplificacion génica por PCR

- Electroforesis de Acidos nucleicos

- Cuantificacion de acidos nucleicos por espectofotometria y fluorimetria

- Técnicas de secuenciacion por Sanger y Sequencing by Synthesis (Illumina)

- PCR a tiempo real (cuantificacion de acidos nucleicos)

- Determinacion automatica de parametros serologicos

- Automatizacion en la preparacion de librerias de amplicones para su secuenciacion por Sequencing by Synthesis (Illumina)
- Algoritmo bioinformatico para el analisis de datos obtenidos de la secuenciacion masiva
- Infeccidn y/o transfeccion de células

- Clonacion

- Mutagénesis

- Marcaje con fluorescencia de células

- Técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA) automatizadas y manuales
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Dr. Francisco Rodriguez Frias

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION JUSTIFICACION DETALLADA DE LAS PARTIDAS PRESUPUESTARIOS SOLICITADAS
(Ajustese al espacio disponible)

Kits para extraccién manual y automatica de acidos nucleicos

EXtraccion manual............ooiuiiiiiii i 1500,00
Extraccion automatica (tecnologia de particulas magnéticas).............c.coveveiiinine. 5000,00
Cuantificacion del HBsAg y HBerAg

HBsAg quantitative test (ROChE).........ooiiiiiiiii 700,00
LumipulSe® G HBCTAZ. ...ttt 800,00

Primers y Polimerasas de alta fidelidad para amplificacion de librerias a procesar por Secuenciacién Masiva y por
Secuenciacion Sanger

Primers de de diferentes longitudes para creacion de librerias ................cocoeeenen.n. 7000,00
PfuUltra II Fusion HS DNA POlymerase...........c.ciiiiiiiiuiiininiiiiiiiiniiieieae 980,00
Reverse Transcriptase High Fidelity ... 6000,00
Kits para cuantificar ARN circulante y la proporcion relativa del transcrito del X

TTH Reverse TransCriptase. . .......o.eueureniniit ettt et 6300,00
LightCycler ® FastStart DNA Master PLUS HybProbe ................cocociiiiiiiinen. 11760,00
Sondas para Real Time PCR.... ..o 10000,00
DIN A . ettt 1000,00
Cuantificacion ADN

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HBYV Test, v2.0 30x650 .............c.ccenen. 2420,00
Light Cycler DNA Master HybProbe............coooiiiiiiiiiiiiiiiiea 580,00
Kits para la preparacion y procesado por MiSeq sequencing de librerias de amplicones
KAPA Hyper Prep (8rXN) ... .ouuiniit it 3720,00
SeqCap Adapter Kit A, 96 ReaCtiOns ...........ouiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiaeeee 1300,00
SeqCap Adapter Kit B, 96 ReaCtions ............ouvuiuiiiiiiiiiiiiiii i 1300,00
Placas MID ... e, 3000,00
KAPA Pure Beads (B30ml).......ooiuininiii 1000,00
Lib Quant Kit (IIlumina/LC480) ......nenii et 2300,00
Miseq Reagent Kit v3 (600CYCIE)......oiuiniiiii e 21000,00
TAPE STATION DNA @NalySIS . ..cuvutititiiiiitititinee e 2210,00
Placas de fluorescencia y Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit)................... 1000,00
Qubit quantification Kit........ ... 515,00
Kits secuenciacion directa (método de Sanger)

Kits Big Dye 3.1 Applied BIOSYStEMS ......ovuitiiiiiiti i 4700,00
Big Dye Xterminator Purification Kit.................ooiiii 500,00
2 0 Y | o PP 95,00

Fungible General (puntas, tubos, placas Petri y reactivos varios biologia molecular)... 14000,00
Cultivo celular

Placas y material para cultivo celular (cell strainers, filter, counting chamber, crio tube). 12000,00
Reactivos medios cultivo (Tripsina, DMEM, Opti-MEM, FBS, glutamina, Glutamax)...7000,00

Kit transfeccion (TransIT LT-1 y X2, siRNA transfection kit)..............c.oooeoeiinin 2700,00
Analisis activitad celular........... ... i 1300,00
Reactivos por clonaje (plamidos, bacterias, kit de extraction, enzimas de restriccion, etc.). 1700,00
VHB-ADN asociado @ CapSIde .......c.ouinieitiniiiiti e 1700,00
COmIte ELICO. ... 800
Servicio de MensSajeria. ... ........o.o.iuiiiiiiiiii e 1.000
Publicaciones........ ... 5.000
VR S e 4.000
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD
SECCION PRESUPUESTO
Presupuesto solicitado

¢ Solicita Intensificacién del Investigador Principal (IP)? (sl (¢ NO

La solicitud de Intensificacion es incompatible con la solicitud de financiacion para otro tipo de personal a cargo del proyecto Euros

1. Gastos de Personal o Intensificado
Los costes de contratacion imputables a la subvencionse ajustaran a las tablas salariales dictadas al efecto.

Subtotal Gastos de Personal :

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

Material Fungible general 14.000
Extraccion ADN/ARN virales circulantes, creacion y secuenciacion directa librerias de amplicones 25.775
Estudios de las quasiespecies del ARN y ADN circulante 37.345
Cuantificacion ARN-VHB y proporcion relativa de transcritos del gen X por Real-Time differencial 29.060
Estudios fenotipicos in vitro 26.400
Cuantificacion de marcadores virologicos (HBcrAg, HBsAg, HBV DNA) 4.500
Servicio de mensajeria 1.000
Edicién de manuscritos y tasas publicacion en revistas de acceso abierto 5.000
Evaluacion del proyecto por comité ético 800

Subtotal Gastos Bienes y Servicios : 143.880

B) Gastos de Viajes

Gastos de viajes para la presentacion de resultados en congresos 4.000
Subtotal Gastos Viajes : 4.000
Subtotal Gastos Ejecucion : 147.880

Total Solicitado : 147.880

Total + 21% Costes Indirectos : 178.934,8
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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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cima
CENTRO DE INVESTIGACION MEDICA APLICADA

Pamplona, 26 Febrero 2018

Al comité de evaluacion de los proyectos en salud del ISCIII,

Con el presente documento confirmo mi apoyo al proyecto presentado por el Dr

Francisco Rodriguez Frias titulado de la quasi ies del gen X en ARN

circulante del virus de la hepatitis B (ARN-VHB): en busqueda de nuevos factores
pronésticos y dianas para terapia génica” que se presenta en la convocatoria 2018 de
ayudas de proyectos de investigacion en salud del Instituto de Salud Carlos TIT y mi
participacion como colaborador externo en el proyecto. Nuestro laboratorio cuenta
con modelos de infeccion y replicacion del HBV en cultivo celular y con modelos de
raton de replicacion de HBV. Estos modelos permiten el analisis de nuevos
tratamientos antivirales desde el cultivo celular al raton y los ponemos a disposicién
del grupo del Dr Francisco rodriguez Frias asi como nuestra experiencia en su manejo

y analisis.

Aténtamente,

Dra. Gloria Gonzélez-Aseguinolaza, PhD

Area de Terapia Génica y Regulacién de la expresién génica
Centro de Investigacion Médica Aplicada

Avda. Pio XII, 55

CP31008 Pamplona (Navarra)

Tel: 948-194700

Fax: 948-194714

E-mail: ggasegui@unav.es
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